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Anotace

Pied¢asny porod, tedy porod pied ukoncenym 37. tydnem tehotenstvi predstavuje celosvétovy
problém (10 % déti se ro¢né narodi ptredcasné). Je hlavnim divodem novorozenecké imrtnosti
a nemocnosti. V soucasné dobé nejsou dostupné vhodné predikéni markery pro véasné odhaleni
rizika pfedasného porodu. Cilem této prace je uvést zakladni ptehled problematiky pfed¢asného
porodu, analyzovat vzorky plodovych vod pomoci exploratornich proteomickych metod
a poskytnout mozny panel dysregulovanych proteinli vhodnych pro dalsi studium. Tato studie
porovnavajici vzorky plodovych vod od Zen, které porodily piedCasn¢€ s terminovymi porody,

odhalila 18 signifikantné dysregulovanych proteinti.
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Identification of new potential biomarkers of preterm birth in amniotic fluid
Annotation

Preterm birth is the birth of a baby less than 37 weeks of gestational age. It accounts for the main
reason for perinatal mortality and long-term morbidity. The preterm birth rate (around 10 %) is
a worldwide complication. A reliable screening tool that could reduce the incidence by early
diagnosis has not been found. The aim of this project is to summarize current knowledge about the
preterm birth problematic, analyze samples of amniotic fluid using the proteomic shotgun accesses
and show the list of potential predictive markers suitable for further investigation. The results of

this case-cohort study of amniotic fluid samples showed 18 significantly dysregulated proteins.
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Uvod

Pied¢asny porod, definovany jako porod pied ukoncenim 37. tydne téhotenstvi, je jednou
z hlavnich pficin perinatadlni morbidity a mortality. Je spojovan se 70-80 % perinatalnich tmrti
a s vice nez polovinou dlouhodobé neonatalni morbidity. Celosvétove se dle udaji z roku 2008
(a 2018 dle WHO') piedasné narodi kolem 10 % déti [1]. V Evropé je tato hranice celkové nizsi
mezi 6-9 %, v USA, Asii a Africe, ale i ve Velké Britanii incidence dosahuje 12—-16 % (udaje
z roku 2014 dle WHO") [1, 2]. V Ceské republice se incidence pfedasného porodu pohybovala
mezi 67 %, posledni dobou se mozna i vlivem zvySeni po¢tu umélych oplodnéni zvysuje a také
zvySujiciho se véku matek prvorodicek, v roce 2017 dosahovala incidence pfedcasného porodu

7.8 % [3, 4].

Pied¢asny porod lze systematicky rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinu tvofi piedcasné
porody indukované, kde je t€hotenstvi ukonceno z diivodii zdvaznych komplikaci na stran€ matky,
plodu ¢i obou. Ukonceni probiha nejcastéji cisaiskym fezem z diivodl preeklampsie (na strané
matky) ¢i intrauterinni ristové restrikce plodu. Indukované ptedc¢asné porody tvofti pfiblizné 25 %
vSech ptfedCasnych porodli. Druhou skupinou jsou spontanni piedCasné porody, které zahrnuji
n¢kolik klinickych forem a vzajemné se prolinaji [5]. Této skupin€, kam spadaji pred¢asné porody
s pred¢asnym odtokem plodové vody a spontdnni predCasné porody bude vénovana tato prace.
I pres fakt, Ze je pfedcasny porod multifaktorialni syndrom, jehoZz patofyziologie zatim nebyla zcela
objasnéna, je za zakladni patologicky proces povazovan zanét [2]. Je-li zanétlivd odpovéd’
ptitomna i u plodu, je riziko néasledné postnatalni morbidity jesté vyssi. V soucasné dob¢ probihaji
rozsahlé klinické studie biochemickych markertt vhodnych pro detekci pred¢asného porodu
1 z&nétlivé odpovédi plodu, diky kterym by bylo mozné zaclenit do managementu téhotenstvi nové

diagnostické a terapeutické pfistupy a snizit incidenci ¢i nasledky ptedasného porodu [3].

Pravé v této oblasti identifikace novych potencidlnich markeri vynika svymi moznostmi
proteomika, véda zabyvajici se studiem a analyzou proteinli. Proteomika je dynamicky se

rozvijejici védni obor, ktery usiluje o kvalitativni i kvantitativni zmapovani proteind, efektorovych

IStazeno z https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/preterm-birth
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molekul organizmu. Diky u¢innym metoddm, a pfedevSim spojeni s hmotnostni spektrometrii,
prokazuje obrovsky potencial pfi studiu mnoha fyziologickych i patologickych procest a pii
diagnostice onemocnéni, jako je napt. syndrom piedcasného porodu [6]. Tato prace shrnuje stru¢né
proteomické metody vyuzivané k identifikaci potencidlni biomarkerd ptedcasného porodu
z plodové vody. V experimentalni ¢asti se pak vénuje ptimé analyze plodové vody a ptinasi piehled

potencialnich biomarkerd.
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1. Predcasny porod

Piedcasny porod (z anglického preterm birth — PB) je jednim z hlavnich pfi¢in novorozenecké
mortality a morbidity. Pfedstavuje zavazny socioekonomicky problém, a to jak v pohledu néklada
vynalozenych na péci o predCasné narozené, tak jejich nasledné zaclenéni do spole¢nosti, pokud
dojde k n¢jakému handicapu. Ackoliv jeho patologie neni zcela objasnéna, je zndma celd fada
rizikovych faktorii. Jak jiz bylo zminéno, preeklampsie a vyvojové vady plodu mohou vést
k indukovanému pred¢asnému porodu. Spontanni pted¢asny porod, nékdy také nazyvan predcasny
porod idiopaticky, je charakterizovan pfedasnym nastupem déloznich kontrakei. Pfed€asny odtok
plodové vody se projevuje odtokem plodové vody bez nédstupu déloznich kontrakei. Oba tyty typy
mohou byt spustény nékterymi z té€chto rizikovych faktort [2—4]:

- genetické predispozice

- rasové a etnické pozadi (vyssi incidence u afroamerické rasy)

- nizky BMI (méné€ nez 19, vice nez 30 mtze byt pro plod naopak protektivni)

- nizky socioekonomicky status a vzdélani

- extrémni vek matky (pod 20 a nad 35 let)

- koufeni, drogova zavislost

- dlouhodoby fyzicky ¢i psychicky stres

- nékteré vaginalni infekce a mikrobidlni kolonizace porodnich cest (nejcastéji Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma hominis, Streptococcus agalactiae, Trichomonas vaginalis
a Chlamydia trachomatis)

- vliv extragenitdlni infekce (zejména pyelonefritida, asymptomaticka bakteriurie,
pneumonie a apendicitida)

- pfedcasny porod ¢i pfed¢asny odtok plodové vody v minulé gravidité (az dvojnasobné
riziko opakovaného pred¢asného porodu)

- délozni anatomické anomalie

- vicecetna gravidita

- krvaceni béhem probihajiciho t¢hotenstvi

- poceti pomoci n€kterych metod asistované reprodukce

- predchozi operace na déloze vcetné délozniho Cipku

- potrat po 16. tydnu v pfedchozich t€hotenstvi a dalsi zatim neobjasnéné faktory
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1.1. Patofyziologie

V soucasné dob¢ neni zatim zcela jednoznacné vysvétlen princip fyziologického porodu, je
tedy obtizné hodnotit porod ptfedcasny. Jednou z teorii je, ze z gynekologického hlediska je
terminovy porod a pfed¢asny porod, co se probihajicich pochodi tyce, shodny [2]. U obou dochazi
ke zméné kontraktility délohy, zrani délozniho hrdla a aktivaci decidui a plodovych obald.
Zakladnim rozdilem je odli$né aktivace. Terminovy porod je aktivovan fyziologickym procesem,
komplexnim pochodem kooperaci mezi matkou a plodem, jehoZz piesny prabéh a zplisob zahéjeni
zistdva 1 v soucCasné dob¢ casteCné neobjasnén. PredCasny porod je spustén procesem
patologickym [1]. Zakladnim, dosud objasnénym a nejvyznamngj$i patogenetickym procesem
(podle souhrnné studie 1. LF z roku 2006) pred¢asného porodu je zanét [2, 7]. Ten mtze vzniknout

jako odpovéd’ na nektery z téchto faktort [7]:

- infekce

- uteroplacentarni ischemie

- porucha imunologické tolerance plodu

- alergie

- nadmérné rozpéti délohy

- inkompetence délozniho hrdla

- porucha metabolismu gestagenu a CRH (corticotrophin-releasing hormone — kortikotropin

uvolnujici hormon)

Rizikové faktory jsou vSak pouze pfedbéznym ukazatelem a 4-5 % t€hotnych bez zndmek ztizené
téhotenské anamnézy, tedy s béznym popula¢nim rizikem, porodi ptredCasné [3]. Tato skupina
pacientek se nazyva low-risk skupina a pouze pfispiva k tvrzeni, Ze patofyziologie pfed¢asného

porodu zatim zcela objasnéna nebyla.

1.2. Prenatalni diagnostika
Prenatélni diagnostika je nejcastéji zamétena na odhaleni vrozenych vyvojovych vad plodu,
které k ptedcasnému porodu mohou vést. Indikacemi k prenatalni diagnostice jsou vysoky vek
matky, pozitivni vysledky biochemického screeningu (zdkladni vySetfeni krve a moce
v t¢hotenstvi), predchozi tchotenstvi se Spatné se vyvijejicim plodem, vady odhalené

ultrazvukovym vySetfenim, choroby matky (Diabetes mellitus ¢i fenylketonurie) a dalsi. Rozdé€luji
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se na dvé skupiny, na vySetfovaci metody neinvazivni, kam spadd piedev§im ultrazvukové
vySetieni a na metody invazivni, které narusuji kontinuitu matcina téla. Mezi invazivni metody
fadime amniocentézu — odbér plodové vody pies sténu biisni pod kontrolou ultrazvuku, biopsii
choria, odbér pupecnikové krve a dalsi. S invazivnimi metodami je spojené zvysené riziko pro plod
1 matku, a to pfedevsim riziko vzniku infekce a nasledného mozného potratu. Frekvence této
komplikace je velice nizka, pohybuje se v rozmezi 0,1 % a diagnosticky potencidl amniocentézy

toto riziko zna¢né prevysuje [2, 8].

Bohuzel tyto metody neslouzi k v€asnému zachytu rizika ptfed¢asného porodu. Jednotlivé
rizikové faktory, jako je pred¢asny odtok plodové vody (piesnéji predterminovy piedCasny odtok
plodové vody — pPROM), hrozici spontinni piedcéasny porod, preeklampsie, intraamnialni
zanét ¢i dalsi komplikace je mozné odhalit az pomérné pozde¢, kdy uz je vétSinou mozné pouze

symptomaticka lécba.

Spontinni predéasny porod se zachovanym vakem blan je prvnim typem spontanniho
predcasného porodu. Nastava ve 40-50 % ptipadd. V diagnostice se vyuziva terminu hrozici
pfedcasny porod a sleduje se kontraktilita délohy vedouci ke zkracovani a dilataci délozniho hrdla.

Pfi pfitomnosti téchto faktort je vysoké riziko porodu do 7 dnti [9].

Predéasny odtok plodové vody, uveden jako jeden z rizikovych faktord a druhy typ
spontanniho pfed¢asného porodu, je zavazna komplikace vyskytujici se u 4,5 — 15 % téhotenstvi.
Cim div k odtoku dojde, tim je rizikov&jsi. P¥iblizné ve 20-30 % dochézi po piedéasném odtoku
plodové vody k piedasnému porodu. Hlavnimi riziky po odtoku plodové vody je vznik
intraamnialni infekce u matky s moZznosti pfenosu na plod (u matky méné Casté komplikace),
u plodu dale, intraventrikuldrni krvéaceni, nekrotizujici enterokolitida (porucha traviciho ustroji),
komprese pupe¢niku, u oligo — az anhydramnion mozné deformity koncetin, dysmorfie obliceje,
plicni hypoplazie i fetalni tmrti [3]. Diagnostika odtoku plodové vody je komplikovand moznosti
zamény s jinymi projevy, jako je tnik moci, vaginalni vytok (bézny béhem zmén délozniho hrdla
ale i patologicky) nebo nasledek pfedchoziho pohlavniho styku. Pomérné vysokou selektivitu
a specificitu v tomto ohledu poskytuji dva komeréné dostupné diagnostické testy. Test Actim
PROM detekuje ptitomnost IGFBP (Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-1). Koncentrace
IGFBP je za normélnich podminek vysoké pouze v plodové vodé, ktera se pii prasknuti plodovych

oballi dostava do vaginy, kde je mozné ji pomoci tohoto testu detekovat. Test je rychly (do 5 minut),
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neinvazivni a vykazuje spolehlivost 83—100 %. Druhym testem je Amnisure, pracuje na stejném

principu s rozdilem detekce PAMG-1 (Placental Alpha Microglobulin-1) [2].

V ptipadé pPROM existuji dva pfistupy k managementu t€hotenstvi: aktivni — vyvolat porod
a konzervativni — setrvat v t¢hotenstvi. Celosvétove je za spravny pfistup povazovan konzervativni
pfistup, protoze bylo recentnimi studiemi dokazano, Ze nejvyznamnéjsi roli v neonatalni morbidité

hraje gestacni stafi [5].

Dalsi moZnosti je testovani fetalniho fibronektinu (fFN). Tento protein se ve fyziologickém
téhotenstvi nevyskytuje v cervikovaginalnim sekretu mezi 22. a 35. tydnem. Jeho piitomnost tedy
koreluje s rizikem PB. Tento test je ovSem zatizen pomérné vysokou chybou. Je potfebnd spravna
preanalytickd faze a mezi faktory ovliviiujici vysledky patii pfedchozi vaginalni vySetfeni ¢i

pohlavni styk, pfitomnost krve nebo pouziti ultrazvukového gelu [4].

Preeklampsie je komplexni patologicky proces charakterizovany hypertenzi a proteinurii po
predcasného porodu. I pies usilovny vyzkum je jeho patologie zatim neobjasnéna a predCasny
porod je ve vétsing pripadli nevyhnutelny s ohledem na zvysené riziko multiorgdnového poskozeni
plodu i matky. Diagnosticky lze prozatim pouze stanovit klinické projevy preeklampsie, mezi které
patii hyperurikémie, zvySené hladiny sérového kreatininu, hypoalbuminémie a zvySeni

aminotransferaz [10].

