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Uvod

Neuspokojivé vysledky 1é¢by nadorovych onemocné-
ni siln€ stimuluji vyzkum a vyvoj novych protinadorovych
léciv. Tyto 1éky jsou obvykle sméfovany proti novym ci-
Iim, o kterych se domnivame, ze hraji dilezitou ulohu
v maligni transformaci bunck. Cyklin-dependentni kinasy
(CDK) jsou typickym piedstavitelem takovychto cili diky
jejich zvysené aktivité ve vét§iné nadorovych bun€k. Syn-
teticky pripravené inhibitory CDK jsou tak jednim
z perspektivnich zpiisobti protinadorové 1é¢by".

Od roku 1994, kdy byl popsan olomoucin jako prvni
inhibitor CDK ze skupiny trisubstituovanych purinii®, bylo
syntetizovano mnoho derivati odvozenych od olomouci-
nu. Tyto latky zastavuji bunéény cyklus na pfechodech
G1/S a G2/M, jsou velmi cytotoxické pro nadorové bunky
v in vitro testech a jeden z derivatli, bohemin, je G¢inny
rovn&Z in vivo®. Pro porozuméni mechanismu t&inku dané-
ho léku je nutné studovat jeho plsobeni na molekularni
arovni. Analyza proteomu je nepochybné ucinnou techni-
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kou pro porozuméni bunééné odpovédi na Grovni proteinti.

Proteomika pfedstavuje nové moznosti nejen pro la-
boratofe zabyvajici se studiem proteint, ale i vyzvu pro
firmy zabyvajici se vyvojem analytickych pfistroji. Obtiz-
nost ukolu vyplyva z velkého poctu analyti — proteint ¢i
peptiddl, které musime separovat a charakterizovat v jedné
globalni analyze urcitého proteomu. Zatimco projekt sek-
venace lidského genomu pracoval s desitkami tisic gent,

moznych proteintl v organismu se odhaduje az v fadu mili-
ont*. Proteiny jsou zna¢né réiznorodé, lisi se velikosti,
nabojem i hydrofobicitou. Mnohé z nich jsou navic post-
translacné modifikovany nebo tvoii komplexy s jinymi
proteiny, ¢i nukleovymi kyselinami.

Dvojrozmérna gelova elektroforéza (2DE) je dnes
zakladni metodou separace komplexnich proteinovych
smési. Proteiny jsou v prvnim rozméru rozdéleny podle
svého izoelektrického bodu, ve druhém rozméru podle
molekulové hmotnosti. Pies své nesporné prednosti ma
2DE nékteré nedostatky, napf. nizkou ucinnost solubiliza-
ce membranovych proteinti a omezeni v déleni hydrofob-
nich proteinti &i proteind o extrémni velikosti nebo naboji’.

V roce 2003 byl pfedstaven systém ProteomeLab™
PF 2D (Beckman Coulter Inc.), ktery ma pomoci problémy
2D elektroforézy alespoil z ¢asti preklenout. PF 2D je ana-
lyzator pracujici na principu dvojrozmérné HPLC. Protei-
ny jsou timto systémem separovany podle svého izoelek-
trického bodu a nasledné ve druhém rozméru podle hydro-
fobicity.

Cilem této studie bylo vyuziti nového proteomického
pfistupu, dvojrozmérné kapalinové chromatografie PF 2D
ke sledovani proteinovych zmén v nadorovych bunkach po
pusobeni protinddorové latky, boheminu. Bylo provedeno
srovnani proteinovych map lyzati CEM buné¢k (linie bu-
nek T-lymfoblastické leukemie) oSetienych a neosetfenych
timto inhibitorem cyklin-dependentnich kinas a nékteré
z ovlivnénych proteint byly identifikovany hmotnostni
spektrometrii.

