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Souhrn

Nadorové buriky se od bunék normalni tkané lisi mimo jiné aktivaci rdznych signalnich drah.
Tyto zmény jsou podminény odlisnou aktivitou kindz a fosfataz zpUsobujicich rozdily ve fosfo-
rylaci proteind. Detekce téchto zmén je zsadni pro cilenou lé¢bu zamérenou na inhibici nebo
aktivaci konkrétnich signalnich drah. Existuji rizné metody, kterymi Ize fosforylaci protein(i
stanovit. Jednou z vhodnych metod schopnych charakterizovat fosfoproteom je hmotnostni
spektrometrie. Tento ¢lanek je zamérfen na analyzu zmén ve fosfoproteomu bunécné linie
MDA-MB-468 odvozené od nadoru prsu s vnesenymi geny kddujicimi izoformy proteinu p63.
Buriky s tetracyklinem indukovanou expresi izoforem proteinu p63 byly srovnany s kontrolnimi
bunkami s pfirozenou expresi p63. Denaturované proteiny zbuné¢ného lyzatu byly nejprve en-
zymaticky Stépeny na peptidy a nasledné obohaceny o fosfopeptidy. Méfeni probihalo pomoci
kapalinového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite. Kazdy
vzorek byl analyzovan tfemi rliznymi hmotnostné spektrometrickymi metodami s cilem najit
nejvhodnéjsi podminky pro detekovani fosforylovanych peptid(i. Z namérenych dat pak byly
identifikovany a kvantifikovany fosfoproteiny. Pocet fosfoproteind identifikovanych jednotli-
vymi hmotnostné spektrometrickymi metodami byl srovnatelny, avSak kazdou metodou bylo
ziskano nékolik unikatnich fosforylovanych protein(i. Analyzou ziskanych dat bylo zjisténo, ze
v burikdch MDA-MB-468 obé izoformy proteinu p63 (TAp63a a ANp63a) ovliviuji zejména fos-
forylaci protein(i odpovédnych za sestfih RNA.
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ANALYZA ZMEN FOSFOPROTEOMU NADOROVE BUNECNE LINIE MDA-MB-468 V ODPOVEDI NA EXPRESI IZOFOREM P63

Summary

Compared to normal cells, tumor cells can show different activity of kinases and phosphatases resulting in altered phosphorylation states of pro-
teins affecting their activity within various signaling pathways. The detection of these alterations is essential for development of targeted therapy
based on activation/inhibition of specific signaling pathways. Various methods can be used for detection of protein phosphorylation; however,
a comprehensive assessment of phosphoproteome is performed by mass spectrometry. The differences in phosphoproteome were studied
using MDA-MB-468 cell line (with incorporated genes encoding isoforms of p63) derived from breast carcinoma. Cells with tetracycline-induced
expression of the p63 isoforms were compared to control cells with wild-type expression. Denatured proteins from cell lysates were digested
to peptides, enriched for phosphopeptides and subsequently separated using liquid chromatograph coupled with mass spectrometer Orbitrap
Elite. Three different mass spectrometric methods were used for each sample analysis to find the most suitable conditions for the detection of
phosphorylated peptides. Then phosphoproteins were identified and quantified. The number of identified phosphoproteins using all chosen
mass spectrometric methods was similar; however, each method showed several unique phosphorylated proteins. Our analysis revealed that

both p63 isoforms (TAp63a a ANp63a) mainly affected phosphorylation of proteins associated with RNA splicing in MDA-MB-468 cells.
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Uvod

Fosforylace proteint je jedna z nejrozsi-
fenégjsich kovalentnich posttranslacnich
modifikaci [1] a hraje klicovou ulohu
v regulaci buné¢nych signalnich drah.
Proteiny jsou v burice fosforylovany
prostfednictvim proteinovych kindz,
které katalyzuji prenos fosfatové sku-
piny z adenosintrifosfatu na serin, treo-
nin a tyrozin, k defosforylaci proteind
pak dochdzi prostfednictvim proteino-
vych fosfatdz. Onkologickda onemocnéni
jsou ¢asto spojena s chybnou funkci pro-
teinovych kindz ¢i fosfatdz a mista fosfo-
rylaci byvaji v nadorovych burkach mu-
tovana [2]. Fosforylace se rovnéz podili
na regulaci proliferace naddorové burnky,
signalizaci onkogennich kinaz, regu-
laci transkripce genl a aktivity nado-
rového supresoru p53 a mnoha dalsich
proteinl. Kontrola hladiny fosforylace
rdznych proteint je proto cilem proti-
nadorové terapie, ktera vyuziva prede-
vsim rlizné tyrozinkinazové inhibitory,
jako je napt. gefitinib, imatinib, sorafe-
nib atd. [3].

