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Kinazy jsou enzymy, ktere reguluji klicove biologicke procesy, jako je bunecna
signalizace, metabolismus a exprese genu. Svym vyznamem pro Fizeni rustu,
deleni i preziti bunek se staly hlavnimi cili pri vyvoji leciv pro onkologicka,

autoimunitni a neurodegenerativhi onemocneni, vcetneé Alzheimerovy
choroby. ldentifikace Ucinnych inhibitoru kinaz je proto zasadni v ranych
fazich vyvoje léciv.

K jejich detekci a stanoveni [Csq se tradicne pouzivaji enzymaticke
a imunochemicke testy doplnovane hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

Inhibici kinaz jsme stanovovali pomoci systéemu SCIEX Echo® MS v rezimu
Multiple Reaction Monitoring (viz Obr. |), ktery umoznuje cilenou a vysoce
selektivni detekci zvolenych iontu. Pro kazdy enzymaticky substrat a produkt
byly predem zvoleny specificke MRM prechody a jejich parametry byly
overeny v reakcnim pufru, aby se minimalizoval vliv pripadnych interferenci.
Mnozstvi reakcniho produktu ve vzorku s testovanym derivatem bylo
nasledné kvantitativné porovnano s pozitivni kontrolou, coz umoznilo presne
vyhodnoceni miry inhibice.
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Reakcni smeés obsahovala 1,0 pl pufru (I mM HEPES, | mM MgCl,,2 mM DTT,
pH 7,5), L5 pl ATP (0, mg/ml), peptidovy substrat a enzym. Vsechny
komponenty byly davkovany pomoci pristroju Certus Flex a Labcyte Echo
550 (viz Obr. 2), coz zajistovalo konzistentni pripravu reakci. Pouzité enzymy
byly skladovany pri —80 °C a pred kazdym mérenim cerstvé redény. Peptidovy
substrat byl pripraven v koncentraci 5 mg/ml v deionizovane vode
a uchovavan pri -20 °C.

Po inkubaci reakci byly vzorky akusticky prenaseny pomoci jednotky Echo
(vyuzivajici OPI rozhrani, viz Obr. 3) primo do hmotnostniho spektrometru
systemu Echo MS a data byla zpracovana v softwaru Sciex OS. Derivaty
vykazujici vice nez 50 % inhibici v primarnim screeningu byly dale analyzovany
ve |2bodove redici rade, coz umoznilo vypocet hodnoty ICsq v softwaru
GraphPad Prism a vytvoreni krivky zavislosti ucinku na davce (viz Obr. 4).
Tento pristup poskytl detailni inhibicni profil kazdeho testovaneho derivatu
a usnadnil jejich porovnani.

Zaver

Zacleneni platformy SCIEX Echo® MS do high-throughput screeningu
vyznamné urychlilo a zefektivnilo identifikaci ucinnych inhibitoru kinaz. Diky
spojeni akustickeho prenosu vzorku a rychle hmotnostni spektrometrie bez
chromatografie umoznuje tato technologie provadet analyzy z velmi malych
objemu (od 2,5 pl v I536jamkovych LDV destickach), ¢imz vyrazné snizuje
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Ta se na nasem pracovisti uplatnovala pri high-throughput (HTS) inhibitoru
kinaz. Ackoli je MALDI-TOF pro tento ucel uzitecna, jeji moznosti z hlediska
robustnosti, jednoduchosti manipulace a flexibility pri rutinnim nasazeni jsou
omezené. Proto jsme workflow rozsirili o platformu SCIEX Echo® MS, ktera
kombinuje akusticky prenos vzorku s rychlou hmotnostni spektrometrii bez
chromatografické separace. Ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Triple
Quad 6500+ tato technologie zkracuje dobu analyzy, zjednodusuje praci
a zvysuje reprodukovatelnost, ¢imz vyrazné zefektivnuje HTS.
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Obrazek 2 | Schéma pracovniho postupu screeningu inhibitoru kinaz.

Obrazek 3 | Schema akustickeho
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Obrazek 4 | Inhibicni profily derivatu vuci CDK2/CycEl: (A) ICsq = 1,55 pM, (B) IC5o = 39,64 uM.

spotrebu Cinidel i celkove naklady — zasadni benefit u rozsahlych
screeningovych studii. Metoda byla optimalizovana pro klicové kinazove cile
spojené s lecbou nadorovych a neurodegenerativhich onemocnéni

a predstavuje robustni, reprodukovatelnou a ekonomicky efektivni platformu
pro vyvoj novych terapeutik v onkologii i neurovedach.