Experimentalni ¢ast

Pfiprava buné¢k

Bunééna linie CEM byla kultivovana v mediu RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) s ptfidavkem 10% fetalniho teleciho
séra, 50 Uml™" penicilinu a 0,1 mgml™" streptomycinu.
Buiiky byly kultivovany pti 37 °C v 5% CO, v pfitomnosti
nebo nepfitomnosti 60 pM boheminu po dobu 12 h. Po
kultivaci byly buniky opakované promyty v ledovém fosfa-
tovém pufru (2,7 mM KCl a 137 mM NaCl v 10 mM fos-
fatovém pufru, pH 7,3) a zcentrifugovany.
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Dvojrozmérna kapalinova
chromatografie PF 2D

Buiiky CEM byly lyzovany v roztoku obsahujicim
6 M mocovinu, 2 M thiomocovinu, 50 mM TRIS, 2% w/v
oktylglukosid, 5 mM (2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid
(TCEP), 10% glycerol a 1 mM koktejl proteasovych inhi-
bitort (Sigma-Aldrich). Po nésledné centrifugaci byl lyzat
odsolen na kolonkach PD 10 (kolonky jsou soucasti PF 2D
kitu, Beckman Coulter Inc.).

Dvojrozmérna kapalinova separace proteini byla
provedena na systému ProteomeLab™ PF2D podle poky-
nu vyrobce. Kolony a chromatofokusacni roztoky jsou
dodavany vyrobcem PF 2D. Pro analyzu bylo naneseno
0,5 az 1,8 mg celkového proteinu.

V prvnim rozméru byly proteiny separovany na chro-
matofokusacni kolon¢ dle jejich interakce s kolonou
v zavislosti na pH. Bazické proteiny s pl nad 8,5 nejsou
kolonou zachyceny, byly vSak detegovany a jimany sbéra-
¢em frakci. Po vytvoreni gradientu pH v rozsahu 8,54
byly proteiny z kolony vymyvany ve frakcich podle méni-
ci se hodnoty pH. Kyselé proteiny s pl pod 4,0 byly pak
vymyty roztokem o vysoké iontové sile (1M NaCl). Frakce
separované chromatofokusacni kolonou byly monitorova-
ny integrovanym pH metrem s pritoc¢nou elektrodou a UV
detektorem pfi vlnové délce 280 nm. Bazické proteiny,
proteiny vymyté gradientem pH i kyselé proteiny byly
sbirdny v celkem 27 frakcich a pfimo automaticky nastfi-
kovany na druhou kolonu.

Proteiny byly ve druhém rozméru separovany pomoci
kolony s reverzni fazi, kde se proteiny déli podle hydrofo-
bicity. Naplni je specidln¢ upraveny neporézni silikagel
s malym pramérem (1,5 um) a vysokou uniformitou veli-
kosti ¢astic zajist'ujici vysokou délici schopnost. Separace
probihala 35 min v linedrnim gradientu 0-100 % acetonit-
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Obr. 1. Dvojrozmérna chromatograficka separace proteinii ProteomeLab™ PF 2D;
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rilu s piidavkem 0,8-1% v/v trifluoroctové kyseliny
(TFA). Rozdélené proteiny byly kvantifikovany UV detek-
torem pii 214 nm. Interferujici material neproteinového
charakteru putuje pfi separaci s ¢elem. Jednotlivé proteino-
vé frakce byly sbirdny v intervalech 0,6 min sbéracem
frakci FC204 (Gilson) do 96 jamkovych mikrotitracnich
desti¢ek a pripraveny pro hmotnostni spektrometrickou
analyzu.

Data byla zpracovana softwarem ProteoVue. Vytvo-
fené 2D proteinové mapy, znazoriiujici polohu proteinu
v zavislosti na pl a hydrofobicité, byly pak porovnavany
pomoci software Delta Vue. Celé softwarové vybaveni je
soucasti systému PF 2D. Proteiny, jejichZ hladina se vice
nez dvojnasobné liSila mezi kontrolnimi a boheminem
oSetfenymi vzorky ve tfech nezavislych opakovanych po-
kusech, byly vybrany pro identifikaci hmotnostni spektro-
metrii.