K identifikaci a kvantifikaci zmén fos-
forylace protein(i je mozné vyuzit rlizné
metody a pfistupy. Vhodny je test kina-
zové aktivity in vitro v pfitomnosti sub-
stratu a adenosintrifosfatu. Dalsi moz-
nosti je inkubovani bunék s radioaktivné
znacenym *?P-ortofosfatem s naslednou
separaci ziskanych proteind pomoci ge-
lové elektroforézy. Lze také pouzit me-
tody zalozené na existenci fosfo-spe-
cifickych protilatek, jako je imunoblot,
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent
assay) a pritokova cytometrie. Uspédna

detekce fosfoproteinu je vsak zavisla na
specifité a afinité protilatky a také na jeji
komer¢ni dostupnosti.

Moderni metoda, pomoci které je
mozné zmény ve fosfoproteomu po-
soudit komplexné, je hmotnostni spek-
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Obr. 1. Metabolické zna¢eni aminokyselin se aplikuje na Zivé bunéc¢né kultury.

Dochazi k inkorporaci tézkych aminokyselin lyzinu a argininu (jejichz hmota je diky izoto-
ptm uhliku a dusiku navysena - v pfipadé lyzinu o 4, argininu o 6 Da) obsazenych v téz-
kém médiu (R6K4) do nové syntetizovanych protein. Zaroven se kultivuji buniky v lehkém
médiu (ROKO) bez tézkych aminokyselin, které slouzi jako kontrola. Nasledné se bunécné
lyzaty smichaji v poméru 1: 1 (lehké : tézké). Identifikaci pomoci hmotnostni spektrome-
trie se ziskaji Udaje ohledné intenzit analytd (zvlast pro kontrolu a zvlast pro zkoumany
vzorek). Pomérem intenzit se pak urci relativni kvantifikace proteind ve vzorcich.
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trometrie. Lze ji vyuzit pro identifikaci
fosfoproteinl i pro kvantifikaci zmén
ve fosfoproteomu. K tomu jsou vyu-
zivany specidlni techniky, mezi néz
patfi metabolické znaceni aminokyse-
lin aplikované na zivé bunécné kultury
(stable isotope labeling with aminoacids
in cell culture - SILAC) [4], nebo izoto-
pické ¢iizobarické znaceni peptidt [5,6].
Pfi SILAC jsou béhem kultivace do nové
syntetizovanych proteinG inkorporo-
vany aminokyseliny znacené stabilnimi
izotopy lyzinu a argininu, paralelné jako
kontrola jsou kultivovany bunky v leh-
kém médiu s pfirozené se vyskytujicimi
aminokyselinami (obr. 1).

Z davodu vyskytu nizké koncentrace
fosforylovanych proteind v burikach je
nutné pouzit metodu, kterd specificky
tyto proteiny zakoncentruje. Existuje
celd fada pfistup(, kterymi Ize oboha-
ceni provést, a to na Urovni protein( i
peptidd [7]. Obvykle se pouZivaji tech-
niky pro obohacovani fosfopeptidd, kdy
je nejprve smés proteinl proteolyticky
$tépena a vzniklé peptidy jsou nasledné
obohaceny o fosforylované formy. Nej-
Castéji se voli obohaceni fosfopeptidl
oxidem titanicitym (TiO,) [8] nebo che-
lata¢ni afinitni chromatografie (immo-
bilized metal ion affinity chromatogra-
phy - IMAQ) [9]. Pfi TiO, obohaceni se
fosforylované peptidy v kyselém pro-
stfedi navazuji na TiO, ¢astice pFes svou
fosfatovou OH-skupinu a po odstranéni
nefosforylovanych peptid( jsou z ¢astic
uvolnény zménou pH. V pripadé IMAC
se zaporné nabité fosfopeptidy navazuji
na ionty kovi chelatované na ¢astice po-
kryté nitrilotrioctovou nebo iminodioc-
tovou kyselinou.

Detekce fosfopeptidl mUize byt prove-
dena rliznymi typy hmotnostnich spek-
trometrl (mass spectrometer — MS).
MS zaznamend efektivni hmotu fos-
fopeptidu (pomér hmotnosti a na-
boje, m/z), jez je navysena o fosfatovy
zbytek (98 Da, 80 Da) [10]. Pomoci tan-
demového hmotnostniho spektrome-
tru (MS/MS) Ize kromé identifikace urcit
i pfesnou aminokyselinu, ktera byla fos-
forylovana. Pro vznik fragmentacnich
spekter je tfeba detekovany fosfopep-
tid (prekurzor) izolovat a nasledné jej
fragmentovat na mensi ionty (obr. 2).
Fragmentace byvéa nejcastéji uskutec-
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Obr. 2. Zjednodusené schéma metod, které se pouzivaji pro analyzu fosforylovanych

peptidi MS.