Infekce v etiologii pred€asného porodu piedstavuje velmi rozsdhlou a komplexni oblast
a pohled na ni se stale vyviji. V soucasné dob& se pouziva pojem intraamnialni zanét, ktery
pfedstavuje jak histologické, tak klinické projevy spojené s chorioamnitidou (zanét plodovych
oballl), funisitidou (zanét pupecniku), deciduitidou (z&nét sliznice dé€lozni) a FIRS (Fetal
Inflammatory Response Syndrome — systémové zanétlivé postizeni plodu). Intraamnialni zanét se
miZze projevovat i bez imunitni odpovédi matky, coz jeho diagnézu ztézuje. Mikroorganizmy
zpuisobujici intraamnidlni infekci mohou vSak plodovou vodu kolonizovat i bez zdnétlivé odpovédi.
Klinicky se intraamnidlni zanét projevi vétSinou az v pokrocilém stadiu t€hotenstvi. Proto je nutné
vyhledavat metody jeho vcasného zachytu. Biochemicky se projevuje zvySenymi hladinami
interleukinu 6 (IL-6) v pupecnikové krvi a wuvedenymi zanéty chorionu, decidui

a pupecniku. MoZnosti prenatdlni diagnostiky intraamnialni infekce jsou velice omezené,
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senzitivita vySetfeni stanovujici diferencialni pocet neutrofilnich granulocyti a CRP
(C — Reaktivni Protein) v séru matky je velice nizkd a bez klinickych projevli matky nepouzitelna.
Ptesné stanoveni rizika hrozici infekce a FIRS je velice dilezité predevsim u pPROM, kde je pro
pokracovani v t€hotenstvi vylou€eni pfitomnosti intraamnialni infekce klicové. Pokud chceme
zjistit riziko infekce, je odbér plodové vody nevyhnutelny. Pro potvrzeni ¢i vylouceni infekce se
v soucasné dobé¢ pouziva kultivace, PCR metody ¢i stanoveni bakteridlni DNA s naslednou
sekvenaci [5]. U bézné kultivace, kterd je pomérné casové narocna, neni jasny rozdil mezi prostou
asymptomatickou mikrobialni kolonizaci porodnich cest a zanétlivou kolonizaci, a navic Spatné
odhali tézko kultivovatelné ¢i nekultivovatelné bakterie. Lze ji vSak doplnit ultrazvukovym
vySetienim délozniho ¢ipku vaginalni sondou, ktera pomtize rozlisit infekci plodovych obalt, vody
a placenty od prosté kolonizace zanétlivymi zménami na déloznim hrdle [7]. Metody PCR jsou
gynekologicko-porodnickém pracovisti Fakultni nemocnice Hradec Kralové) je test stanovujici

hladinu IL-6 (Milenia QuickLine IL-6) z plodové vody pacientky [5].

Piedcasny porod se v populaci celosvétove vyskytuje fadu let v pomérné neménném méftitku.
Kvalita neonatélni péce o pred¢asné narozené déti se v poslednich desetiletich vyrazné zlepsila
pfedev§im diky technickym pokrokim 1 lepSimu porozuméni a moznosti optimalizace
managementu predcasného porodu. Stres matek, ndklady na péci o matku a souvislosti spojené
s nezralosti pred¢asné narozenych déti jsou ale i nadale zadvaznym socioekonomickym problémem
[1]. Doposud vSak nebyl nalezen spolehlivy screeningovy nastroj, ktery by toto riziko vcasné
odhalil a tim pomohl snizit incidenci pfedcasného porodu v rdmci primarni prevence. Vhodnym
nastrojem pro identifikaci biomarkerG piedasného porodu je praveé proteomika a s ni spjaté

metody.
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2. Proteomické metody

Proteomika je rychle se rozvijejici védecky obor zabyvajici se studiem proteint, jejich
vlastnosti, expresi, lokalizaci v buiice a strukturou. Svymi poznatky navazuje na genomiku
a transkriptomiku. Proteiny jsou efektorové molekuly celého organizmu, prvni reaguji na zmény
fyziologickych podminek, proto prokazuji obrovsky potencial pii studiu fyziologickych
1 patologickych molekularnich mechanizm ¢i pti kvalitativnim i kvantitativnim popisu zavaznych
onemocnéni. Zakladnimi néstroji proteomiky jsou separacni technologie na principu elektroforézy

a chromatografie, na stran¢ detek¢ni pak predevs§im metody hmotnostni spektrometrie.

V kvétnu 2003 byl dokoncen projekt sekvenovani lidského genomu (The Human Genome
Project). Tento projekt odhalil, ze lidské télo obsahuje pfiblizn¢ 25-30 tisic genti. Kazdy gen miize
vést ke vzniku n¢kolika typt mRNA a nésledné k syntéze mnoha rozdilnych proteind, které posléze
jesté mohou podléhat post-translaénim modifikacim (PTM). V soucasné dob¢ je zndmo asi 200
druhti riznych PTM. Lidsky proteom je tedy mnohem obséhlejsi nez lidsky genom [6]. Ackoliv
dokonceni sekvenovani lidského genomu znamenalo velky pokrok, pouhd znalost mnoha sekvenci
nukleovych bazi k pochopeni fyziologickych procest nestaci, je nutné posouvat hranice znalosti
stale dal. Velkym cilem je zmapovani celého proteomu zkoumaného organizmu. Na téchto
projektech pracuji védecké tymy po celém svéte. Velky pokrok v tomto oboru ucinili v roce 2014
dva na sobé& nezavislé tymy, které zvetejnily vysledky mapovani lidského proteomu. Rozlusténi
mapy proteomu v lidském téle pfiSlo 14 let poté, co byl precten lidsky genom. Védci z Johns
Hopkinsovi univerzity v tymu Akhilesh Pandeye identifikovali a pfitadili proteiny k 17 294 geniim,
tedy kolem 84 % celkového genomu analyzou 30 rUznych lidskych tkani [11]. Tym
z Technické Univerzity v Mnichové Bernharda Kiistera diky analyze 60 druhti lidskych tkéni,
13 druhti télnich tekutin a 147 typt rakovinovych bun€k v kombinaci s jiz dostupnymi raw daty
identifikoval proteiny k 92 % lidského genomu. Tyto vysledky, generované za vyuziti hmotnostni
spektrometrie, mohou pomoci odhalit a pfispét tak k pochopeni i mnoha patologickych
mechanizmi [12]. Dal§imi vyznamnymi piispévky v této oblasti jsou naptiklad projekty C-HPP
(Chromosome-based Human Proteome Project), B/D-HPP (Biology/Disease Human Proteome

Project) ¢i Svédsky Human Protein Atlas dalsi.
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Diky moznosti pfimého pohledu na produkty fenotypu, nabizi proteomika bezprostfedni
odpovédi na otazky molekularni fyziologie, ale i specifické ptistupy vhodné pro Iékaiské védy jako
je napiiklad identifikace potencidlnich markeri onemocnéni vyuzitelnych pro predikci, prevenci,
diagnézu, prognoézu a optimalizaci terapie lidskych onemocnéni. V soucasné dobé¢ nasla
proteomika prozatim spiSe experimentdlni uplatnéni v mnoha Iékaiskych oborech ¢i oblastech
vyvoje 1é¢iv a farmako-proteomiky [13, 14]. Nékteré proteomické metody maji vSak potencial
zavedeni do bézné diagnostické praxe, jak dokazuje napiiklad rutinni vyuziti MS profilovani
pomoci MALDI-TOF v oblasti klinické mikrobiologie, ptes analyzu bezpecnosti potravin a krmiv
az po primyslovou kontrolu kvality diky technologii MALDI Biotyper vyvinuté firmou Bruker.
Tato proteomickéd technika umoznuje identifikaci mikroorganizmii porovnavanim naméfenych
spekter vysoce zastoupenych proteint (na principu otisku prstl) s velice podrobnymi knihovnami.
Analyza je velice rychld, je mozné ji provadét pfimo nanesenim vzorku bez jakychkoliv Gprav na

MALDI desticku [15, 16].

Obecny pristup proteomickych metod spociva pievazné v purifikaci ¢i zakoncentrovani
proteinu nebo separaci proteinové smési pomoci chromatografickych ¢i elektroforetickych technik
a nasledna detekce a identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie. Podle pozadovanych cili
a ucelt se dd proteomika délit na mnoho podobort (napt. strukturni proteomika, srovnavaci,
funk¢ni atd.) Z hlediska metodologie se rozliSuji dva piistupy: bottom-up a top-down proteomika

[17].

Top-down proteomika (Obrazek 1) je metodicky pfistup, kdy jsou proteiny ze vzorku
separovany, hledany protein izolovan a nejlépe jako cela molekula identifikovana pomoci
hmotnostni spektrometrie. Tento typ identifikace je vhodny pro rychlé¢ urceni molekulové
hmotnosti a pfitomnosti a typu posttranslacnich modifikaci. Poskytuje tedy zakladni informace
o intaktnim (nestépeném) proteinu [18]. Tento piistup nasel uplatnéni v rutinni analyze (MALDI
Biotyper) pomoci ptimého MS profilovani v mikrobiologickych laboratofich. Ve vyzkumu se pak
podili na analyze posttranslacnich modifikaci a jejich interakci, v analyze a charakterizace
protilatek. Identifikace nativnich peptidii zase umoziiuje pohled na protein v téméf fyziolo gickych
podminkach. Dalsi uplatnéni nalezla top-down proteomika v mapovani distribuce proteinti piimo

ve zvolené tkani [19].

21



1089 1091 1003

N I “

800 1000 1200 1400 1600
m/z

Top-down
MSMS
v NE

600 1000
|

Stépeni

L*..’JJ.'U-W ~

100 N 1 ‘

% o ¢as (min) /

MS/MS
IL.IL A ||| |

LC

1007

v

1007

Bottom-up

m/z

Obrazek 1: Porovnani top-down a bottom up pristupii v proteomice [20]

Bottom-up proteomika piedstavuje klasicky postup pro identifikaci proteinti, které jsou
nejprve, jak ukazuje obrazek (Obrazek 1), separovany pomoci gelové elektroforézy ¢i
chromatograficky, vybrané proteiny ¢i smés je poté enzymaticky Stépena [18]. Nejcastéji se
pouziva proteolyticky enzym trypsin. Tato serinova protedza S$tépi proteiny vzdy za lysinem
a argininem (pokud za nimi nendsleduje prolin) a to na C-konci proteinu. Diky zastoupeni argininu
a lysinu v proteomu tak vznikaji peptidy o ideédlni délce pro MS, tj. 6-20 aminokyselin. Peptidy
krat$i nez 6 aminokyselin nemusi poskytovat unikéatni sekvenci, na jejimz podkladé by se dal dany
protein jednoznacn¢ identifikovat, na druhou stranu ziskat sekvencni informaci z peptidi del§ich
nez 20 aminokyselin je také obtizné a mlze byt zatizené chybou [21]. Dalsi vyhodou pouziti
trypsinu je vznik minimalné dvou pozitivnich naboji na N—i C-konci peptidii (u kratkych peptidt
mohou vznikat pouze jednou nabité fragmenty), dobra specifita St€peni, jak v gelu, tak v roztoku,

a jeho snadné vyroba [22].

Ackoliv jsou MS pfistroje schopné pomérné presné¢ metit hmotnost intaktnich proteint, je
Stépeni na peptidy stale ve vétsing pripada praktictéjsi. I pres vysokou presnost spravného urceni

hmoty, pfesné urceni poméru hmotnosti ku néboji m/z, a senzitivitu MS pfistroji miize dochazet
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stale k chybam. Cim vétsi je hmotnost proteinu, tim je celkova chyba méfeni vétsi. Analyza smési
peptidi vykazuje v této oblasti lepsi vlastnosti z hlediska jak separace, tak vlastni MS analyzy.
Peptidy maji velice podobné chemické vlastnosti, tudiz k jejich separaci neni potieba tak slozitych
metod jako k separaci smési proteind. Dalsi nevyhodou je moZnost ulpivani ¢asti vzorku pii
manipulaci na sténach zkumavky, Spicky ¢i kolony, kterd je vyrazn€ vyssi u analyzy intaktnich
proteinu nez u peptidi. Dale se také analyzou peptidi minimalizuji problému spojené
s frakcionaci, ionizaci a fragmentaci celych proteintd [23]. U velkych ¢i vysoce hydrofobnich
proteini je velmi obtizné pfesnou hmotnost zméfit, coz je zplisobené nizkou rozpustnosti
hydrofobnich proteinii (nej¢astéji membranovych), s tim spojenou obtiznou extrakci a celkovou
nekompatibilitou s ionizacnimi technikami téchto proteinti [24]. Jak jiz bylo zminéno,
v proteomice se nejcastéji pouziva k enzymatickému $tépeni trypsin. Je mozné vSak vyuzit dalSich
enzymd, jako je chymotrypsin, Glu C, Lys C ¢i Asp N, jejichz specificita §tépeni je vSeobecné
niz§i a pro porovnani vysledki s databdzemi neni vzdy vhodna. Enzymy je mozné i kombinovat
pro dosaZzeni pozadovaného vysledku. V praxi maji tyto enzymy své uplatnéni ve specifickych
experimentech. Endoproteinaza Glu C je svoji markantné odliSnou specificitou Stépeni odliSnou od
trypsinu vhodnd napf. pro $tépeni proteinu s oblastmi velkého vyskytu lysinu a argininu, protoze
sama $tépi glutamatova rezidua na C-konci proteinu. Mimo enzymatické Stépeni je mozné vyuzit
Stépeni chemického naptiklad pomoci kyanobromidu CNBr, ten $tépi za methioninem s jeho
naslednou modifikaci na C-konci. Zastoupeni methioninovych rezidui v proteomu je malé, tudiz
i pres vysokou specificitu neni toto Stépeni Casté, kviili vzniku velkych peptidi nevhodnych pro

MS analyzu. Dal$i nevyhodou je vysoka toxicita CNBr [21].