Hmotnostni spektrometrie

Vybrané frakce po druhém rozméru PF 2D byly kom-
pletné vysuSeny pomoci SpeedVac koncentratoru Savant
DNA 110-230 (dualezité je tiplné odstranéni TFA). Protei-
ny byly §tépeny pres noc v 50 ul pufru obsahujicim 0,01%
2-merkaptoethanol, 0,1 M 4-ethylmorfolin acetat, 1 mM
CaCl,, 10% acetonitril a 50 ng trypsinu. Ziskané peptidy
byly extrahovany do 40% acetonitrilu/0,1% TFA a méfeny
v pozitivnim modu na MALDI-TOF hmotnostnim spektro-
metru BIFLEX II (Bruker). Roztok a-kyano-4-hydroxy-
skoficové kyseliny v 30% acetonitrilu/30% methanolu/0,2%
TFA (10 mg ml™") byl pouzit jako matrice MALDI. Spektro-
metr byl externé kalibrovan pomoci peptidovych standardi
angiotenzinu II a insulinu.

b
—Uv-2
0,12 - 0,12
Az1y Az1y
‘n
0,06 - 70,06
U
\ ( ' | I\ \ ’
000 — . . JJML‘“"»r““ ‘“ ‘” ‘ ‘ -0,00
| I ! -
8 12 16 20

a) prub&éh separace v prvnim rozméru

(chromatofokusace). Proteiny lyzati CEM bunék oSetfenych boheminem a neoSetfenych kontrolnich bunék byly separovany v pH gradi-
entu 8 az 4. Frakce byly sbirany v 0,3 pH intervalech, resp. po 1,5 ml objemech v dob¢, kdy se pH nelisilo. b) Separace v druhém rozméru
(HPLC s reverzni fazi). Proteiny v pl frakcich z prvni dimenze byly dale separovany podle hydrofobicity. Priklad separace pl frakce ¢. 18

(pH 6,76-7,06)
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Vysledky a diskuse

V nasi predchozi praci®’ byly metodou 2DE s nésled-
nou hmotnostné spektrometrickou analyzou uspésné iden-
tifikovany proteiny, které byly rozdilné¢ exprimovany po
plsobeni boheminu na CEM T-lymfoblastické leukemické
buiiky a na bunky plicniho adenokarcinomu linie A549.
Pomoci 2DE lyzatt buné¢k CEM bylo separovano az 2000
proteinovych skvrn vjednom gelu, pocitatova analyza
diferencialni exprese odhalila 9 skvrn s vyrazné odliSnou
koncentraci v buikich ofetienych boheminem. Sest
z téchto deviti proteint bylo pak identifikovano hmotnost-
ni spektrometrii MALDI-TOF.

Cilem této studie bylo rozsifit nas predchozi vyzkum
molekularnich mechanismt doprovazejicich ti€inek bohe-
minu novou technikou PF 2D. Pfi porovnani vlastniho
procesu analyzy se jevi vyhodou systému PF 2D moznost
plné automatické analyzy. Ta je, mimo jiné, umoznéna
itim, ze proteiny zistavaji po celou dobu analyzy
v roztoku. Systém PF 2D ma také vyssi kapacitu a miaze-
me na n¢j nanaset az 5 mg celkového proteinu, pokud je
takové mnozstvi snadno dostupné. Z nasich dosavadnich
zkuSenosti vSak vyplyva, ze PF 2D vykazuje vétsi ztraty
proteint béhem analyz nez 2DE. U analyz, kde je
k dispozici pouze limitované mnozstvi vzorku, je pak vy-
hodng&jsi 2DE.