Ze smési detekovanych peptidG/fosfopeptidd je jeden izolovan a nasledné fragmentovan.
V piipadé MSA a NLMS3 metody je pouzita CID fragmentace, pfi které dochazi ke ztraté
fosfoskupiny navazané na serinu ¢i treoninu. Vzniklé fragmenty obsahuji fragment neut-
ralni ztraty, ktery je v pfipadé metody MSA fragmentovan pomoci pfidavné fragmentace.
Metoda NLMS3 fragment neutrdlni ztraty izoluje a fragmentuje zvlast. Pfi ETD fragmentaci
nedochazi ke ztraté fosforylace a Ize tak ptimo identifikovat fosforylace.

néna pomoci kolize iontl peptidd s mo-
lekulami plynu (collision induced dis-
sociation - CID), pfi niz fosfopeptidy
ztraci fosfoskupinu (fragment neutrdlni
ztraty) [11]. Méfi se tedy sken neutralnich
ztrat (neutral loss — NLMS3), kdy je frag-
mentacni spektrum pouzito pro identifi-
kovani fragmentu neutralni ztraty. Tento
fragment je izolovan a znovu fragmento-
van [12]. Je také mozné vyuZzit vicestup-
novou aktivaci (multistage activation —
MSA), pfi které jsou prekurzorovy ion
a ionty neutralnich ztrat fragmentovény
dohromady. Dal$im vhodnym typem je
fragmentace, pfi niz kladné nabity pep-
tid reaguje s elektrony napt. s fluoran-
thenovym aniontem (electron trans-
fer dissociation — ETD). Nedochazi pfi ni
ke ztraté fosforylaci, a tudiz mohou byt
prfimo identifikovany [12].

Pfed MS je vhodné predradit kapalino-
vou chromatografii, diky které dochazi
ke snizeni komplexity vzorku. Smés fos-
fopeptidU je nejprve zachycena na ana-
lytické koloné a poté jsou fosfopep-
tidy postupné eluovany z kolony pfimo
do MS.

Namérend data musi byt hodnocena
pomoci speciadlnich programi - fos-
foproteomika vyuziva programy Max-
Quant [13] nebo Proteome Discoverer
s algoritmem PhosphoRS 3.1 [14] pre-
dikujici lokalizaci fosforylovanych mist.
Spektra ziskand MS/MS analyzou jsou po-
moci vyhledévacich algoritma (Mascot,
Sequest) porovnavana s proteinovou da-

tabazi, pfi kvantitativnich studiich je navic
uréena zména fosforylace oproti kontrol-
nimu vzorku a celkové expresi proteinu.
Proteiny vykazujici signifikantni kvantita-
tivni zmény se mohou za pomoci special-
nich programd, napf. Ingenuity Pathway
Analysis, David, PathVisio, vyuZit ke stu-
diu signalnich drah [15].

Analyza fosfoproteomu byla prove-
dena v bunécné linii MDA-MB-468 s in-
ducibilni expresi N-koncovych izofo-
rem proteinu p63 (TAp63a a ANp63a),
které se od sebe lisi pfitomnosti N-kon-
cové transaktiva¢ni domény. Linie
MDA-MB-468 je odvozena od néadoru
prsu bazalniho typu a vykazuje tri-
ple-negativni fenotyp, tj. je negativni
pro estrogenovy a progesteronovy re-
ceptor a bez zvysené hladiny Her2.
Do této linie byly vneseny geny kédu-
jici izoformy proteinu p63, TAp63a nebo
ANp63a, jejichz exprese je indukova-
telna tetracyklinem. Protein p63 ma za-
sadni vyznam v prGbéhu ontogeneze
epitelidlnich struktur véetné mlécné
zlazy a jeho hladina je casto zvysena
u spinoceluldrnich karcinomd [16-18].
V pfipadé karcinomu prsu byla popsana
exprese proteinu p63 u jeho bazalniho
typu, ktery je ¢asto spojen s triple-ne-
gativnim fenotypem [19]. Bunécna linie
MDA-MB-468 je proto vhodnym mo-
delem pro studium funkce izoforem
p63 u karcinomu prsu. Protein p63 plni
funkci transkrip¢niho faktoru a v nado-
rové bunce je zapojen do mnoha sig-
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lyza bunék
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Obr. 3. Schéma experimentu pro bunécnou linii MDA-MB-468-TAp63a.

Bunécna linie byla kultivovana bez tetracyklinu (kontrola) nebo s pfidavkem antibiotika. Bunéc¢né lyzaty z téchto bunécnych kultur byly
smichany. Denaturované proteiny byly $tépeny na peptidy, které byly pomoci TiO, ¢astic obohaceny o fosfopeptidy. Méfeni probihalo
pomoci LC-MS/MS tiemi rliznymi metodami. Z kazdého méreni byla ziskdna unikétni data, kterd byla zvlast zpracovana. Stejnym zpuso-
bem byly analyzovany vzorky bunécné linie MDA-MB-468-ANp63a a MDA-MB-468-pcDNA6/TR.

nalnich drah, napf. EGFR (epidermal
growth factor receptor), FGFR (firoblast
growth factor receptor), Wnt/B-cate-
nin, Notch a dalsich [20-22]. Pfedpo-
klada se tedy, ze vyrazné ovliviuje i fos-
foproteom nadorové bunky. Izoforma
TAp63a plni funkce nddorového supre-
soru a inhibitoru metastazovani [23,24].
Izoforma ANp63a byla pivodné pova-
Zovéna pouze za dominantné negativni
inhibitor aktivity TAp63 a pfipadné i dal-
Sich ¢lenl rodiny p53 [25], dnes je vsak
znadmo, ze je také schopna aktivovat
transkripci cilovych gent [26].