Shotgun proteomika je specidlni odvétvi bottom-up proteomiky. V shotgun proteomice je
vzorek nejcastéji nejprve nastépen a smés peptidii dale separovana vhodnou vysokorozliSovaci
metodou (nejcasteji nanoHPLC) a pak sekvenovana pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.
Z vysledného fragmentacniho spektra je sloZen obraz peptidl, z nichZ je pak na zéklad€ analyzy
zpétné skladan obraz pivodniho proteint ve vzorku. Tato metoda zaujima mezi proteomickymi
metodami vid¢i pozici, protoze je schopna nejen podrobné identifikovat velké mnozstvi proteinti
obsazenych v analyzovaném vzorku, ale také popsat kvantitativni zmény v koncentracich pfi
smési nutnost vyuzit multidimenzionalni separacni postupy a metod pro identifikaci kombinované

s bioinformatikou [18]. Jako kazd4d metoda, méa shotgun pfistup i své nevyhody: je pomérné
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naro¢na na instrumentaci a bioinformatiku pfi analyze spekter, mize zde dochazet k interferenci
pfi identifikaci proteinii, které obsahuji stejné peptidy a kvili nutnosti Stépeni proteinii na

arteficialni smés peptidii ztracime informace o jeho primarni formé [23].
2.1. Separacni techniky

Separace smési peptidi vzniklych enzymatickym $tépenim ¢i smési proteint je kli¢ovym
krokem v proteomické analyze. Separace vzorku probihd na principu elektroforézy nebo
kapalinové chromatografie a nasledn4 identifikace nejcastéji pomoci citlivé detekéni metody jakou
je hmotnostni spektrometrie. Casto je potieba rozpoznat i zménu jedné aminokyseliny v peptidové
¢i proteinové sekvenci, kterd miize zménit strukturu a tim i vyslednou funkci daného proteinu.
Proteomickymi pfistupy je mozné analyzovat i vysoce komplexni vzorky, jako jsou télni tekutiny,
tkané ¢i bunécné lyzaty a dalsi. Nekteré proteiny jsou citlivé na vnéjsi podminky a béhem separace
by mohlo dojit k modifikacim. Se vSemi témito komplikacemi musi separacni techniky pocitat

[25].

Gelova elektroforéza je starSi technika, kterd ma ovSem stale své opravnéné misto mezi
soucasnymi separa¢nimi technikami. Jednorozmérna gelova elektroforéza (1 DE) separuje latky
dle jejich molekulovych hmotnosti v polyakrylamidovém gelu podle jejich pohyblivosti pfi vlozeni
napéti. Dal§im typem elektroforézy je dvourozmérnd gelova elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu (2 DE). Zde jsou latky v prvni dimenzi separovany dle jejich izoelektrického bodu v gelu
s gradientem pH. Izoelektricky bod vétSiny proteinti lezi mezi pH 4 az 8. V druhé dimenzi jsou
latky rozdéleny dle principu vySe uvedené jednorozmérné elektroforézy podle molekulovych
hmotnosti. Vysledkem elektroforetické separace je 1D, popf. 2D mapa, kde je po vizualizaci
nejcastéji pomoci Coomassie modii €i stiibra moZzno pozorovat skvrny obsahujici separované
proteiny [26]. Mapy je moZné mezi sebou porovnavat, jednotlivé proteiny zafixované na gelu maji
své soufadnice dle izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti, intenzita skvrny odpovida
relativni koncentraci [6]. Takto ptfipravené gely, lze dale pouzit pro MS analyzu. Vyhodou
elektroforetické separace je zakoncentrovani a ¢astecné preciSténi vzorkl pro dalsi MS analyzu
a jeji malad naro¢nost na technické vybaveni. K limitacim elektroforézy patii nizka senzitivita, kde
2 DE je schopna zviditelnit pouze 30—50 % nanesené¢ho vzorku, a to pfedev§im proteiny vysoce
zastoupené, pii naneseni vétSiho mnozstvi vzorku mize dochéazet ke spojovani jednotlivych skvrn,
dale pak ptfedevsim reprodukovatelnost jednotlivych gelti [27]. I pies tyto limitace mé vSak své
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nezastupitelné vyuziti v analyze proteinovych izoforem a nékterych posttranslacnich modifikaci
[26]. Kvuli limitacim spojenym s gelovymi metodami dosSlo k velkému rozmachu metod

vyuzivajicich kapalinovou chromatografii jako separac¢ni techniku.

Pro separaci peptidll se nejcastéji vyuziva kapalinova chromatografie na reverznich fazich
(RP — reverse phase) nebo chromatografie na iontomeénicich. At uz za pomoci vymény kationtt
(SCX - Strong Cation Exchange) nebo anionti (SAX — Strong Anion Exchange). DalSimi
moznostmi jsou chromatografické separace s vyuzitim hydrofilnich interakei (HILIC —
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) anebo elektrostaticky odpuzovanych
hydrofilnich interakci (ERLIC — Electrostatic Repulsion — Hydrophilic Interaction
Chromatography). Nejsou vSak bézn¢ vyuzivané [26, 28].

Chromatografie na reverznich fazich vyuziva interakci mezi nepolarni stacionarni fazi,
nejcasteji alkylové tfetézce o délce C8 ¢i C18 navdzané na silikagelu, a polarni mobilni fazi.
Trendem v souCasné dobé je minimalizace povrchu ¢éstic stacionarni faze. S trendem
miniaturizace v LC systémech dochazi ke zvySovani tlaku a teploty na kolonach. V proteomice
pouzivana vysokotlaka kapalinovd chromatogratie (HPLC) se jiz ve vétsi mife diky zmenSovani
diametru pln¢ poréznich Castic az pod 2 m premenila na ultra vysokotlakou (UHPLC). Dalsi
moznosti je pouziti takzvanych core-shell ¢astic, Castic s pevnym jadrem s navdzanymi funkénimi
skupinami. Analyzy provedené na kolonach plnénych vyse zminénymi ¢asticemi je mozno provést
za krat$i dobu a efektivnéji [29]. Pro spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
je mozné vyuzit off-line spojeni pomoci sbérace frakci ¢i v pfimé spojeni MS v piipadé
chromatografie, kterd vyuziva mobilni fazi pfimo kompatibilni s naslednou MS detekci. Pfikladem
takového spojeni je pravé vySe zminénd chromatografie na reverznich fazich vyuZzivajici jako
mobilni fazi nejCastéji smes acetonitrilu a vody s pfidavkem malého (0,1 %) mnozstvi silné

organické kyseliny (kyseliny mravenci ¢i trifluoroctové) [28].

adné techniky zatim stale neumoznuji identifikaci cel ¢ého proteomu zkoumaného

komplexniho vzorku. Pfi vysoké komplexité vzorku je vhodné vyuzit multidimenzionalniho

ptistupu, tzv. MudPit (Multidimensional Protein Identification Technology). VSeobecné lze

komplexitu vzorku redukovat pomoci vicerozmérné separace nebo pomoci frakcionace.

Multidimenziondlni separace, jak bylo jiz uvedeno vyse, napt. 2 DE, nebo vicerozmérné separace

na odlisnych chromatografickych principech, jako je naptiklad spojeni SCX a RP chromatografie.
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Pomoci frakcionace lze vzorek rozdélit na dvé ¢i vice frakei s velmi odliSnymi vlastnostmi [30].
Piikladem frakcionaci vedoucim ke snizeni komplexity vzorku miize byt rozdéleni na frakce
obsahujici cystein, fosfoproteiny ¢i dalSi a na frakce bez téchto proteinli. Dal$i moznosti je
odstranéni vysoce zastoupenych proteini pomoci imunodeplece. Koncentraéni rozdily
v zastoupeni jednotlivych proteinii v analyzovaném vzorku mohou dosahovat i vice jak deseti
koncentra¢nich ada. Vice jak 90 % z celkového mnozstvi proteinu v lidské plasmé i plodové vodé
je tvofeno pfiblizné deseti nejvice zastoupenymi proteiny, jako jsou albumin, imunoglobuliny
a dalsi. Rizikem je, Ze spolecné s napf. s albuminem odstranime i nizko zastoupené proteiny, které
jej vyuzivaji jako transportni protein. I pies toto riziko je imunodeplece ¢asto volenym krokem pro

analyzu komplexnich vzorka [31].

2.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda umoziujici ziskavat informace o presné
molekulové hmotnosti analyzovaného vzorku, ve formé poméru molekulové hmotnosti a ndboje
m/z, v ptipadé proteinti i o jejich aminokyselinové sekvenci. V soucasné dobé se bézné pouziva pro
identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteinti. Metoda jako takova vznikla na poli fyziky a uz
v 80. letech se stala rutinni metodou pro analyzu malych organickych molekul. Pro makromolekuly
byla tato metoda kviili absenci vhodné ioniza¢ni techniky nepouzitelna. V 90. letech doslo ovsem
k objevu Setrnych ionizacnich technik, které pfi ionizaci molekuly nefragmentovaly. Tento objev
znamenal obrovsky prilom v hmotnostni spektrometrii pouzivané v oblasti biologickych véd.
Jednalo se o objev elektrospreje (ESI — Electro Spray lonization) a ionizace za €asti matrice
(MALDI — Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization). Za tento objev byla védcim Johnu B.
Fennovi a Koichi Tanakovi udélena roku 2002 Nobelova cena [28]. Vzhledem k vyznamnosti

téchto dvou ioniza¢nich metod pro proteomiku, bude pozornost vénovana pouze jim.

Hmotnostni spektrometr se nejcastéji sklada ze tii zakladnich €asti: iontového zdroje, kde
dochazi k ionizaci vzorku, hmotnostniho analyzatoru, kde dochézi k vlastni separaci podle poméru
molekulové hmotnosti a naboje (m/z) a detektoru. Jednotlivé typy hmotnostnich spektrometra se
1i81 typem ionizace a analyzatorl, coz vede k rozdilné senzitivité, dynamickému rozsahu, rychlosti

analyzy, rozliSeni a dals$i [13].
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2.2.1. Analyza proteini pomoci MS

Hmotnostni spektrometrie je schopnd podat neobycCejné ptesné informace o hmotnosti
a struktufe analyzovaného vzorku. VSeobecné u hmotnostnich spektrometrt hodnotime tfi kritéria:
rozliSeni (rozliSovaci schopnost), citlivost a spravnost uréeni m/z. Cim je ptistroj citlivéjsi, tim
méné je potieba vzorku, coz je v proteomice a dalSich oborech velmi vyhodné. V soucasné dobé
jsou MS pristroje schopny pracovat s mnozstvim vzorku v oblasti femtomold (107> mold).
Rozliseni je zékladnim prvkem pro posouzeni a charakterizaci MS. Schopnost od sebe odlisit dva
ionty s velmi podobnou hodnotou m/z, se vypocita podle hodnoty m/z daného iontu vztazend k Sitce
daného piku v polovin€ jeho vysky. RozliSovaci schopnost MS analyzatoru stoupa s klesajici
hodnotou m/z, je tedy vhodné uvadét i hodnotu m/z, ke které je dané rozliSeni vztazené [32].
RozliSovaci schopnost nizsi nez 10 000 je povazovana za nizkou, 10 000 az 100 000 za vysokou
a nad 100 000 za ultravysokou. Pokud vyuzivame data ziskana méfenim peptidi k identifikaci
proteinli porovnavanim s databazemi, je kladem velky diraz na sprdvnost urceni m/z, tedy na to,
7e namérend hmota se bude co nejvice blizit hodnoté teoreticky vypoctené. Tato hodnota se uvadi
v ppm. Spravnost urceni m/z vy$§i nez 5 ppm je povazovana za nizkou, presnost niz§i nez 1 ppm
za extrémné vysokou, vzdy ovSem zalezi na typu pouzit¢ho analyzatoru. Pro dosaZeni vysoké
presnosti ureni m/z je nutnd kalibrace pfistroje. Nejlepsi hodnoty jsou dosazeny pomoci interniho
kalibrantu, coz neni vzdy z diivodli mozné interference pii separaci mozné, nebo kalibrace na tzv.
lock mass  pii pouziti externi kalibrace, tedy kalibrace na specificky ion pfitomny v kazdém
méteni (pochézejici ze vzorku, MF ¢i ze vzduchu) [21, 32]. V tabulce (Tabulka 1) jsou uvedené
diive zminéné charakteristické parametry pro jednotlivé hmotnostni analyzatory. Mezi

jednotlivymi parametry je vzdy nutné nalézt kompromis pro optimalni feseni.

Tabulka 1: Parametry péti nejcastéji pouzivanych hmotnostni analyzdtorii udavanych vyrobci [32]

Hmotnostni RozliSovaci Pi‘esnost Rozsah m/z Rychlost Linearni Cena
analyzator schopnost (x10%) (ppm) (x10%) nahravani dat dynamicky
(spodni limit) (Hz) rozsah

Q 3-5 Nizka 2-3 2-10 103-10° Nizsi
IT 4-20 Nizka 4-6 2-10 10%-10° Stiedni
TOF 10-60 1-5 10-20 10-50 10*-10° Stedni
Orbitrap 100-240 1-3 4 1-5 5x 103 Vyssi
ICR 750-2500 0,3-1 4-10 0,5-2 10* Vysoka
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Ionizacni techniky

Prvnim krokem kazdé¢ MS analyzy je ionizace. Biomolekuly jako jsou peptidy ¢i celé

proteiny Ize ionizovat m&€kkymi ioniza¢nimi technikami — MALDI a ESI [6, 21].

Pi#i MALDI ionizaci je vzorek smichan s vhodnou matrici, ktera absorbuje energii laseru,
¢imz dochazi ke kumulaci energie a nasledné desorpci matrice i se vzorkem. Pro peptidy se
nejCastéji pouziva jako matrice kyselina -kyano-4-hydroxyskoficova, 2,5-dihydroxybenzoova
anebo pro ionizaci proteinl kyselina sinapova. Vzorek s matrici je nanesen na kovovou MALDI
destic¢ku a je vloZen do vakuové ¢asti MS. Pokud zaznamenavame spektra v pozitivnim modu, jak
je v proteomice nejcastéjsi, ma kazdd molekula peptidu tendenci pfijmout jeden proton. Touto
technikou tedy vznikaji pfevazn¢ jednonasobné¢ nabité ionty analytu, které jsou iontovou optikou
usmérnovany dale do hmotnostniho analyzatoru [21, 33]. MALDI byva nejcastéji spojena
s hmotnostnim analyzatorem doby letu (MALDI-TOF MS), mozné je i spojeni s jinymi typy jako

je orbitrap ¢i iontova past (vSechny zminéné analyzatory budou popsany dale).

Na obdobném principu jako MALDI pracuje i technologie SELDI (Surface Enhenced Laser
Desorption/Ionization). Tato technologie fesi problém komplexity vzorkti implementaci specifické
prefrakcionace. Prefrakcionace probiha na chromatografickych tercicich ¢i €ipech, které selektivné
zachycuji pouze pozadované proteiny, které jsou pak piimo z ter¢iku analyzovany obdobné jako

z MALDI desticky [34].