Po separaci bunécnych lyzath dvojrozmérnou kapali-
novou chromatografii jsme detegovali 1500-2300 protei-
novych piki. B&hem separace v prvni dimenzi (obr. la)
bylo sbirano celkem 27 pl frakci. Kazda ztéchto frakei
z prvniho rozméru byla reverzné-fazovou chromatografii
dale rozdélena do 60—70 pikt (obr. 1b). I pfes vysoké roz-
liSeni tohoto systému mohou nékteré proteinové frakce a/
nebo proteinové piky obsahovat vice nez jeden protein.
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Obr. 2. Dvojrozmérna proteinova mapa kontrolnich bunék (a) a

reten¢ni
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Tato skutecnost je obvykle pozd¢ji prokazana naslednou
analyzou hmotnostni spektrometrii.

Pouziti UV detektorti pro detekci separovanych pro-
teinll umoziuje presnou kvantifikaci (kromé pikl obsahu-
jicich vice nez jeden protein) bez potieby dalsiho barveni
proteini. UV absorbance kvantitativné odpovidaji mnoz-
stvi proteinu. Porovnani kvalitativnich a kvantitativnich
rozdili mezi dvéma vzorky v dané specifické pl frakci po
jejim rozdéleni ve druhém sméru umoziiuje software Del-
taVue, ktery srovnava relativni intenzity UV absorbance.
Za vyznamné rozdilné byly povazovany proteinové zony,
u nichz se plocha piki liSila minimalné dvojnésobné ve
3 nezavislych opakovanych pokusech.

VétSina rozdiln€ exprimovanych proteinti byla pii-
tomna ve snizeném mnozstvi (celkem 20 proteinti) po pu-
sobeni boheminu (obr. 2a), pouze Ctyfi proteiny byly zvy-
Seny (obr. 2b). N€které z rozdilné exprimovanych proteini
byly uspésné identifikovany hmotnostni spektrometrii
(oznacené ¢isly v obr. 2). Piehled identifikovanych protei-
nl uvadi tabulka I. Tyto proteiny nalezi k riznym funkc-
nim skupindm, zejména jadernym proteinim vazajicim
DNA a adaptorovym proteintim.

Tfi ze snizené exprimovanych proteind po plsobeni
boheminu, spliujici kritérium ,jeden protein v jednom
piku®, byly identifikovany jako histon H2B.a (protein ¢islo
8 na obr. 2a a v tabulce 1) a histon H3.3 (proteiny ¢. 4 a 5
na obr.2a a v tabulce I). Vyskyt riznych forem histont
v oblasti pl 6,7-7,9 neni typicky, protoze obvyklé pl histo-
ni lezi mezi 10 a 12. Nicménég detekce histonu H3 pomoci
western blotu se specifickou protilatkou (data nepubliko-
vana) prokazala pfitomnost tohoto histonu nejen ve frak-
cich s pH 7-8, ale zejména v pl frakci Cislo 26, ktera obsa-
huje vSechny bazické proteiny spl> 8,5, které nejsou
chromatofokusacni kolonou zachyceny. Posun pl histond

b
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boheminem osetfenych bunék (b) vytvorena softwarem Proteo-