Cilem této prace je nalezeni opti-
malni metody pro detekovani fosfory-

lovanych protein(i ve vyse popsané bu-
nécné linii a zaroven zjistit zmény ve
fosfoproteomu.

Material a metody

V ramci studie byly porovnany fos-
foproteiny bunék MDA-MB-468 s in-
dukci a bez indukce exprese izoforem
p63 (TAp63a a ANp63a) pomoci tetra-
cyklinu. Buné¢né lyzaty byly po zméreni
koncentrace smichany, denaturované
proteiny Stépeny a peptidy obohaceny
o fosfopeptidy pomoci TiO,. Takto pfi-
pravené vzorky (celkem tfi) byly zmé-
feny tfemi rdznymi hmotnostné spekt-
rometrickymi metodami s predfazenou

kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS).
Ziskand data z kazdého méreni byla
zpracovana zvlast pomoci programu
Proteome Discoverer (obr. 3).

Bunécna linie

Bunéc¢né linie MDA-MB-468-ANp63a
a MDA-MB-468-TAp63a obsahuji stabilné
inkorporovany gen kédujici danou izo-
formu proteinu p63 pod kontrolou cyto-
megalovirového (CMV) promotoru, jehoz
exprese je inhibovana vazbou tetracyk-
linového represoru. Pfidani tetracyklinu
do kultiva¢niho média ma za nasledek za-
blokovéni vazby represoru a tim spusténi
transkripce pfislusného genu.
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Tab. 1. Pocty identifikovanych proteinovych skupin z jednotlivych analyz.
Tabulka uvadi hodnoty pro kazdou metodu zvlast a zaroven i celkovy pocet proteinovych skupin identifikovanych ze viech tfi ana-
lyz dohromady.
MDA-MB-468-ANp63a MDA-MB-468-TAp63a MDA-MB-468-pcDNA6/TR
MS/MS metoda
proteinové skupiny proteinové skupiny proteinové skupiny
CID_MSA 682 799 787
CID_NLMS3 744 910 893 1085 869 1062
CID_ETD 683 823 801
o

Jako kontrolni linie byly pouzity buriky
MDA-MB-468-pcDNAG6/TR, které jsou
matefskou linii vySe zminénych dvou
linii a exprimuji pouze tetracyklinovy re-
presor. Buniky byly kultivovany za stan-
dardnich podminek v DMEM (Dulbecco’s
modified eagle’s medium) obohaceném
0 10% fetdIni bovinni sérum (HyClone,
Thermo Scientific, USA). Pro kvantifikaci
byla pouzita metoda SILAC: bunky byly
kultivovany v DMEM obsahujicim nezna-
¢ené aminokyseliny (ROKO) a v médium
se zna¢enymi aminokyselinami (R6K4)
(Dundee Cell Products, UK), s pfidavkem
200 mg/I L-prolinu. K bunnkdm v DMEM
R6K4 byl na 24 hod pfidan tetracyklin
v koncentraci 1 ug/ml. Buriky (dvé misky
o prdméru 10cm) byly lyzovany v pufru
obsahujiciho 8 M mocovinu (Sigma Al-
drich, USA), 40 mM NaCl (Lach:ner, CR),
50 mM tris(hydroxymetyl)aminometan
(Bio-Rad, USA), 2 mM MgCl, (Sigma Al-
drich, USA) s pfidavkem inhibitoru fos-
fatdz a protedz. Koncentrace proteint
byla zméfena metodou dle Bradfordové.
Lyzaty o stejné koncentraci celkového
proteinu byly nasledné smichany v po-
méru 1:1 (w/w).

Stépeni proteinii na peptidy

a jejich nasledné obohaceni

o fosfopeptidy

Na pripravu kazdého vzorku bylo pou-
Zito 200 pg celkového denaturova-
ného proteinu. Stépeni probihalo na
filtru FASP (filter aided sample prepara-
tion) [27] za pouziti trypsinu. Centrifu-
gaci byla smés peptidd uvolnéna z filtru,
odparena do sucha a poté obohacena
o fosfopeptidy pomoci TiO, ¢astic (GL
Sciences, Japan) [28]. Vzorky nasledné
odparené do sucha byly ihned analyzo-
vany pomoci MS.

Tab. 2. Vysledky analyzy genové ontologie.
Jsou uvedeny jednotlivé klastry, sefazené podle vyznamnosti (enrichment score).