Pii ionizaci elektrosprejem — ESI, vznikaji na rozdil od MALDI ionty pfimo z roztoku. Na
konec kapilary je aplikované vysoké napéti (2-6 kV). Diky vlozenému napéti a zmlzujicimu plynu,
ktery je veden podél kapilary, dochazi k vytvoteni malych nabitych kapicek rozpoustédla
s analytem. Postupnym odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zmensovani kapicek az na jednotlivé
nabité ionty. Ty jsou pak usmérnovany pomoci plynu do MS. V rdmci trendu minimalizace
v LC-MS analyze Casto nahrazuje ESI nanoelektrosprej, zkracené nanosprej. Na rozdil od
bézného ESI, nanosprej operuje s pritoky v piiblizné 50-500 nl/min, vkladané napéti je nizsi,
obvykle 1-2 kV a také sprejovaci Spicka je specialné vytvorend. Muze byt koncovou zuzenou
soucasti kapildry anebo samostatné s vyuzitim odpovidajiciho spojeni. Pro ionizaci za takto
nizkych pratokti neni potfeba zmlzujiciho plynu a celkova efektivita ionizace je vyrazné vyssi

(50-60 % vs. 0,1 % u ESI). Dalsi vyhodou je moZnost del$i separace diky menSim priatokiim, coz
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umoziuje dikladnou chromatografickou separaci peptida (Ci proteini). Nanosprej ma také vyssi
toleranci k obsahu soli a k vy$§imu podilu vody nez u ESI a celkové lepsi kompatibilita
s nanoLC-MS. Proto je v proteomice velice ¢asto nanosprej vyuzivan. Porovnani ESI a nanospreje
je na obrazku (Obrazek 2). Tyto typy ionizace davaji vzniknout pfevazné vicendsobné nabitym

iontim [28, 35].

(A) ESI Zmizujici N2
plyn

Roztok N k. @ /

vzorku j_/ ’ '@ N MS
5 kV
1 um
N,
(B) nanosprej

Roztok @ @ )

vzorku ~ ———— I —’@ Ny MS
1~2 KV 0.1 um

Obrdazek 2: Model vzniku iontii p¥i ionizaci: (A) elektrosprej; (B) nanoelektrosprej 2

Typy hmotnostnich analyzdtorii v proteomice

Hmotnostni spektrum je graf zaznamendvajici mnozstvi iontli o dané m/z. Abychom toto
spektrum ziskali, je nutné po odpovidajici ionizaci vzniklé ionty patfi¢né rozdélit. Existuje cela
fada hmotnostnich analyzatorti pracujicich na odliSnych fyzikalnich principech, kazdy z nich ma
sva pozitiva i negativa. Bohuzel tak jako neexistuje jednotnd idealni ioniza¢ni technika pro v§echny
typy latek, neexistuje ani idedlni hmotnostni analyzator. Kritéria posuzovani jednotlivych MS

analyzatorti 1 rizna technickd spojeni jiz byla zminéna vySe (Tabulka 1). V této €asti budou

2 Upraveno podle:
http://www.uab.edu/botanicals/pdfs/08 Sam(090902.pdf
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popsany zakladni principy nejpouzivangjSich typi MS analyzatort, tedy Q, IT, TOF, Orbitrap
a ICR a jejich mozné kombinace. Specidlnim typem analyzator jsou analyzatory pohyblivosti

iontd, které déli ionty podle jejich velikosti, ndboje, hmotnosti a tvaru [36].

Kvadrupoélovy analyzator (Q — Quadrupole) se sklada ze 4 kovovych paraleln¢ ulozenych
elektrod (Obrazek 3A). Na dvé protilehlé elektrody je vlozeno kladné a na zbylé dvé zaporné
stejnosmeérné napéti. VSechny elektrody jsou navic vystaveny vysokofrekvencnimu sttidavému
napéti. lonty jsou pfivadény z iontového zdroje do stiedu kvadrup6lu, kde zacnou oscilovat.
V dany ¢asovy okamzik, pfi ur¢itém nastaveni poméru amplitudy a napéti, jsou oscilace stabilni
pouze pro specifickou hodnotu m/z. Tento iont mize projit, ostatni s nestabilnimi oscilacemi se
zachyti na elektrodach. Postupnou zménou poméru napéti a amplitudy dochazi ke skenovani vSech
pritomnych ionti (Obrazek 3B). Tento analyzator je oblibeny pro svou jednoduchost a pomérné
nizkou cenu. Jak jiz bylo zminéno dfive, Casto se vyskytuje v konformaci tandemového spojeni tii
kvadrupélii spojenych za sebou (QqQ) nebo jako soucast hybridnich seskupeni spojenych s jinym
typem hmotnostniho analyzatoru (Q-TOF, Q-Orbitrap). Jak je vidét na obrazku (Obrazek 3C a D)
tento analyzator mize pracovat v médu skenovani (Obrazek 3 C), kde je aktivni pouze prvni Q
anebo pfi tandemové MS (Obrazek 3D), kde prvni Q slouzi jako hmotnostni filtr, druhy Q plni
funkci kolizni cely (proto je také oznacovan malym q) a tfeti Q pracuje jako findlni hmotnostni

analyzator [21, 36].

B
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Obrazek 3: Schematické zndzorneéni trojitého kvadrupolu QqQ — (A) hmotnostni analyzator kvadrupdl; (B) trajektorie iontii o
zvolené a jiné m/z; (C) zapojeni QqQ pri mérent ve full skenu (zaznamendvani celého spektra); (D) zapojeni pri méreni v MS/MS
modu, kde druhy kvadrupol slouzi jako kolizni cela [21].

Iontova past (IT — ion trap) patii mezi analyzatory, které pomoci zmény na elektrodach

zadrzuji pozadované ionty. Dle provedeni je délime na dva typy, 3D iontovou past a na iontovou
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past linearni (Obrazek 4). 3D iontova past je tvofena prstencovou elektrodou a dvéma elektrodami
koncovymi, na které je vlozeno napéti. lonty jsou napétovym pulzem pfivedeny do pasti
a vhodnym pomérem a zménami napéti jsou zadrzovany. Pouze ionty o pozadované m/z jsou
vypuzovany na detektor. Tento analyzator je mozné pouzit i pro MS vyssich fadi (teoreticky MS™)
a to diky moznosti izolace, fragmentace a méteni produktovych iontd v jednom misté. Pro zlepSeni
rozliSovaci schopnosti je do pasti zavadén tlumici plyn (He) a je taktéz nutné optimalizovat
mnozstvi iontll davkovanych do pasti. Pfi pretizeni dochazi ke vzniku prostorového néboje, ktery
ma za disledek razantni pokles rozliSeni. Linedrni iontova past je v podstaté kvadrupo6l, na jehoz
koncich jsou umistény elektrody s vloZenym potencialem, ktera zachyt iontl umoznuje. Oproti 3D
IT ma vétsi iontovou kapacitu a vyssi ucinnost pii plnéni, zachytu iontil v pasti (u 3D se pohybuje
ucinnost zachytu kolem 5 %) a detekci iontli. Tento analyzator je mozné dle potieby pfepinat
a pouzivat bud’ jako LIT nebo Q. Celkove¢ je iontova past velice rychly analyzator ovSem s pomérné

malym rozliSenim [36].

A lontova B

Vstup iontd past
Vrchni * * *
elektroda stejnosméme stejnosmérné

napéti (DC) napéti (DC)

Prstencova

2

elektroda

Spodni
elektroda

t ¢+ ¢

Vystup iontQ vysokofrekvenéni stiidavé napéti (RF)

Obrdazek 4: Analyzdtory typu iontové pasti: (4) 3D iontovd past’; (B) linedrni iontovd past *

Analyzator doby letu (TOF — Time Of Flight) méti dobu, za kterou iont proleti letovou
trubici a dopadne na detektor, kde je tento as zaznamendm. Rychlost, kterou iont leti je tmérna
jeho mérné hmotnosti m/z. Cim je m/z mensi, tim rychleji iont leti. Analyzator TOF pracuje ve

dvou moédech, v linedrnim a v médu s reflektronem (neboli iontovym zrcadlem). Linearni TOF je

3 upraveno podle [21]

4 stazeno z http://holcapek.upce.cz/teaching/Holcapek EMSV_MS.pdf
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jednoduchy start-cil analyzator, kde na pocatku je iontiim ud¢lena stejnéd pocatecni energie a je
meéfen Cas, za jak dlouho dosdhnout detektoru. Nevyhodou tohoto typu je pomérné nizka
rozliSovaci schopnost iontli o podobné hmotnosti. Tento problém vytesil prave jiz vySe zminény
reflektron. Ten tvofi soustava kruhovych elektrod, do kterych se ionty pfi priletu a obratu zanotuji
a tim sjednocuje energii iontil o stejné m/z. Hlavni pfednosti je vSak prodlouzeni drahy letu iontd,
coz zlepSuje rozliSovaci schopnost pfistroje. DalSi moznosti pii vyuziti linedrnitho médu pro TOF
je zpozdena extrakce iontii. lonizované molekuly MALDI ionizaci maji ur¢itou distribuci kinetické
energie a dopadaji na detektor v rGznych casech, coz zpusobuje rozsifeni pikd a jejich horsi
rozliSeni, pokud pouzijeme metodu zpozdéné extrakce ionti, ionty budou extrahovany 10-100 ns
po aplikaci laserového pulzu, ¢imz dojde k ¢astecnému vyrovnani jejich kinetickych energii a tim
zvySeni celkového rozliSeni pfistroje. Mezi nejvetsi vyhody spojeni MALDI-TOF patii
jednoduchost, robustnost a uzivatelska piivétivost. Dalsi vyhodou MALDI-TOF je vysoka ptesnost
a rozliSovaci schopnost diky inova¢nim technologiim uzivanym v soucasné dobé a také velka
citlivost, kdy je mozné detekovat latky o koncentracich v fadech attomold (10-'® molt). Dfive byla
tato metoda pouzivana pro plné¢ automatizované spojeni separace vzorki pomoci 2 DE pro high-
throughput proteomickou analyzu [21]. V soucasné dob¢ se vyuziva prfedevsim k rychlému urceni
molekulové hmotnosti vzorku a pro rychlou kontrolu v pribéhu analyzy, neni v§ak rutinni metodou
v proteomice. V klinické praxi je toto spojeni vyuzivané, jak bylo jiz vySe zminéno v technice

MALDI Biotyper pro identifikaci mikroorganizmu.

Orbitrap je nejnovéjsi typ analyzatoru, ktery v sobé kombinuje separacni i detekéni ¢ast.
Sklada se z vnéjsi a stiedové vietenové elektrody, na které je ptivedeno napéti. lonty vykonavaji
pohyb ve sméru podél a kolem stfedové osy analyzatoru (Obrazek 5A). Frekvence podél stiedové
osy je nepiimo umérna odmocniné z m/z. Po vstupu do elektrického pole jsou ionty stlatovany
pomoci zvySujiciho se napéti. Po stabilizaci napéti se stabilizuje i trajektorie iontu oscilujicich
kolem stfedové elektrody. Pomoci matematické upravy (Fourierova transformace) signalu
indukovaného proudu na vnéjsich elektrodach je ziskano hmotnostni spektrum. Stejné jako u IT je
zde nutnd optimalizace pro vhodné naplnéni orbitrapu (n€kdy také nazyvaném elektrostaticka

iontova past), aby nedochazelo ke vzniku prostorového naboje a tim ke snizeni rozliSeni [37].
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Obrdazek 5: () Orbitrap a (B) analyzdtor iontové cyklotronové resonance s Fourierovou transformact °: schéma poiizeni
hmotnostniho spektra analyzovaného pomoci dvou typii hmotnostnich analyzatorit [37].

Iontova cyklotronova rezonance (ICR —ion cyclotrone resonace) vyuziva celu umisténou
uprostied velmi silného magnetického pole (Obrazek 5 B). Jakmile se iont dostane do silného
magnetického pole, za¢ne se pohybovat po cykloidalni trajektorii s frekvenci, kterd je
charakteristicka pro kazdou m/z hodnotu. lonty jsou pomoci vysokofrekven¢niho napéti excitovany
do vyssich ob&hovych drah, po kterych se pohybuji i po vypnuti tohoto napéti. Detekce je stejné
jako u orbitrapu zaloZzena na méfeni indukovaného proudu ionty na detekénich deskach.
Fourierovou transformaci se ptepoctou tyto hodnoty do stupnice m/z, ¢imz ziskdme hmotnostni
spektrum dané latky. Tento typ analyzatoru vybocuje z charakteristik vSech ostatnich analyzatort,

a to jak svou rozliSovaci schopnosti, tak i svou cenou a naroky na provoz [21].
Tandemova hmotnostni spektrometrie

Vsechny uvedené hmotnostni analyzatory lze zapojit do tandemové série a ziskat tim
podrobnéjsi hmotnostni spektrum. Velkou vyhodou tandemové MS je, Ze je schopna podavat
pfesné informace jak o celkové hmotnosti vzorku, tak o jeho struktufe. V proteomice se Casto
vyskytuji tandemova spojeni s ESI v podobé trojitého kvadrupolu (ESI-QqQ), kvadrupolu
a iontové pasti anebo spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby letu (Q-TOF). Piiklady mozného

spojeni jsou znazornény na obrazku (Obrazek 6) [21].

> Upraveno podle:
https://nationalmaglab.org/education/magnet-academy/learn-the-basics/stories/what-s-in-an-oil-drop
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Obrazek 6: Schématické znazornéni nékterych typii zapojeni hmotnostnich analyzatorii vyuzivané

v proteomice — (A) schématické znazornéni hmotnostniho spektrometru; (B) MALDI ionizace, (C) ionizace elektrosprejem; (D)
analyzator doby letu s reflektronem, (E) spojeni kvadrupolu a analyzatoru doby letu s reflektronem, (F) tandemovy analyzator
doby letu s reflektronem; (G) lontova past; (H) tandemové zapojent trojitého kvadrupolu nebo linedrni iontové pasti; (1) lontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci [38]

Pro ptimé spojeni LC-MS jsou komeréné dostupné napt. tyto hmotnostni analyzatory: Q, IT, LIT
(linear IT — linearni iontova past), QqQ, Q-LIT, TOF, IT-TOF, Q-TOF, Q-IMS-TOF (IMS — ion
mobility separation — separace pomoci iontovych mobilit), Orbitrap, Q-Orbitrap, LIT-Orbitrap,
Q-ICR, LIT-ICR. Pro spojeni s MALDI ionizaci jsou dostupna tato spojeni LIT, TOF, IT-TOF, Q-
IMS-TOF, TOF/TOF, LIT-Orbitrap, Q-ICR [32]. V soucasné dobé& jsou jiz mozna dalsi spojeni
diky konkurenci vyrobcti, technickému pokroku a rozsifenym moznostem vyuziti. Pokud se
podivame na aktudlni internetové stranky jednotlivych vyrobcl (Thermo Scientific, Agilent, AB
SCIEX, Waters, Bruker Daltonics, PerkinElmer, Shimadzu, Gilson, Hitachi, Jeol, a Leco [32])
hmotnostnich spektrometri uréenych pro LC-MS a MALDI-MS nalezneme dal$i novinky jako
napiiklad nové hmotnostni spektrometry od firmy Thermo Scientific® vyuZivajici kombinace
s vylepSenymi parametry (linedrni rozsah, ptesnost ur¢eni hmoty, rychlost nahravani a moznosti

ziskavani dat atd.) u QqQ (TSQ Quantum Access MAX, TSQ Quantum Ultra, TSQ Vantage) IT

6 stazeno z
http://www.thermoscientific.com/en/home.html
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(LCQ Fleet, LTQ XL Linear, Velos Pro) ¢i orbitrapu (Exactive High Performance, Q Exactive
High Performance nebo Q Exactive HF) nebo hmotnostni spektrometr typu Orbitr ap Fusion,
ktery kombinuje dokonce tii techniky — kvadrupdl, dvoukomorovou linedrni iontovou past
a orbitalni iontovou past (Orbitrap). Tento typ ma velice vysoké rozliSeni (az 450 000), umoziuje

vSechny typy fragmentaci (CID, HCD a volitelné¢ ETD) a souc¢asnou akvizici MS a MS".