Vue; rozdilng exprimované proteiny jsou oznaceny podlouhlymi ramecky. Cisla ozna¢uji proteiny identifikované metodou MS (piehled
viz tabulka I). Frakce oznacené Cisly 9-13 obsahujici vysoce abundantni proteiny, jejichZ exprese se vlivem boheminu neménila, ale byly
identifikovany MS. a) V mapé jsou vyznadené proteiny, jejichz exprese byla niz§i v buitkach oSetfenych boheminem oproti kontrolnim
burnikdm. b) V mapé jsou v podlouhlych rameccich proteiny, jejichz exprese byla zvySena po puisobeni boheminu
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Tabulka I
Identifikované rozdiln€ exprimované proteiny po ptisobeni boheminu
Protein * Nazev proteinu Cislo v databazi Pocet Pokryti My pl teoret. Rozdil
SwissProt ptifazenych sekvence teoret. BvsC"®
peptidi [%] [kDa]
1 60 kDa heat shock protein, P10809 7 26 61 5,7 + 2 ndsobn¢
mitochondrial
2 Crk-like protein P46109 8 38 34 6,3 — 7 nasobné
3 actin, cytoplasmic 1 P60709 8 29 42 5,3 — 4 nasobné
bifunctional purine P31939 7 17 64 6,3 — 4 nasobné
biosynthesis protein PURH
4 histone H3.3 P84243 26 15 11,3 — 2 nasobné
histone H3.3 P84243 37 15 11,3 — 10 nasobné
nuclease sensitive element P67809 10 48 36 9,9 — 7 nasobné
binding protein 1
7 U1 small nuclear P09012 8 28 31 9,8 nestanoveno
ribonucleoprotein A
histone H3.3 P84243 5 23 15 11,3
8 histone H2B.a P62807 10 59 14 10,3 — 10 nasobné
9 histone H2A.e Q99878 5 36 14 10,9 -
histone H4 P62805 6 47 11 11,4
10 histone H2A.e Q99878 3 18 14 10,9 -
histone H4 P62805 3 32 11 11,4
11 histone H2A.e Q99878 6 38 14 10,9 -
histone H4 P62805 5 43 11 11,4
12 histone H2B.a P62807 4 27 14 10,3 -
13 histone H2B.a P62807 3 26 14 10,3 -

@ Cisla proteinii v tabulce se shoduji s ¢islovanim na obrazku 1; ° zména v hlading exprese proteinu v boheminem
osetfenych vzorcich versus neosetfenych kontrolach (zaloZeno na plose pikt UV,4 absorbance)

do kyselejsi oblasti mtize byt zptisoben jejich posttranslac-
nimi modifikacemi. Histon H3.3 miiZze nahrazovat histon
H3 v mistech aktivni transkripce. Fosforylace N-konce
histonu H3 na serinu 10 je klicovou pro pfestavbu chroma-
tinu a vstup bunky do mitézy a meidzy. Interakce mezi
fosforylaci Ser 10 a/nebo acetylaci lysini 9 a 14 mutze téz
regulovat transkripci mnoha genti diky zménam ve struktu-
fe chromatinu®. Podrobna analyza sekvence a modifikaci
histonu H3.3 nyni probiha v naSich laboratotich. Jako vel-
mi abundantni proteiny, jejichz hladina se vsak vlivem
boheminu neménila, byly identifikovany i dal$i formy
histontl, jmenovité histoni H2A.e, H4 (protein ¢. 9—11 na
obr.2b a vtabulce I) a H2B.a (¢. 12 a 13 na obr. 2b
a v tabulce I).

Dalsimi proteiny, jejichz hladina byla plsobenim
boheminu snizena, byly crk-like (crkl) protein a bifunkéni
protein biosyntézy purini (bifunctional purine biosynthesis
protein, PURH). Rodina crk (c-crkl, c-crkll, c-crklIII
a crkl) adaptorovych proteinii je soucasti mnoha bunéc-
nych signaliza¢nich drah. Tyto proteiny obsahuji domény
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SH2 a SH3, které¢ umoziuji tvorbu proteinovych komplexi
a jejich smérovani do urcitych mist v bunice. Proteiny Crk
se GiGastni pfenosu signalu od réiznych receptord’. Poruchy
regulace proteintl crk a mechanismu spojenych s kontrolou
bunééné migrace a prezivani se mohou podilet na progresi
nadorti a jinych onemocnénich'™!!. Snizena exprese protei-
nu crkl spojena s piisobenim boheminu na nadorové bunky
mize byt novym dulezitym ukazatelem vypovidajicim
o protinddorovém uc¢inku boheminu.