MDA-MB-468-TAp63a

sestfih RNA
bunécny cyklus, bunécné déleni

regulace bunééné smrti, apoptdzy

metabolizmus ribonukleotid

odpovéd na bunécny stres, opravy DNA

MDA-MB-468-ANp63a

sestfih RNA
bunécnd polarita, morfogeneze

organizace cytoskeletu

Genova ontologie - biologicky proces

intracelularni transport, lokalizace protein(

Genova ontologie - biologicky proces

vytvareni makromolekularnich komplexd, oligomerizace protein(
negativni regulace organizace bunécnych komponent

intracelularni transport, lokalizace proteint

enrichment
score

4,54
2,03
1,60
1,50
1,45
1,27

enrichment
score

3,03
2,37
2,15
1,92
1,65
1,12

LC-MS/MS metoda

Vzorky byly rozpustény ve 20 pl 0,1%
kyseliny mravenci (Sigma Aldrich, USA)
a podrobeny LC-MS/MS analyze na ka-
palinovém chromatografu UltiMate
3000 RSLCnhano spojeném on-line s MS
Orbitrap Elite. Fosfopeptidy byly nej-
prve odsoleny na predkolonce C18 Pe-
pMap 100 (30 um x 5mm; velikost
¢astic: 5 pm) a nasledné byly sepa-
rovany na analytické koloné Acclaim
PepMap RSLC C18, (75 pum X 150 mm;
velikost ¢astic: 2 um). Jako mobilni
faze byly pouzity 0,1% kyselina mra-
venci (A) a 0,08% kyselina mravenci
v 80% acetonitrilu (B). Pro postupnou

eluci peptidd z kolony byl zvolen gra-
dient s linedrné se zvysujici organickou
frakci (0-4 min 2 % B, 68 min 40 % B,
70-80 min 98 % B, 81-105 min 2 % B).
Detekce eluovanych fosfopeptidd, je-
jichz efektivni hmotnost se nachazela
v rozmezi 400-2 000, probihala pomoci
MS pfi rozliseni 120 000 (pro 400 m/z).
Kazdy vzorek byl méfen tfemi rozdil-
nymi metodami - metodou vicestup-
nové aktivace (CID_MSA), metodou
neutralnich ztrat (CID_NLMS3) a me-
todou kombinujici CID a ETD fragmen-
tacni techniku (CID_ETD). Nejintenziv-
néjsi piky v daném case byly izolovany
afragmentovany v linedrni iontové pasti
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(

10 ms s izola¢nim oknem 2 m/z; CID: re-
lativni energie 35 %; ETD: aktiva¢ni doba
100 ms).

0 000 iontd akumulovano po dobu Zpracovanidat

Data ziskana z LC-MS/MS analyz byla
zpracovana v programu Proteome Dis-
coverer verze 1.4 s algoritmem Phos-

-~

Tab. 3. Analyza signdlnich drah (KEGG PATHWAYS).

Hodnota p je vypocitana pomoci Fisherova exaktniho testu; je-li p < 0,05, Ize fici, Ze
soubor je vyznamné obohacen o geny spojené s touto signélni drahou.

~

MDA-MB-468-TAp63a

phoRS 3.1 a prohledavana proti lidské
databazi Uniprot a Swissprot (databaze
stazenav Cervnu 2014) [29]. Byly zvoleny
bézné se vyskytujici modifikace pep-
tid( a dale fosforylace na serinu, treo-
ninu a tyrozinu. Pro odstranéni falesné
pozitivnich vysledk{ byly ziskané pep-
tidy prohledany proti obracené databazi
a pro identifikaci fosfoproteint byly vy-
brany pouze peptidy s mensi nez 1% fa-

e Tmen e hodnota p lesné pozitivni mirou. Jelikoz nékteré
Analyza signalnich drah (KEGG PATHWAY) proteiny maji vzajemné spole¢né pep-
spliceozom 0,028 tidy, jsou tyto proteiny spojovany do
nadory stitné zlazy 0,029 proteinovych skupin.
inzulinové signalni draha 0,035 Z fosfoproteint identifikovanych
degradace RNA 0,097 alesp?h jedrl10u ze ti me,tod byvly na-

’ sledné vybrany ty, u kterych doslo po
plsobeni tetracyklinu ke kvantitativni
MDA-MB-468-ANp63a zméné o vice nez 20 %. Pro odstra-
Analyza signalnich drah (KEGG PATHWAY) hodnota p néni faledné pozitivnich vysledki byly
inzulinova signalni drdha 0,002 z analyzy vylouceny proteiny, u nichz
. doslo ke zméné exprese i v kontrolni
spliceozom 0,010 linii MDA-MB-468-pcDNA6/TR. Hla-
replikace DNA 0,025 dina téchto proteind tedy nebyla regu-
signalni drdha MAPK 0,034 lovana v zavislosti na expresi izoforem
\_ ) p63, ale nespecificky samotnym pfiso-
~
Tab. 4. Priklady proteint identifikovanych vSemi tfemi metodami, tj. s vysokou spolehlivosti.
NarGst/pokles jejich hladiny je uveden jako pomér vyskytu ve vzorcich znacenych ,tézkymi” (R6K4) a,lehkymi” (ROKO)
aminokyselinami.
MDA-MB-468-TAp63a
:c“c'::;:m Nazev CID_MSA CID_NLMS3 CID_ETD
P08559 pyruvate dehydrogenase E1 component subunit a 1,517 1,215 1,242
015231 zinc finger protein 185 1,194 1,289 1,356
Q9ULX3 RNA-binding protein NOB 1 0,450 0,498 0,379
Q9GZR7 ATP-dependent RNA helicase DDX24 0,456 0,583 0,444
Q02880 DNA topoisomerase 2-8 0,271 0,692 0,654
Q96120 PRKC apoptosis WT1 regulator protein 0,333 0,687 0,624
MDA-MB-468-ANp63a
:c“c'::;:m Nézev CID_MSA CID_NLMS3 CID_ETD
P55072 transitional endoplasmic reticulum ATPase 1,832 1,489 1,331
P00533 epidermal growth factor receptor 1,443 1,263 1,260
Q14676 mediator of DNA damage checkpoint protein 1 1,410 1,238 1,150
Q9UN86 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 0,183 0,569 0,650
P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 0416 0,507 0,497
000267 transcription elongation factor SPT5 0,554 0,668 0,582
P18887 DNA repair protein XRCC1 0,569 0,648 0,634
\_ /
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MDA-MB-468-ANp63a