Ackoli jednotlivé hmotnostni analyzatory funguji na odlisném fyzikdlnim principu, celkovy
postup pfi tandemové MS analyze je obdobny pro vSechny typy zapojeni. Prvni analyzator je
vyuzit jako hmotnostni filtr zvolené m/z, dalsi jako kolizni cela a posledni pak jako vlastni
analyzator. Princip fragmentace je zndzornén na obrazku (Obrazek 7). Ionty po ionizaci vstupuji
do prvniho hmotnostniho analyzatoru, ktery slouZi jako filtr pro vybér a izolaci poZzadovaného iontu
ze smési. Poté je vybrany iontovy prekurzor fragmentovan v kolizni cele (druhy analyzétor)
a vzniklé fragmenty jsou nasledné separovany ve tietim hmotnostnim analyzatoru. Jak jiz bylo
zminéno, toto je mozné opakovat teoreticky do nekonecna pro ziskdni MS". Tandemovd MS
umoziuje zvolit peptid, ktery je nasledné fragmentovan kolizi s inertnim plynem. Profil vysledki
fragmentace ziskané tandemovou hmotnostni spektrometrii mize poskytovat ¢astecnou ¢i uplnou
informaci o piesné a spravné hodnoté molekulové hmotnosti analyzované latky, presné a spravné
hodnoté hmotnostnich fragmentti vznikajicich §tépenim rodicovského iontu porovnanim vysledkt
s databazemi. Déle je mozné takto zjistit izotopicky profil analytl, retencni charakteristiky pfi
vyuziti hmotnostniho spektrometru v kombinaci s kapalinovou chromatografii a v neposledni fadé¢

1 obsah analytu ve zkoumaném vzorku za vyuziti metod relativni ¢i absolutni kvantifikace.
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Obrdazek 7: Princip fragmentace pii tandemové hmotnostni spektrometrii’

Typy fragmentaci

Fragmentace muze byt uskute¢néna pomoci kolizni energie (CID — Collision Induce
Dissocaition / popt. HCD — High Collision Induce Dissocaition), pomoci zachytu elektront
(ECD — Electron Capture Dissociation), reakci peptidovych kationtli s fluoranthenovym kationtem
(ETD — Electron Transfer Dissociation) a dal$i. V proteomice se nejéastéji uplatiuje fragmentace
peptidit pomoci CID, popt. HCD ¢i ECD u specidlnich aplikaci jako je napt. fosfoproteomika ¢i
kvantifikace. U fragmentace proteinli se nejcastéji vyuzivda ECD ¢i ETD fragmentace. Jednotlivé
typy fragmentaci se 1i§i podle mista Stépeni vazby (Obrazek 8), podle mnozstvi pouZité energie
a dle vzniku fragmentacnich spekter. Pfi CID fragmentaci dochazi ke srazkam s molekulami
neutralniho plynu (napf. helium, dusik ¢i argon). Pfeména energie ze srazek na vnitini energii
analyzované latky vede ke $tépeni peptidové vazby a dava tak za vznik pfevazné b a y iontliim. Tato
fragmentace je Casto spojovand s QqQ nebo FT-ICR analyzétory. Jeji modifikace HCD je specialni

typ fragmentace vyuzivani v hmotnostnim analyzatoru orbitrap, kde k vlastni fragmentaci dochazi

7 stazeno z http://holcapek.upce.cz/teaching/Mol _spek/Mol_spek prednaska6 MS.pdf
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v externi cele a je Casto vyuzivam pii kvantifikaCnich experimentech za pouziti izobarickych
znaek (viz dale). Fragmentace pomoci zachytu elektrond, jak naznacuje nazev, fragmentuje
pomoci pfenosu elektronu z aniontového radikalu. Oproti CID dava ECD primarné vzniknout
c a ziontim s vys$Simi nabojovymi stavy (z 2). Vzniklé fragmenty jsou delsi, obCas az celé

proteiny, ma tedy velky vyznam pro top-down proteomické piistupy [39, 40].

o R0 Rio  Rio
C—NH+CH-+ C—+NH-+ CH+ C— NH—CH-COH

X3 y3 Z3 X2 y2 z2 X1 y1 Z1

N - konec ' I . C - konec

Obrazek 8: Schéma a nomenklatura fragmentace v kolizni cele podle mista §tépeni vazby a pozice naboje®

2.3. Identifikace a kvantifikace proteini a peptidi pomoci MS

Cilem proteomiky je kompletn¢ nejen identifikovat a kvantifikovat proteom zkoumaného
vzorku, ale také se odhalit jeho lokalizaci v bufice, posttranslacni modifikace a strukturu.
Hmotnostni spektrometrie je velice popularni metoda, jak tohoto cile dosdhnout. Existuje cela fada
metod, jak tato data pomoci hmotnostni spektrometrie ziskat. Hlavni analyza probihd nejcastéji
takzvanymi shotgun metodami, tedy ziskdni co nejvétstho mnozstvi identifikovanych
a kvantifikovanych proteinu z mixu peptidii anebo je analyza cilena, ktera je jiz zamétend na izolaci
a kvantifikaci specifického proteinu (SRM, viz dale) [41]. Proteomickd MS/MS méieni nejcastéji
zaznamenavaji data pomoci DDA (Data — Dependent Analysis, analyza zavisla na datech, n¢kdy
nazyvan té¢Z IDA — information dependent acquisition), kdy jsou zaznamenany vSechny peptidy
z daného rozsahu m/z a zvolené mnozstvi nejintenzivnéjSich pikli je dale izolovéano
a fragmentovano MS2 skenu (Obrazek 9A). Nevyhodou je, Ze k fragmentaci dochdzi akorat
u nejintenzivngjSich pikli z MS skenu, coz mize vést k ¢aste¢né absenci fragment pro malo
zastoupené proteinti ve vzorku. Alternativni moznost skenovani dat je DIA (Data — Independent
Analysis, analyza nezavisla na datech). Tato metoda se snazi fesit problém s absenci spekter nizko

zastoupenych proteinti. Nefragmentuje totiz pouze vybrané intenzivni ionty, ale vSechny ionty,

8 upraveno podle prednasek prof. Kiistra — Proteomics, Technicka Univerzita Mnichov
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které spadaji do pfedem definovaného tizkého m/z okna. Toto okno je pak krokové rozdéleno po
celé¢ Sifce analyzovaného hmotnostniho rozsahu a jsou systematicky zaznamenavéna vSechna
MS/MS data a vSechny detekované prekurzory (Obrazek 9 B). Tento zptisob nahravani dat vyuziva
napt. metoda SWATH (Sequential Window Acquisition Of All Theoretical Mass Spektra —
postupné nahravani dat vSech teoretickych hmotnostnich spekter) [42]. Obrazek 9 zobrazuje rozdil

mezi DDA a DIA metodami [42, 43].
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Obrazek 9: Tandemova hmotnostni spektrometricky analyza v DDA a DIA médu [43]

Cilena proteomika je proteomicka analyza zamétend na kvantifikaci pfedem definovaného
proteinu ¢i skupiny proteini z komplexni smési. Tento typ analyzy ma mnoho podob,
nejvyuzivanéjsi je SRM/MRM (SRM - Selected Reaction Monitoring; MRM — Multiple Reaction
Monitoring) ptistup. V tomto modu sledovani rozpadu iontu je v Q1 vybran prekurzor, ktery je
v q2 fragmentovan za podminek optimalni kolizni energie pro nejintenzivnéjsi produkt a ten je
nasledné Q3 vybran a dale detekovan (Obrazek 10). Dvojice iontli ptivodniho prekurzoru a jeho
produktu je nazyvana hmotnostni piechod (SRM transition) a je velmi vhodnym a citlivym

kvantifika¢nim parametrem [44]. Cilena proteomika je dal$i krok navazujici na discovery fazi
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experimentu pro ovéieni vysledkll napt. pro verifikaci potencidlnich biomarkert [42]. Oproti
ELISA metod¢, kterd se k ovéfeni vysledkli stale velice pouzivd, md& SRM/MRM vyssi
reprodukovatelnost, flexibilitu a moznost analyzy mnoha proteini v jedné analyze. Je schopna

odhalit i specifické isoformy, a predevsim nevyzaduje specifické protilatky [45].

Identifikace mtize probihat na zakladé peptidii bez pouziti fragmentacnich spekter nebo

pomoci fragmentacnich spekter. Specidlni skupinou jsou identifikace intaktnich proteini [46, 47].

Koliz nr cela
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Obrdazek 10: Princip ctlené proteomické analyzy na prikladu SRM/MRM °

Metoda peptidového mapovani (PMF — Peptide Mass Finger Printing) je identifikacni
metoda bez pouziti fragmentacnich spekter. Peptidy vzniklé enzymatickym Stépenim ¢i celé
proteiny jsou analyzovany nejcastéji pomoci spojeni MALDI-TOF. Ziskané hmotnostni spektrum
je jakymsi otiskem prstu, specifickou charakteristikou daného proteinu. Spektra jsou porovnavana
s databazemi obsahujicimi teoreticky vypocitané hodnoty a je stanovena spolehlivost urceni
proteinu podle shod s databazi. Pii PMF hraje velkou roli pfesnost uréeni hmoty (Tabulka 2). Cim
je MS presnéjsi, tim je veétsi jistota spravného ptifazeni identifikovaného proteinu. V této dobé
ubyva tato metoda na vyznamnosti pravé diky moznostem tandemové hmotnostni spektrometrie
[21, 28]. Princip této metody je vSak uplatnitelny v jiz diive zminéné technologie MALDI
Biotyper.

Tabulka 2: Vyznamnost presnosti urceni hmoty u PMF na pocet vyslednych shod [21]

m/z Hmotnostni tolerance (Da) Pocet shod
1529 1 478

1529,7 0,1 164
1529,73 0,01 25
1529,734 0,001 4
1529,7348 0,0001 2

? stazeno z https://www.creative-proteomics.com/services/parallel-reaction-monitoring-prm.htm

39



Identifikace pomoci fragmentacnich spekter probihd pomoci specialnich programi (napf.
Proteome Discoverer firmy Thermo Fisher Scientific, USA ¢i voln¢ dostupny Maxquant vyvinuty
v Max Planck Institutu Biochemie v Némecku [48], atd. Nejcastéjsim zpisobem identifikace
namétfenych dat je porovnavani experimentalnich dat s databdzemi. K tomuto ucelu je mozné
pouzit vyhleddvace zabudované v programech (napt. Mascot nebo Sequest). Je také nutné vybrat
vhodnou databazi (napt. NCBI, Swissprot) [28]. Proteomické techniky nejsou zatim schopné
popsat kompletn¢ cely proteom daného organizmu, avsak diky technologickym pokroktim v oblasti
vysokorozliSovacich hmotnostnich spektrometrii a bioinformatiky, je mozné v soucasné dobé
identifikovat primérni proteinovou sekvenci, posttranslacni modifikace, proteinové¢ interakce, ale
1 kvantitativné vyhodnocovat simultdnné tisice proteinti. Kvantifikace proteind se provadi jiz fadu
let, diive byly nejcastéji vyuzivany (a stale jsou) metody typu ELISA ¢i Western blotting, které
vyuzivaji reakci specifickych protilatek. Vyvoj specifickych protilatek je ovSem cCasove i finanéné
naro¢ny a vzhledem k markantnimu rozvoji proteomiky neni mozné vytvofit protilatky pro
vSechny zajimavé prote iny vcetné jejich modifikaci. Nastésti je v soucasné dob¢ diky pokroku
v pfistrojovém vybaveni hmotnostnich spektrometr a vyhodnocovacich programti nahradit nebo
alespont doplnit nedostatky imunologickych metod [49]. Za pomoci téchto pfistupli je mozné
sledovat zmény absolutni, ale i1 relativni zmény v koncentracich ¢i expresi sledovanych proteini
v bunikach za ur€itych podminek. Sledovéani téchto zmén umoziluje kvantitativni proteomika.
Moznosti kvantifikaci je n€kolik: metody vyuzivajici izotopové znacenou kotvu (ICAT — Isotope-
Coded Affinity Tag), stabilnimi izotopy znacené aminokyseliny (SILAC — Stable Isotope Labeled
Amino Acid), metody izobarického znafeni pro relativni a absolutni kvantifikaci (iTRAQ —
Isobaric Tags For Relative And Absolute Quantification/ TMT — Tandem Mass Tags) nebo metody
bez pouziti znaceni (Label Free Quantification — LFQ) [50]. Piehled ukazuje obrazek (Obrazek
11).
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Obrazek 11: Kvantifikacni metody pro hmotnostni spektrometrii — Modré a zluté obdélniky znaci dve odlisné experimentalni
podminky, horizontalni pruhy indikuji, kde dojde ke smichani vzorkii, prerusované cary naznacuji mista, kde miize byt vnesena
chyba odlisnym zpracovanim vzorkii [51]

Metoda SILAC vyuziva in vivo zakomponovani izotopoveé znacenych aminokyselin do
proteini béhem kultivace bunék v médiu obsahujicim lehkou a téZzkou formu specifické
aminokyseliny, nej¢astéji argininu. Jednotlivé experimenty (lehce, té¢Zce znacené buiiky a kontrola
bez znaceni) nevykazuji chemicky Zadné odliSnosti, je tedy mozné je ihned po kultivaci smichat
dohromady a vzorky zpracovavat jako jeden experiment, ¢im se vyrazné sniZzuje experimentalni
chyba pii odd€leném zpracovani vzorki. Nevyhodou je moznost neuplné premeény na znacené
aminokyseliny, moznost konverze argininu na prolin a znacnou zavislost na pribéhu endogenniho
zainkorporovani do proteomu vzorku. Velkou nevyhodou je také skutecnost, ze tato metoda neni
uréena pro znaceni primarnich vzorki, tedy pfimo tkani ziskanych od pacienta apod., kde neni
mozné piipravit kontrolni skupinu za Gpln¢ stejnych podminek. Tento nedostatek vyiesila metoda
Super-SILAC, ktera vyuZziva jako interni standard péti karcinogennich bunécnych linii zna¢enych
metodou SILAC [52]. Metodou SILAC je mozné vytvofit cely znaceny organizmus, napt. mys

nebo mouchu podévanim znacené stravy. Tento proces je vSak velmi dlouhy a finan¢né€ naro¢ny.
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Bézné se SILAC vyuziva pro globalni studium proteomu, ve funkéni proteomice nebo ve studiu

posttransla¢nich modifikaci proteint [17, 53].