Vysledky dvojrozmérné kapalinové analyzy zmén
proteomu po piisobeni boheminu vyznamné dopliuji data
ziskana pomoci gelové 2DE. ProteomeLab™ PF 2D sys-
tém je vhodny pro srovnévaci proteomické analyzy buné&c-
nych proteinovych cilt a drah, které jsou zasazeny protina-
dorovym pisobenim inhibitoru cyklin-dependentnich ki-
nas. Identifikované proteiny reprezentuji potencialni bio-
indikatory bunécéné odpovédi na 1écbu boheminem, jejichz
validace vyzaduje dalsi ovéfeni.



Chem. Listy 99, 952 — 956 (2005)

LITERATURA

L.

10.

11.

Sausville E. A., Johnson J., Alley M., Zaharevitz D,
Senderowicz A. M.: Ann. N.Y. Acad. Sci. 910, 207
(2000).

. Vesely J., Havlicek L., Strnad M., Blow J. J., Donella-

Deana A., Pinna L., Letham D. S., Kato J., Detivaud
L., Leclerc S.: Eur. J. Biochem. 224, 771 (1994).

. Hajduch M., Havli¢ek L., Vesely J., Novotny R., Mi-

hal V., Strnad M.: Adv. Exp. Med. Biol. 457, 341
(1999).

. Patterson S. D.: Current Proteomics 7, 3 (2004).
. Patterson S. D., Aebersold R. H.: Nature Genetics

Suppl. 33, 311 (2003).

. Kovarova H., Hajduch M., Kotinkova G., Halada P.,

Krupickova S., Gouldsworthy A., Zhelev N., Strnad
M.: Electrophoresis 217, 3757 (2000).

. Kovarova H., Halada P., Man P., Dzubak P., Hajduch

M.: Technol. Cancer Res. Treat. 7, 247 (2002).

. Nowak S. J., Corces V. G.: Trends Genet. 20, 214

(2004).

. Feller S. M., Posern G., Voss J., Kardinal C., Sakkab

D., Zheng J., Knudsen B. S.: J. Cell Physiol. 177, 535
(1998).

Miller C. T., Chen G., Gharib T. G., Wang H., Tho-
mas D. G., Misek D.E., Giordano T. J., Yee J., Or-
ringer M. B., Hanash S. M., Beer D. G.: Oncogene
22,7950 (2003).

Chodniewicz D., Klemke R. L.: Biochim. Biophys.
Acta 1692, 63 (2004).

956

Laboratorni pfistroje a postupy

H. Skalnikova™!, H. Kovarova™, J. Moos™,
V. Filova™", P. Halada® (“ Institute of AnimalPhysiology
and Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Libéchov, ® Immunotech Co., Prague, © Institute of Micro-
biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue, ¢ Joint Laboratory for Proteome Analysis, Prague):
A System Based on Principle of Two-Dimensional Liq-
uid Chromatography of Proteins as an Alternative to
Two-Dimensional Electrophoresis

New analytical systems alternative to two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-E) of
proteins in very complex biological samples have been
developed recently. One of them, two-dimensional liquid
protein fractionation system PF 2D, has been used in our
study and compared with previously used 2DE. PF 2D is
based on 2D HPLC technique, where proteins are sepa-
rated according their isoelectric point and hydrophobicity
in the Ist and 2nd dimension, respectively. Fractions are
collected in 96-well microplates; proteins remain in liquid
phase during the entire separation process. Omitting solid
phase is beneficial to subsequent protein identification by
mass spectrometry. Separation data are processed using
ProteoVue software and the resulting 2D protein maps are
compared using DeltaVue software package generating
a differential display view of up-regulated and down-
regulated proteins. PF 2D approach have been used for
interlysate comparison between cultured T-lymphoblastic
leukemia CEM cells grown in the presence or absence of
new synthetic cyclin-dependent kinase inhibitor, bo-
hemine. The results indicate that both proteomics tech-
nologies applied to the same sample provide complemen-
tary data. The use of PF 2D contributes to a more complete
understanding of the biological system studied.