MDA-MB-468-ANp63a

73

D

MDA-MB-468-ANp63a

CID_MSA

CID_ETD
CID_NLMS3
CID_MSA + CID_ETD

CID_NLMS3 + CID_ETD
CID_MSA + CID_NLMS3

_

CID_MSA + CID_NLMS3 + CID_ETD

/

Obr. 4. Vennovy diagramy poukazujici na pocet spolecnych/rozdilnych proteinovych skupin ziskanych analyzou rdznymi fragmen-

tacnimi technikami.

Jedna se o fragmentaci pomoci kolizni energie s vicestupnovou aktivaci (CID_MSA), nebo se skenem neutralnich ztrat (CID_NLMS3),
¢i o kombinaci fragmentace pomoci kolizni energie a reakce kladné nabitych peptidi s elektrony (CID_ETD).

benim tetracyklinu. Takto vybrané pro-
teiny, jejichz exprese souvisi s hladinou
izoforem p63, byly pouzity pro analyzu
genové ontologie a signdlnich drah po-
moci vefejné pfistupné databaze DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 [30,31].
Dale byly vybrany proteiny identifiko-
vané s vysokou spolehlivosti, tj. vSemi

tfemi metodami, u kterych kvantitativni
zména vykazovala stejny trend (narlst
Vs. snizeni).

Vysledky

V prvnim kroku byla zjistovana vhodnost
jednotlivych pouzitych fragmentacnich
metod a to na zakladé poctu identifiko-

vanych proteinovych skupin v jednot-
livych vzorcich. Ziskana data jsou uve-
dena v tab. 1. Pocet identifikovanych
proteinovych skupin jednotlivymi me-
todami byl srovnatelny. Vyznamné vice
proteinovych skupin bylo identifikovano
Vv pfipadé zpracovani dat ze vsech tiech
méfeni dohromady.
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V druhém kroku hodnoceni dat byly
vybrané fosforylované proteiny pouzity
pro analyzu genové ontologie (tab. 2)
a mapovani signélnich drah (tab. 3). Obé
izoformy regulovaly fosfoproteiny po-
dilejici se na regulaci sestfihu RNA, izo-
forma TAp63a ovliviiovala buné¢ny cy-
klus a apoptoézu, izoforma ANp63a
bunécénou polaritu a organizaci cytoske-
letu. Konkrétni pfiklady proteinG (iden-
tifikované vsemi tfemi metodami) s vy-
znamnym kvantitativnim rozdilem jsou
uvedeny v tab. 4.

Diskuze

U viech tfech analyzovanych vzorkd
(MDA-MB-468-ANp63a; MDA-MB-468-
-TAp630a; MDA-MB-468-pcDNA6/TR) byl
identifikovan srovnatelny pocet pro-
teinU. Kazdou fragmentacni metodou
(CID_MSA, CID_NLMS3, CID_ETD) byla
kromé spole¢nych proteinovych skupin
ziskana az desetina unikatnich (obr. 4).
Ze ziskanych vysledkU je patrné, ze kom-
binovani fragmentac¢nich metod je pro
identifikaci vétsiho mnozstvi fosforylo-
vanych proteind velmi vyhodné. Pred-
pokladem k tomuto pfistupu je ovsem
pouziti vysokorozlisovaciho MS, ktery
nabizi kombinovéni vice typu fragmen-
taci. Na druhou stranu je tfeba upozor-
nit na slozitou interpretaci ziskanych dat.
V nékterych pfipadech muze byt fosfo-
rylace a jeji lokalizace zachycena pouze
jednou metodou, zatimco ostatni me-
tody detekuji peptid bez fosforylace.
Je tedy tfeba vybrat strategii, ktera da-
nému typu experimentu vyhovuje
nejlépe.

Z analyzy fosfoprotein( identifikova-
nych alespon jednou ze tii metod vy-
plynulo, ze obé izoformy p63 se podili
na regulaci sestfihu RNA. Tento pozna-
tek je ve shodé s vysledky analyzy in-
teraktomu p63, kterd ukazala, Ze p63 in-
teraguje s proteiny, jeZ jsou soucasti
tzv. spliceozomu [32,33]. Sestfih RNA je
zdsadni mechanizmus regulace genové
exprese, ktery umoziuje alternativni
vybér sestfihovych mist, a tim produkci
Sirokého spektra proteinovych izofo-
rem [34,35]. Mnoho gen(l zapojenych do
regulace buné¢ného cyklu a apoptézy
kéduje proteinové izoformy s odlisnymi
az antagonistickymi funkcemi [36]. Proto
je vnadorovych bunkach alternativni se-

stfih Casto deregulovan ve smyslu pro-
dukce izoforem s onkogennim u¢cin-
kem [37]. Nalezeni souvislosti exprese
izoforem p63 s regulaci alternativniho
sestiihu prostifednictvim zmén ve fos-
forylaci proteinl zapojenych do tohoto
procesu ukazuje na novy potencidlni
mechanizmus pdsobeni tohoto proteinu
v nadorovych burkach.