Metodou ICAT je mozné ze vzorkll izolovat a izotopové naznacit proteiny obsahujici
cystein. Ziskana smés je oproti ptivodnimu vzorku, co se komplexity tycCe, velice redukovana

a predstavuje moznost lepsi a podrobné&jsi identifikace. BéZné jiz v§ak neni v proteomické praxi

vyuzivana [53].

Metody izobarického znaceni pro absolutni a relativni kvantifikaci at’ uz iTRAQ nebo TMT
vyuzivaji chemického znaceni na trovni peptidi ¢i proteinti pomoci amino — reaktivni skupiny
vazajici se na koncové a volné N-konce lysinu. Souhrnné lze mluvit o metodach vyuZzivajici
izotopového fedéni. Princip znaceni je vidét na obrazku (Obrazek 12). VSechny TMT i iTRAQ
znaCky se skladaji ze tii Casti; prvni je Cast reporterova (reporter region), druhd dorovnavaci
(balancer) a tieti reakéni skupina. Celkovéa hmotnost reporteru i balaceru je shodnd u vSech variant
znaceni. Po naznaceni se tedy rozdil u jednotlivych typi znacek projevi az v MS/MS spektru, kdy
dojde k oddéleni reporteru. Béhem chromatografické separace a v MS! jsou od sebe jednotlivé
variace znacek neodliSitelné. V MS/MS experimentu, kdy se fragmentaci oddéli reportery je mozné
relativné kvantifikovat jednotlivé vzorky. Podle pouziti znacek I1ze libovolné naznacit a simultanné
analyzovat az 10 vzorkl najednou. Izobaricky znacené peptidy je mozné analyzovat na mnoha
typech hmotnostnich analyzatort. Plivodné byly tyto experimenty provadéné na analyzatorech typu
MALDI-TOF/TOF [54] a Q-TOF [55]. Oba tyto typy jsou schopné detekovat velmi nizké m/z
oblasti, kde se vyskytuji ionty reporterovych casti znac¢ek. Standardni vyuziti CID fragmentace
neni mozné z principu vyuzit u analyzatori typu iontové pasti, kterd neni schopna detekovat takto
nizké oblasti m/z. Tento problém lze, jak ukézal Bantscheff et al. a Griffin et al., pfekonat
optimalizaci parametrti méteni [56]. U vyuziti HCD fragmentace se izobarické znacky daji pouzit
ve spojeni QTOF, IT, TOF-TOF ¢i instrumenty typu Orbitrap, které umoziiuji kombinace typu
fragmentaci [57]. Byly vSak publikovéany i experimenty vyuzivajici ETD [58].
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Obrdzek 12: Princip znaceni pomoci izobarickych znacek'’

Jednotlivé typy znacek se od sebe lisi, a to nejen poctem vzorkd, které Ize multiplexovat, ale také
vyslednymi pocty identifikaci a mnozstvim a kvalitou ziskanych dat. Pii pouziti TMT 10 plex
znaceni je diky charakteru znacky, kde je nahrazen jak N, tak '2C t&Z8im izotopem (tedy N 3C),
je mozno identifikovat 10 vzorkl najednou. Coz vede nejen ke zvySeni poctu soucasné métitelnych
vzorkd, ale tim, Ze jsou vzorky méfeny spolecné i ke snizeni chybéjicich hodnot pro vyhodnoceni.
A ptedevsim zde nedochézi ke zhorSeni kvality spekter, jako je tomu u pouziti iTRAQ znacek,
pokud vyménime iTRAQ 4-plex za 8-plex, miizeme sice zmétit vice vzorkl, soucasné ale diky
veétsi molekulové hmotnosti 8-plexu dochézi k interferenci znacek ve spektru a zhorseni celkové
identifikace vzorku. Pfi porovnani mnozstvi identifikaci vychazi dle studii nejlépe iTRAQ 4plex.

Kombinovat lze ov§em pouze 4 vzorky, je tedy potieba vice ptistrojového Casu a jednotlivé sady

10 Upraveno dle https://en.wikipedia.org/wiki/Isobaric_labeling
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vzorku se od sebe mohou vice lisit, vznika vice chyb¢jicich dat. Jaky typ znacky bude pouzit je

tedy vzdy tfeba dikladné zvazit [57, 59].

Nevyhodou této metody je vysoka cena znacek a ¢asoveé narocna inkorporace pii porovnani
s LFQ. Je také nutné mit dostatecné citlivou instrumentaci a dbat na ptesnou piipravu vzorku [60].
Ackoliv je efektivita znaceni bézné velice vysoka, pokud jsou ve vzorku priméarni aminoskupiny
obsazeny na jinych mistech ¢i zavedeny béhem pftipravy (tieba v pufrech), mohou se znackami
interferovat. DalSimi nevyhodami je mozna komprese pomérii znac¢ek zptsobend kofragmentaci
b&hem MS! analyzy, kdy je izolovan spoleény prekurzor pro vice peptidi [61] a nasledné
identifikace a kvantifikace je provedena na zaklad¢ intenzity pouze malé ¢asti cel¢ molekuly [56],
coz mize ve srovnani s LFQ snizit pocet ziskanych identifikaci. Tento problém lze ¢éaste¢né fesit
dodate¢nou fragmentaci a méfeni MS? spektra ¢i softwarovymi korekcemi [56]. Izobarické
znaceni je vhodné pro velké proteomické studie srovnavajici kvantitativni zastoupeni nebo zmény
exprese a nasledné koncentrace proteinti ve velkém mnozstvi vzorkl. Velice vhodné jsou pro
kvantifikaci potencialnich biomarkerii riznych onemocnéni ¢i pro Siroky screening velké populace
vzorkli [40]. Vyhodu ma izobarické znaceni piedevSim v moznosti multiplexovani vzorki.
Pouzitim znaceni je mozné analyzovat 4—10 vzorkl (dle pouzité znacky) v jednom LC-MS/MS
méteni, coz vede ke zkraceni celkové doby analyzy a snizuje se chyba vnesend porovnavanim vice
méteni nutnych pro LFQ experimenty [57]. Dalsi vyhodou je jednoduché provadéni replikatii
a snizuje mnozstvi chybéjicich hodnot, coz je velice Zadouci u experimentti zamétenych na expresi
proteinti v daném stavu (porovnani riznych stadii bunéénych diferenciaci, porovnani u€ink 1é€iv,
identifikace interakci mezi proteiny a léky ¢i méteni odpovédi inhibitoru) [59]. U experimentt
zaméfenych na kvantifikaci pomoci MS! totiz nemusi byt v kazdém méfeni zvolen k fragmentaci
totozny iont, coz vede k naslednych chyb¢jicim hodnotam, coz vede ke snizeni poctl identifikaci
a kvantifikace. Dal$i nespornou vyhodou je univerzalnost pouziti. In vitro izobarické znaceni je
mozné pouzit na Sirokou Skalu vzorkii od bunéénych linii, lidskych tkani a tekutin po modelové

vzorky zvitat [57].
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Metoda tzv. spikovani peptidi vyuziva 2H, *C, >N nebo 'O znacené syntetické peptidy,
pouzité jako vnitini standardy, které mohou obsahovat i rtizné¢ modifikace jako je fosforylace, aby
se dala 1épe absolutné kvantifikovat sledovana zména. Kvantifikace za pomoci spiko vani je
dosazena diky mozZnosti extrakce iontového chromatogramu a porovnani plochy pod piky mezi
internim standardem (pfidaném ve zndmém mnozstvi) a vzorkem. Alternativné lze kvantifikovat
na zakladé MS/MS spektra pomoci fragmentacni pikli. Velkou vyhodou vyuziti metod pro
absolutni kvantifikaci je moznost ur¢eni absolutni koncentrace nemodifikovanych proteinti (na
rozdil od kvantifikace na zakladé chemické modifikace — izobarické znaceni) a jejich
posttransla¢nich modifikaci. Nejcastéji je sp ikovani prova déno pred Stépenim vzorku, nedochézi
tedy ke vnaseni velké variace zpiisobené oddélenym zpracovanim vzorku a pomér mezi internim
standardem a vzorkem je zachovéan. Praveé kvili vyuzivani syntetickych peptidii je tato metoda
vhodngjsi pro cilené analyzy zamétené na kvantifikace specifickych proteinti nez pro kvantifikace
velkého mnozstvi proteinti ve vzorcich [53]. Pomoci spikov ani lze ovSem kvantifikovat i pouze
relativng, a to v pfipad¢ vmichéani stejného mnozstvi syntetického peptidu do vzorkl a porovnavani
zmén pouze relativné, coz lze 1 v pfipad¢ neznaceného interniho standardu. V tomto ptipadé se jiz

vSak jedna o label free kvantifikaci €ili o kvantifikaci bez pouziti znaceni [62].

Kvantifikace bez pouziti znaceni — label free quantification — LFQ je metoda relativniho
porovnavani kvantitativnich zmén mezi dvéma ¢i vice vzorky. Na rozdil od jinych kvantifika¢nich
metod nepouziva zadné znaceni a nejCastéji vyuziva dvé odlisné strategie pro kvantifikaci dat:
méfeni a porovnavani intenzity peptidového prekurzoru ziskaného z hmotnostniho spektra dané¢ho
proteinu nebo pocitani a porovndvani celkového poctu fragmentacnich spekter pouzitych pro
identifikaci daného proteinu, coz je v souCasné dob& jiz pomérné zastarald technika. Pfi
porovnadvani intenzit peptidovych prekurzori je pro kazdy peptid ze spektra vytvoteny iontovy
chromatogram a jednotlivé plochy pod piky jsou integrovany podle chromatografického ¢asového
rozpéti. Jednotlivé plochy jsou pak mezi s sebou porovndvany. U této metody, stejné jako
u ostatnich metod vyuZivajicich MS! kvantifikaci, je dilezité vysoké rozliSeni hmotnostniho
analyzatoru, které zabrani interferenci signall z iontl s blizkym m/z vybranému peptidu. Pti
porovnavani poctu spekter pouzitych pro identifikaci jednotlivych proteinti se vychazi
z predpokladu, Ze ¢im vice je dan¢ho proteinu ve vzorku, tim vice MS/MS spekter pro peptidy
z daného proteinu bude ziskdno. Na zaklad¢ tohoto ptedpokladu lze tedy proteiny ve vzorku

kvantifikovat. Label free kvantifikace je jednou z nejméné presnych kvantifikacnich metod, a to
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z diivodu oddéleného zpracovani a méfeni vzorkd, kde dochazi k vnaSeni chyb do experimentalni
faze. Mezi prednosti této metody se fadi predevsim absence ¢asové naro¢ného zakomponovani
znacek do materidlu (jako je tomu u SILAC metod ¢i jin¢ho znaceni) a s tim spojend i mensi
finan¢ni zatéz. MnoZstvi porovnavanych vzorkl oproti jinym metodadm, kde je mozné porovnavam
maximalné deseti vzorkd (TMT10plex), je teoreticky neomezené. Celkovy dynamicky rozsah je
u LFQ vétsi. Prehledna tabulka porovnavajici zde uvedené kvantifikaéni metody je uvedena nize
(Tabulka 3). Dalsi a podrobnéjsi informace tykajici se kvantifikace proteomickych dat lze najit

napf. v téchto publikacich [25, 50].

Tabulka 3: Porovnani kvantitativnich metod vyuzZivanych v proteomice [25]: Porovnani moznosti aplikovani metody, jeji presnosti
s ohledem na chyby pri zpracovani a méreni vzorku, jejich kvantitativni pokryti celkového proteomu vzorku a linearni rozsah, pro
kterd je dana metoda pouZitelna.

Metoda Aplikace Piesnost Kvantitativni Linearni dynamicky
pokryti proteomu rozsah
(Fady log stupnice)
SILAC Komplexni postup A= ++ 1-2
Porovnani 2-3 stavi
Vhodné pouze pro buiiky
Chemické znadeni Stfedni az komplexni postup +H+ ++ 1-2
proteini (MS) Porovnani 2-3 stavl
Chemické znaceni Sttedné komplexni postup A= =k 2
peptidii Porovnani 2-10 stavii
(MS a MS/MS)
»opikovani Stfedné komplexni postup ++ + 2
peptidii Cilen4 analyza na vytipované
proteiny
Label free Jednoduchy postup i Sininis 2-3
Analyza celého proteomu
Porovnani mnoha stavii

Vsechny tyto pfistupy, at’ uz za pouziti znaceni ¢i LFQ metody, maji své vyhody a nevyhody. Pfi
vybéru je nutné zohlednit mnoho faktort at’ uz biologickych, finan¢nich ¢i ptistrojovych, stejné
tak 1 moznosti statistického zpracovani takto ziskanych dat, které je pii analyze takto komplexnich

dat zcela zasadni [60].
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3. Biomarkery predc¢asného porodu a proteomicka MS analyza plodové vody

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, pfed¢asny porod patii mezi zavazné komplikace nejen
soucasného porodnictvi, ale i1 celosvétového zdravotnictvi. Nejen ze se znacnou mérou podili na
neonatalni mortalité, pfedCasné narozené déti nesou nasledky po cely zivot a pre — i postnatalni
lécba je velmi ndkladnd. Preventivni strategie ztroskotdvaji na faktu, ze v soucasné dobé& neni
znamy zadny biomarker, ktery by byl schopen na riziko pfed¢asného porodu upozornit ve znacném

ptedstihu, aby se v tomto pfipad¢ dal management té¢hotenstvi ptizptsobit dané situaci.

Obecné je biomarker veli¢ina, ktera objektivné posuzuje a stanovuje odpoveéd’ organizmu
na dany fyziologicky ¢i patologicky proces. Pro praxi vyuzitelny biomarker musi spliiovat
nasledujici kritéria: musi byt dostatecné citlivy, musi mit vysokou specificitu ke sledované zméné
a musi byt orgadnové specificky. Optimaln¢ by mél dale korelovat svou koncentraci s rozsahem
poskozeni organizmu. Z hlediska pouziti by mél byt dale jednoduSe interpretovatelny, jeho
stanoveni jednoduché a financné nenakladné [34]. Z téchto divodii je hleddni vhodnych
biomarkeri obtizné a vétSina potencidlni kandidati tyto podminky nesplni. S ohledem na
komplexitu ptfed¢asného porodu nelze ocekavat, Zze by bylo mozné v budoucnu tento stav
posuzovat dle jednoho parametru, ktery by v€asné€ indikovat skupinu pacientek s rizikovym stavem
vedoucim k ptfed¢asnému porodu, ale mélo by se spiSe jednat o komplex snizenych a/nebo
zvySenych markerd v porovnani s fyziologicky probihajicim t€hotenstvim. K nalezeni vhodnych
markeri tohoto komplexniho problému bude potieba i vyuziti mezioborovych ptistupti. V soucasné
dobé proto neprobihaji studie zaméfené na identifikaci prediktivnich markerti pfed¢asného porodu
nejen na poli proteomiky, ale také metabolomiky [63], studie profilovani mikroRNA [64],
transkripnomiky, genetiky, genomiky, imunologie a dalSich mnoha dalSich ptidruzenych oborech

[65].

Pro identifikaci biomarkerti pted¢asné¢ho porodu lze vyuzit matetskou plazmu nebo sérum,
plodovou vodu, cervikovagindlni tekutinu, placentu ¢i plodové obaly. K analyze plodové vody se
nejCastéji pouzivaji tfi zédkladni proteomické ptistupy: 2 DE, proteomické profilovani (MALDI

a SELDI) a s rozvojem tandemové MS ptredevs§im shotgun proteomika [34, 66].

Nejvice markert bylo dosud popsano z analyzy mateiského séra. Vyznamné vztahy mezi

markerem a PB byly ovSem popsany pouze u studiich provedenych s malym poctem zen a bez
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verifikaci a validaci nemaji tyto markery moznost uplatnit se v klinické praxi. Mnoho markeri je
také spojeno s dalSimi chorobami ¢i patologickymi stavy, coz snizuje jejich vypovidaci hodnotu.
Casto také studie vykazuji protichiidné &i nedostateéné vysledky. Dosud bylo popsano velké
mnozstvi sérovych markerti. Obecné autofi popisuji vyznamny vztah mezi markerem a predasnym
porodem ve studiich s malym poctem Zen. O bézném pouzivani téchto markerti se nedd uvazovat
diive, dokud nebudou k dispozici presvedCivejsi studie. Absence védeckych diikazl o efektivité
primarnich faktorii vede u mnohych 1ékait ke skepsi. Studie, které hodnoti programy na prevenci
pted¢asnych porodii, maji rozporné vysledky. Nedostatek ditkazili 1ze vysvétlit tim, ze mnohé studie
kombinuji spontanni a indukovany pfedCasny porod, coz neodpovidd stejnym preventivnim
aktivitam. Kromé toho obvyklad prevence je vétSinou jen maélo (pokud vibec) ucinnd u zen

s vysokym rizikem.

Z hlediska intenzivni standardni prenatalni péce a poméru spontadnnich predéasnych porodi
je pozorovany efekt této péce maly. Z etického a praktického hlediska je rovnéz obtizné porovnavat
dvé skupiny, z nichz jedné neni poskytovana ani zékladni prenatalni péce. Do doby, neZ tyto
zlstane péce pouze symptomatickad a bude mnohym pacientkdm poskytovana zbytecné. Soucasna
preventivni opatfeni na regionalni nebo narodni urovni jsou neucinnd anebo (pfilezitostné)

nespravné poskytovana.

A konecné, je stale jeSté obtizné prokézat jejich efekt v zemich, kde je velmi dobie
uplatiiovana preventivni politika. Na zakladé téchto faktG multicentrickd studie EUROPOP
vyhodnotila a popsala frekvenci pracovni neschopnosti v 17 zemich a studovala tézkou praci jako
primarni faktor pfedcasného porodu. U tézké prace nebyla zjiSténa souvislost s predCasnym
porodem v zemich, kde byla Casto pfedepisovana pracovni neschopnost v rdmci prenatalni péce,
m¢éla vSak vyznamnou souvislost v ostatnich zemich, a to 1 po Gprave na dalsi socioekonomické

faktory.

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji rozhodujici diikazy, primarni faktory se obvykle nepovazuji
za vyznamné v boji proti pfedéasnym porodiim. Casto se zapomind, Ze vyhledavani Zen s vysokym
rizikem v obecné populaci je jednim ze zakladii soucasného zdravotnického systému. U takovych
Zen jsou pritomny mnohé psychosocialni rizikové faktory pro jiné poruchy, nez je pted¢asny porod,
a zvazeni téchto primarnich faktor by mé¢lo umoznit zatazeni zen do vhodnéjSich 1é¢ebnych
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rezimi. Konkrétni ptiklady ukazuji, Zze vhodna prenatalni péce mize byt ucinna v riznych

podskupinach uréenych na zaklad¢€ téchto primarnich faktord.

Z dosavadnich studii je zndmé uplatnéni cytokinli, matrixmetalloproteindz a prostaglandinu

v patogenezi pred¢asného porodu [7].

Mezi dalsi potencialni biomarkery Ize fadit interleukin 6 (IL-6). Z vysetfovanych cytokini
ma IL-6 nejvyssi specificitu a senzitivitu. Je mozné jej stanovit i metodou ELISA. Nejvyssi hladiny
tohoto proteinu byly zjiStény u pacientek s naslednou prokézanou chorioamnitidou [67]. Jak bylo

uvedeno vyse, je v praxi vyuzivan k odhaleni infekce.

Heat shot protein 70 (HSP70) je jeden z nejlépe definované skupiny heat shot proteinti
vyskytujici se témer v kazdé subcelularni struktute, kde se podili na udrzeni optimalni terciarni
struktury a také na specifické i nespecifické imunitni odpovédi. Ve studii zaméfené na pacientky
s pPPROM se signifikantni rozdily v koncentracich mezi pPROM a kontrolou neprokazaly [68].
V dalsi studii porovnavajici koncentraci HSP70 v plodové vodé pacientek ve druhém trimestru,
s terminovym porodem, pacientky se spontannim pfedCasnym porodem bez infekce
a s intraamnidlni infekei dosli k zavéru, ze zvySené hladiny tohoto proteinu jsou asociované
s intraamnialni infekci, histologickou chorioamnitidou a terminovym porodem. Neni vSak mozné
mezi nimi jednoznacné rozlisit. Toto zjisténi vede k zavéru integrace HSP70 do mechanizmu

porodu [68].

Slibnym biomarkerem je taktéz glykodelin, glykoprotein patiici do skupiny lipokalinu.
V tehotenstvi hraje kliCovou roli, podili se na udrzeni imunitni tolerance matky vici plodu. Jeho
snizené koncentrace byly zatim popséany u potratt [69]. Jeho vztah k pfed¢asnému porodu je zatim

pfedmétem dal$iho zkoumani.

Velice zajimavou skupinu ve vztahu k pred¢asnému porodu tvoii neutrofil defensiny, zname
svymi protizanétlivymi 0cinky. Spole¢né s calgranuliny A a B jsou neutrofil defensiny
1 a 2 vyuZzivany pii stanoveni intraamnidlni infekce a zdnétu pomoci tzv. MR skére. SELDI-TOF
MS analyza plodové vody fop down piistupem pfifazuje na zékladé¢ pfitomnosti pikd pro
identifikaci téchto 4 markerti skore. Hodnoty 0-2, tedy pfitomnost maximaln¢ dvou z téchto

markert zanét ¢i infekci vylucuje, naopak hodnoty 3-4 zanétlivy stav indukuji [70].
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Souhrnné studie zamétfend na systematicky ptehled literatury dosavadnich experimentalné
zjisténych biomarkerti pfedc¢asného porodu z roku 2011 udava tabulku (Tabulka 4) biomarkert

ziskanych z péti studii analyzou rozliSnych télnich tekutin a tkdni [71].

Tabulka 4: Seznam potencialnich markerii predcasného porodu ziskanych proteomickymi metodami [71]

Doporucené nazvoslovi proteinii v anglickém jazyce
14-3-3 protein sigma L-lactate dehydrogenase A chain
78 kDa glucose-regulated protein Lysozyme C
Actin, cytoplasmic 1 Membrane-associated progesterone receptor component 2
Actin, cytoplasmic 2 Mimecan
Alpha-1-acid glycoprotein 1 Mucin-5B
Alpha-1-antitrypsin Neutrophil defensin 1
Alpha-actinin-4 Neutrophil defensin 1
Annexin A3 Neutrophil defensin 3
Annexin A4 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
Annexin A5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Apolipoprotein A-I Periplakin
Complement component C9 Plasma kallikrein
Cystatin-A Plastin-2
Cystatin-B Profilin-1
Desmoplakin Protein AMBP
Endoplasmic reticulum resident protein 29 Protein disulfide-isomerase
Endoplasmin Protein S100-A11
Galectin-1 Protein S100-A12
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Protein S100-A7
Haptoglobin Protein S100-A8
Heat-shock protein beta-1 Protein S100-A9
Histone H1.2 Retinol binding protein
Histone H2B type 1-C/E/F/G/1 Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Histone H4 Ribosomal protein S6 kinase alpha-3
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 Serotransferrin
Interleukin-7 Serpin B3
Isoform 4 of Tropomyosin alpha-1 chain Sex hormone-binding globulin
Isoform C of Fibulin-1 Small proline-rich protein 3
Junction plakoglobin Thrombospondin-1
Keratin, type I cytoskeletal 19 Thymosin beta-4
Kininogen-1 Transgelin
Lactoylglutathione lyase Vimentin
Lipocalin-1 Vitamin D-binding protein
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Tento seznam ziskany analyzou pouze péti studii poukazuje na zna¢ny rozmach primarniho
vyzkumu v oblasti predikce ptfedcasného porodu pomoci potencidlni biomarkerli v oblasti
prenatalni diagnostiky. Z téchto 64 potencidlnich biomarkeri neni v soucasné dobé zadny
vyuzivany v klinické praxi, coz ukazuje na hlavni kdmen trazu v této oblasti vyzkumu a to, ze
pouhd explorativni faze vyzkumu v této oblasti nestaci, kandidaty je nutné validovat a verifikovat,
aby mohly byt pouzity v klinické praxi. Touto fazi bohuzel projde malo kandidati, a tak
k vytvoteni potencidlniho panelu biomarkerti pfedcasného porodu jest¢ nedoslo. Soucasné

moznosti proteomickych technologii jsou vSak v tomto oboru krok spravnym smérem.

V soucasné dob¢ je v klinické praxi vyuzivana kombinace biomarkert a dalSich predikénich
faktort. Je to tedy kombinace anamnézy (viz rizikové faktory v kap. 2), cervikovaginalni screening
délky délozniho hrdla a analyza biomarkert fFN (fetalni fibronektin), IGFBP-1 (insulin like growth
factor binding protein ¢i jeho fosforylovana ¢ast) a PAMG-1 (placentalni alpha mikroglobulin).
Jednotlivé biomarkery jsou popsany v kapitole 2. Vzdy je nutné vysledky analyzy zohlednit
v celkové anamnéze. Rozhodujicim faktorem je zatim stale délka délozniho hrdla (do 30. tt, pak se
jiz fyziologicky zkracuje a jeho méfeni neni tolik vypovidajici), casto v kombinaci
s kultivaci stéru z délozniho hrdla. U symptomatickych Zen poméha kombinace téchto faktorti
s velkou pfesnosti riziko piredCasného porodu odhalit a je mozné tomu nésledné téhotenstvi
ptizpusobit. U Zen asymptomatickych (bez zvysSeného rizika vyplyvajiciho z anamnézy ¢i jinych

rizikovych faktorit) je predikéni hodnota vyrazné¢ nizsi [4].

V roce 2017 byla vyvinuta aplikace QUIPP app, jejimz cilem je pfesnéjsi predikce rizika
sPTB. Vyuzit se da k ur€eni rizika u asymptomatickych pacientek v obdobi v obdobi tydnt 18+0
az 36+6 a u symptomatickych téhotnych v obdobi 23+0 az 34+6. Zhodnoceni rizika probiha
pomoci algoritmli na zakladé¢ vyhodnoceni anamnézy a rizikovych faktorti (pfedchozi sPTB,
pPROM, potrat ve II. trimestru, operace na déloznim hrdle, dvojcetnd gravidita) s hodnotou fFN
a délkou dé€lozniho hrdla ziskanou transvaginalnim ultrazvukem. Z téchto udajii aplikace na
podkladé¢ statistickych model vypocitd procentudlni riziko sPTB do 1/2/4 tydni a sPTB pted
30/34/37 tydnem t&hotenstvi. Podle studii analyzujici tuto aplikaci se takto vyrazné sniZzuje pocet
pacientek, které by byly jinak zatizeny zbytecnou intervenci misto pouhého ambulantniho

sledovani. Vysledky je ovSem tfeba ovéfit na rozséhlejSim souboru pacientek [4, 72].
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Soucasna kritéria jsou sice u urcité skupiny pacientek schopna ¢aste¢né riziko odhalit, maji
ovSem stale nizkou specifitu. Biomarkery jako je fFN, IGFBP-1 a PAMG-1 se mohou vyuZit jen
ve specifickych situacich, a i tak nejsou zcela prikazné. Ultrazvukové méteni délozniho hrdla
predstavuje dobie zavedenou metodu predikce piedCasného porodu. Nicméné senzitivita
a pozitivni predikéni hodnota ultrazvukové cervikometrie ziistdva stale relativné neuspokojiva.
Problémem i nadéle zGstava, jak odhalit riziko u dvou tfetin PB, které tvofi asymptomatické Zeny.
Pies veskerou snahu mnoha vyzkumnych skupin z rGznych védeckych oborG nebyl panel
dysregulovanych markert jeSté sestaven. Poznatky z téchto studii ovSem pfispivaji k pochopeni

komplexity pfedcasného porodu a stale nas posouvaji dal.
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4. Experimentalni ¢ast

Cilem této prace bylo pomoci retrospektivni proteomické analyzy odhalit potencialni
kandidaty biomarkerti pred¢asného porodu. K tomuto ucelu byly pouzity vzorky plodovych vod
odebranych transabdominélni amniocentézou mezi 14. - 17. tydnem tehotenstvi. Ze vzorka byly
odstranény vysoce zastoupené proteiny a takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci

tandemové hmotnostni spektrometrie.