Zaveér

Ziskani informace o zménéch ve fosfo-
proteomu nadorové bunky je zdsadni
pro pochopeni zmén v signélnich dra-
hach a maze byt zdkladem pro vyvoj
personalizované 1é¢by. Dnes pouzivané
techniky jsou schopny zachytit pouze
nepatrnou cast fosforylovanych pro-
teind pfitomnych v daném ¢ase v dané
burice. Metody hmotnostni spektrome-
trie umoznuji v soucasnosti velmi kom-
plexni pohled na bunéény fosfopro-
teom, volba konkrétni metody pak zavisi
na povaze vzorku a pozadovanych vy-
sledcich. Jako nejvyhodnéjsi feseni
k identifikaci co nejvétsiho poctu fosfo-
rylovanych proteint se jevi pouZziti vice
fragmentacnich metod pro méreni jed-
noho vzorku. Tento pfistup je spise nez
do klinické praxe uréen, aspon prozatim,
pouze pro vyzkumné Gcely. Nabizi iden-
tifikaci novych proteind nebo signélnich
drah aberantné aktivovanych nebo inak-
tivovanych v nddorovych bunkach, které
budou v dalsi etapé validovany jako po-
tencialni biomarkery.

Literatura

1. Yates JR, Shabaz M, Heck AJ. Prosphoproteomics. Anal
Chem 2014; 86(3): 1313. doi: 10.1021/ac404019p.

2. Reimand J, Wagih O, Bader GD. The mutational land-
scape of phosphorylation signaling in cancer. Sci Rep
2013;3:2651. doi: 10.1038/srep02651.

3. Zhang J, Yang PL, Gray NS. Targeting cancer with small
molecule kinase inhibitors. Nat Rev Cancer 2009; 9(1):
28-39. doi: 10.1038/nrc2559.

4. Oda Y, Huang K, Cross FR et al. Accurate quantitation
of protein expression and site-specific phosphorylation.
Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96(12): 6591-6596.

5. Gygi SP, Rist B, Gerber SA et al. Quantitative analysis of
complex protein mixtures using isotope-coded affinity
tags. Nature Biotechnol 1999; 17(10): 994-999.

6. Thompson A, Schafer J, Kuhn K et al. Tandem mass tag:
a novel qunatification strategy for comparative analysis
of complex protein mixture by MS/MS. Anal Chem 2003;
75(8): 1895-1904.

7. Fila J, Honys D. Enrichment techniques employ-
ed in phosphoproteomics. Amino Acids 2011; 43(3):
1025-1047. doi: 10.1007/500726-011-1111-z.

8. Pinkse MW, Uitto PM, Hilhorst MJ et al. Selective iso-
lation at the femtomole level of phosphopeptides from

proteolytic digests using 2D-nano LC-ESI-MS/MS and ti-
tanium oxide precolumns. Anal Chem 2004; 76(14):
3935-3943.

9. Ficarro SB, McCleland ML, Stukenberg PT et al. Phos-
phoproteome analysis by mass spectrometry and its
application to Saccharomyces cerevisiae. Nature Biotech-
nol 2002; 20(3): 301-305.

10. Mann M, Ong S, Grenborg M et al. Analysis of protein
phosphorylation using mass spectrometry: deciphering
the phosphoproteome. Trends Biotechnol 2002; 20(6):
261-268.

11. Hoffert JD, Knepper MA. Taking aim at shotgun phos-
phoproteomics. Anal Biochem 2008; 375(1): 1-10.

12. Boersema PJ, Mohammed S, Heck AJ. Phosphopep-
tide fragmentation and analysis by mass spectrometry.
J Mass Specrom 2009; 44(6): 861-878. doi: 10.1002/jms.
1599.

13. MaxQuant.org [homepage on the Internet]. Max-
Quant. Max planck institute of biochemistry. Martinsried:
Germany; c2015 [cited 2015 March 30]. Available from:
http://www.maxquant.org/.

14. Taus T, Kocher T, Pichler P et al. Universal and con-
fident phosphorylation site localization using phos-
pho RS. J Proteome Res 2011; 10(12): 5354-5362. doi:
10.1021/pr200611n.

15. Pjechova M, Hernychovd L, Tomasec P et al. Ana-
lyza fosfoproteinov a signdlnich dréh kvantitativno-pro-
teomickymi metodami. Klin Onkol 2014; 27 (Suppl 1):
S116-5120. doi: 10.14735/amko201415116.

16. Yang A, Schweitzer R, Sun D et al. p63 is essential for
regenerative proliferation in limb, craniofacial and epithe-
lial development. Nature 1999; 398(6729): 714-718.

17. Hibi K, Trink B, Patturajan M et al. AIS is an oncogene
amplified in squamous cell carcinoma. Proc Natl Acad Sci
U'S A 2000; 97(10): 5462-5467.

18. Nylander K, Vojtesek B, Nenutil R et al. Differential ex-
pression of p63 isoforms in normal tissues and neoplastic
cells. J Pathol 2002; 198(4): 417-427.

19. Leong CO, Vidnovic N, DeYoung MP et al. The
p63/p73 network mediates chemosensitivity to cisplatin
in a biologically defined subset of primary breast cancers.
J Clin Invest 2007; 117(5): 1370-1380.

20. Danilov AV, Neupane D, Nagaraja AS et al. Delta-
Np63alpha-mediated induction of epidermal growth
factor receptor promotes pancreatic cancer cell growth
and chemoresistance. PLoS One 2011; 6(10): €26815. doi:
10.1371/journal.pone.0026815.

21. Ramsey MR, Wilson C, Ory B et al. FGFR2 signaling
underlies p63 oncogenic function in squamous cell
carcinoma. J Clin Invest 2013; 123(8): 3525-3538. doi:
10.1172/JC168899.

22. Wu N, Rollin J, Masse | et al. p63 regulates human
keratinocyte proliferation via MYC-regulated gene
network and differentiation commitment through
cell adhesion-related gene network. J Biol Chem
2012; 287(8): 5627-5638. doi: 10.1074/jbc.M111.328
120.

23. Moll UM, Slade N. p63 and p73: roles in development
and tumor formation. Mol Cancer Res 2004; 2(7): 371-386.
24. Su X, Chakravarti D, Cho MS et al. TAp63 suppres-
ses metastasis through coordinate regulation of dicer
and miRNAs. Nature 2010; 467(7318): 986-990. doi:
10.1038/nature09459.

25.Yang A, Kaghad M, Wang Y et al. p63, a p53 homolog
at 3g27-29, encodes multiple products with transactivat-
ing, death-inducing, and dominant-negative activities.
Mol Cell 1998; 2(3): 305-316.

26. Ghioni P, Bolognese F, Duijf PH et al. Complex trans-
criptional effects of p63 isoforms: identification of novel
activation and repression domains. Mol Cell Biol 2002;
22(24): 8659-8668.

27. Wisniewski JR, Zougman A, Nagaraj N et al. Universal
sample preparation method for proteome analysis. Nat
Methods 2009; 6(5): 359-362. doi: 10.1038/nmeth.1322.

2518

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2511-2519




ANALYZA ZMEN FOSFOPROTEOMU NADOROVE BUNECNE LINIE MDA-MB-468 V ODPOVEDI NA EXPRESI IZOFOREM P63

28. Aryal UK, Ross AR. Enrichment and analysis of phos-
phopeptides under different experimental conditions
using titanium dioxide affinity chromatography and mass
spektrometry. Rapid Commun Mass Spectrom 2010;
24(2): 219-231. doi: 10.1002/rcm.4377.

29. UniProt.org [homepage on the Internet]. UniProt,
€2002-2015 [cited 2015 March 30]. Available from:
http://www.uniprot.org/.

30. Huang DW, Sherman BT, Lempicki RA. Systematic and
integrative analysis of large gene lists using DAVID Bioin-
formatics Resources. Nature Protoc 2009; 4(1): 44-57. doi:
10.1038/nprot.2008.211.

31. Huang Y, Jeong JS, Okamura J et al. Global tumor
protein p53/p63 interactome. Cell Cycle 2012; 11(12):
2367-2379.doi: 10.4161/cc.20863.

32. Huang da DW, Sherman BT, Lempicki RA. Bioin-
formatics enrichment tools: paths toward the com-
prehensive functional analysis of large gene lists.
Nucleic Acids Res 2009; 37(1): 1-13. doi: 10.1093/nar/
gkn923.

33. Amoresano A, Di Costanzo A, Leo G et al. Identifica-
tion of deltaNp63alpha protein interactions by mass
spectrometry. J Proteome Res 2010; 9(4): 2042-2048. doi:
10.1021/pr9011156.

34. Moore MJ, Wang Q, Kennedy CJ et al. An alternative
splicing network links cell-cycle control to apoptosis. Cell
2010; 142(4): 625-636. doi: 10.1016/j.cell.2010.07.019.

35. David CJ, Manley JL. Alternative pre-mRNA splic-
ing regulation in cancer: pathways and programs un-
hinged. Genes Dev 2010; 24(21): 2343-2364. doi:
10.1101/gad.1973010.

36. Schwerk C, Schulze-Osthoff K. Regulation of apoptosis
by alternative pre-mRNA splicing. Mol Cell 2005; 19(1): 1-13.
37. Liu S, Cheng C. Alternative RNA splicing and can-
cer. Wiley Interdiscip Rev RNA 2013; 4(5): 547-566. doi:
10.1002/wrna.1178.

Klin Onkol 2015; 28 (Suppl 2): 2511-2519

2519