4.1. Charakterizace souboru pacientek

Od zat1 2008 do zaii 2011 byla u celkem 1546 Zen provedena transabdominélni amniocentéza
ve fakultni nemocnici Sahlgrenska University Hospital/stra v Gothenburgu (védsko). Z tohoto
mnozstvi vzorkli nemohlo byt celkem 921 vzorkl zafazeno do studie kviili nesouhlasu pacientek
a dalsich 18 bylo vylouceno bud’ kvili podstoupeni potratu pifi prokazani chromozomalnich
abnormalit plodu (n12) anebo z diivodi pfechodu pacientky pod jiné zdravotni stfedisko pro
nasledujici pé¢i. V celkovém souboru zistalo tedy 607 pacientek. Z tohoto souboru celkem
38 (6,3 %) porodilo pfedcasné, 29 spontanné a 9 indukované. Ze skupiny spontannich ptedasnych
porodll bylo nasledné vylouceno 15 pacientek, a to z divodii zdvaznych onemocnéni u matky
(hypothyroidismus, silné¢ astma, deformace dé€lohy, cukrovka 1.typu), vyrazné¢ho zbarveni
odebrané plodové vody ¢i administrativnich chyb pii pfijmu a zapisu odbéru. Z kontrolni skupiny
byly vytfazeny pacientky s chronickym onemocnénim, cukrovkou a porodu po terminu. Ze zbylych
381 pacientek bylo ndhodné¢ vybrano 40 vzorkii do kontrolni skupiny. Pro tento projekt bylo tedy
diky spolupraci s Fakultni nemocnici Sahlgrenska Oddéleni porodnictvi a gynekologie,
Gothenburg ve védsku ziskano 64 vzorki plodovych vod. VSechny vzorky pl odovych vody byly
odebrany pfi vySetfeni transabdominalni amniocentézou a to mezi 14. - 17. tydnem téhotenstvi.
Indikaci pro odbér plodové vody byl vyssi v€k matky, abnormalni hodnoty screeningového
vySetieni ¢i rodinnd historie chromozomalnich abnormalit. Odbér plodové vody pro vyzkumné
ucely byl schvélen etickou komisi a souhlas pacientky vyjadien informovanych souhlasem. Pfi
odbéru vzorkil byly zaznamenany tyto udaje: vék matky pii odbéru, gestacni staii plodu pii odbéru
a pocet predchozich t€hotenstvi. Po porodu byl zaznamenéan gestacni v€k novorozence a porodni
jeho véha. Podle gestacniho stafi pfi porodu byly vzorky rozdeleny do dvou skupin — case

a control. Pacientky ve skupiné case — pozitivni skupiné, porodily pfed ukonéenym 37. tydnem.
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Pacientky, které porodily po 37. Tydnu, jsou zafazeny ve skupiné control — kontrolni skupin¢. Tyto

informace jsou zpracovany v tabulce (Tabulka 5).

Tabulka 5: Charakterizace souboru pacientek

Skupina Vék matky pri Gestaéni stari pri Pocet predchozich Gestacni stari pii Porodni viaha
(case 1/ odbéru (roky) odbéru (dny) téhotenstvi porodu (dny) (gramy)
control 0)
1 36 117 1 239 2430
0 36 105 2 279 3550
0 31 106 1 272 4080
0 34 109 1 280 3435
1 38 117 1 249 2645
0 32 107 0 286 3380
0 39 108 4 277 3475
0 36 115 0 269 3100
0 37 106 0 275 3680
0 40 110 2 292 4695
0 35 112 1 287 3460
0 35 109 2 274 3275
0 37 107 2 271 3185
1 41 109 1 238 2765
0 38 118 0 288 3660
0 37 110 1 293 3845
1 37 107 1 257 2835
0 31 111 0 284 3245
0 39 114 0 280 3570
0 35 114 0 292 3895
0 38 115 0 283 3175
0 36 116 1 281 4120
0 32 107 0 272 2945
0 38 109 1 269 3600
1 34 112 0 221 1945
1 41 106 6 255 2910
1 38 111 1 258 2445
0 37 116 0 284 3810
1 41 109 0 258 2900
0 36 106 3 269 3175
0 39 117 1 272 3530
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Skupina Vék matky pri Gestacni stari pri Pocet predchozich Gestacni stari pii Porodni viaha
(case 1/ odbéru (roky) odbéru (dny) téhotenstvi porodu (dny) (gramy)
control 0)
0 37 106 0 270 2960
1 38 107 2 258 2505
0 36 113 1 274 3540
0 38 111 1 289 3515
1 37 113 0 219 1415
0 33 113 1 273 3400
1 37 102 2 258 2800
0 36 108 1 283 3745
0 36 107 1 292 3680
0 32 108 1 272 3080
0 35 114 2 288 4440
0 43 115 2 279 3655
1 43 110 1 227 2185
0 40 111 2 279 2875
1 38 103 3 235 3025
1 39 105 0 256 2305
0 36 106 1 281 3505
1 42 115 2 236 2385
0 37 105 2 275 3130
1 33 117 0 228 2820
0 36 114 2 289 3875
0 35 110 2 279 3445
0 36 113 1 282 3600
0 39 105 2 288 4730
0 27 110 0 283 3095
1 43 107 3 236 2245
1 33 104 1 253 3410
1 34 104 2 250 2380
1 39 116 0 243 2475
1 35 114 0 258 3370
1 36 119 0 258 2860
1 36 105 4 250 3040
1 35 112 0 255 2375

Tabulka (Tabulka 6) znazorfuje statisticky zpracované udaje z ptedchozi tabulky. VE&k pacientek

se pohyboval v dobé odbéru mezi 27-43 lety. Gestacni staii plodu pii odbéru v rozmezi
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102-119 tydnti ani pocet piedchozich téhotenstvi (0—6) neni pro rozdéleni do pozitivni a kontrolni
skupiny statisticky vyznamné. V€k matky pti odbéru plodové vody, v priméru o rok vyssi
v pozitivni skuping, naopak statisticky vyznamné je. Coz se shoduje s rizikovymi faktory, kterym
praveé vyssi vék matky je.

Tabulka 6: Statistika souboru pacientek

Statistika Vék matky pii  Gestacni staii pfi ~ Pocet pfedchozich ~ Gestacni staFi pfi  Porodni vaha
odbéru (roky) odbéru (dny) téhotenstvi porodu (dny) (gramy)
Cely soubor pacientek
Minimalni hodnota 27 102 0 219 1415
Maximalni hodnota 43 119 6 293 4730
Stfedni hodnota 36.63 110.3 1.172 267.2 3197
Smérodatna 3.047 4.296 1.189 19.42 633.6
odchylka
Pozitivni skupina (case)
Minimalni hodnota 33 102 0 219 1415
Maximalni hodnota 43 119 6 258 3410
Stiedni hodnota 37.67 110 1.292 245.6 2603
Smérodatna 3.002 5.12 1.517 12.88 441.9
odchylka
Kontrolni skupina (control)
Minimalni hodnota 27 105 0 269 2875
Maximalni hodnota 43 118 4 293 4730
Stfedni hodnota 36 1104 1.1 280.1 3554
Smérodatna 2.935 3.781 0.9554 7.318 430.7
odchylka
P hodnota t test 0.033 0.7495 0.5368 <0.0001 <0.0001
(case vs. control)
statisticky ano ne ne ano ano
vyznamné
(p <0.05)
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4.2. Material a metody

4.2.1. Priprava vzorki
Ultrazvukem kontrolovanou amniocentézou byly odebrany 3 ml plodové vody. Po odbéru byly
vzorky oznaceny a do dalSiho zpracovani skladovany pfi teplotach 4-8 C. Jednotlivé faze pii
manipulaci a skladovani vzorkli probihalo vzdy v jedné laboratofi a podle standardizovaného

protokolu.

Materiél:

= 64 vzorki plodovych vod

= Centrifugacni filtry — Centrifugal filter devices PVDF 0,22 m  (Ultrafree-MC)
- pro objem pod 0,5 ml, MILLIPORE, Merck, Némecko

= Destilovana voda

= BCA (Bicinchionic Acid Assay) proteinovy kit, Pierce, USA

= BSA (Bovine Serum Albumin) — z4sobni roztok 1 mg/ml, Merck, Némecko

= Inhibitor protedz, Complete EDTA free, ROCHE diagnostics, vyca rsko
Postup:

Vzorky byly odebrany z ptivodni kryozkumavky do nové mikrozkumavky. Ke kazdému
vzorku bylo pfidano 8 I inhibitoru protedz, aby nedochézelo ke svévolnému Sté€peni proteint
a vzorky byly nasledné zvortexovany a kratce stoCeny. Po stofeni byly pfemistény na filtr
a centrifugaci pti 4 C po dobu 20 minut pii 12000 g byly ze vzorkl odstranény buniky a dalsi
makrocastice. Supernatant byl premistén do nové zkumavky. Celkové mnozstvi proteinti v kazdém
vzorku bylo stanoveno bicinchoninovou metodou (BCA) na 10 1 kazdé ho vzorku. Dle pokynt
vyrobce byl pfipraven zasobni roztok BCA. Do jamek desticky byl napipetovan zasobni roztok
BCA a doplnén vodou na finalni 2—10 mg/ml. Do jamek bylo napipetovano 9 1 vody a 1 1 vzorku,
smichano s 190 1 ¢inidla. Vzorky byly inkubovany pfi 37 C za stalého michani (450 rpm) po
dobu 30 min a po zchlazeni prométeny pifi 562 nm. Na zakladé méfeni bylo vypocitano piesné

mnozstvi celkového proteinu v jednotlivych vzorkach (Tabulka 7, ¢ast BCA).

Zbyly odebrany supernatant byl rozdélen na alikvoty po 200 I a uloZen pro dalsi zpracovani pfi

-80 C.
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4.2.2. Imunodeplece
Z kazdého vzorku byl nasledné odebran objem odpovidajici 400 g proteini , udaje jsou uvedené
v tabulce (Tabulka 7). Vzorky byly pomoci centrifugaénich filtrii pfevedeny do pufru MARS
(Multi Affinity Removal System) A, zakoncentrovany a zamrazeny pied dal$i analyzou. Ze vSech

vzorkl bylo odstranéno HPLC metodou na kolon¢ MARS Hul4 4.6x100mm pfiblizn¢ 90 %

celkového obsahu proteinti.
Material:

= Vzorky plodovych vod

= Centrifugacni filtry — AMICON Ultra Centrifugal Filters Ultracel K, 3 kDa, Merck,
Némecko

= Sklenéna injekeni stiikacka Hamilton, objem 250 1, Merck, Némecko

= Automatické pipety a sterilni Spicky, Eppendorf, Némecko

= Mikrozkumavky, 0,2 — 1,5 ml, Axygen, USA

= Ultracista voda, LC-MS grade, Thermo Fisher, USA

= Methanol, LC-MS grade, Honeywell Fluka, USA

=  MARS (Multiple Affinity Removal System) pufry A a B, Agilent Technologies, USA

= Kolona MARS Hu-14 (Multiple Affinity Removal Column Human 14); 4,6 x 100 mm;
Agilent Technologies, USA

= Kryozkumavky, 5 ml, Eppendorf, Némecko
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Tabulka 7: Prehledova tabulka celkového mnozstvi proteinu ve vzorkdach a objemy ke zpracovani

BCA I) Celkovy objem II) Celkovy objem 200ul
2 ml
Cislo vzorku | Case/control BCA Objem vzorku | Pufr A | vzorek Vzorek pufr A (pl)
(1/0) (mg/ml) (u) (u) (u) (uD) +10 pl

1 1 4,32 169 1907 93 85 105
2 0 4,51 173 1911 89 80 110
36 0 4,04 172 1901 99 100 90
52 0 3,65 172 1890 110 125 65
64 1 4,48 169 1911 89 80 110
78 0 3,65 172 1890 110 100 90
95 0 4,28 173 1907 93 85 105
136 0 2,43 168 1836 164 105 85
150 0 3,45 171 1884 116 100 90
187 0 2,63 169 1848 152 75 115
193 0 3,20 171 1875 125 90 100
203 0 3,33 171 1880 120 85 105
220 0 3,63 172 1890 110 95 95
229 1 3,34 166 1880 120 90 100
238 0 2,70 169 1852 148 90 100
260 0 3,44 171 1884 116 90 100
276 1 4,23 169 1905 95 90 100
283 0 4,96 173 1919 81 105 85
309 0 5,72 174 1930 70 95 95
340 0 5,00 173 1920 80 105 85
366 0 2,90 170 1862 138 105 85
403 0 6,81 175 1941 59 100 90
407 0 6,08 174 1934 66 105 85
415 0 3,93 172 1898 102 90 100
417 1 3,91 168 1898 102 100 90
418 1 3,37 166 1881 119 150 40
422 1 4,13 168 1903 97 115 75
439 0 4,44 173 1910 90 95 95
456 1 5,14 170 1922 78 110 80
459 0 4,06 172 1902 98 105 85
485 0 4,39 173 1909 91 90 100
503 0 3,82 172 1895 105 105 85
506 1 6,79 172 1941 59 80 110
533 0 6,22 174 1936 64 115 75
540 0 3,56 171 1888 112 100 90

59




BCA I) Celkovy objem 1I) Celkovy objem

. 2 ml 200ul

Cislo vzorku Case/control BCA Objem vzorku Pufr A vzorek Vzorek pufr A (ul)
(1/0) (mg/ml) (uD) (uD) () (uD) +10 pl
562 1 3,42 166 1883 117 100 90
565 0 3,77 172 1894 106 90 100
572 1 3,17 165 1874 126 100 90
588 0 3,93 172 1898 102 95 95
604 0 3,72 172 1892 108 100 90
618 0 4,01 172 1900 100 95 95
636 0 4,97 173 1920 80 90 100
657 0 4,04 172 1901 99 95 95
673 1 4,69 170 1915 85 95 95
682 0 5,70 174 1930 70 105 85
687 1 4,39 169 1909 91 100 90
695 1 2,87 164 1861 139 80 110
696 0 4,18 173 1904 96 80 110
714 1 4,73 170 1915 85 80 110
744 0 3,13 170 1872 128 95 95
746 1 8,85 174 1955 45 100 90
753 0 3,94 172 1898 102 105 85
766 0 3,97 172 1899 101 100 90
795 0 5,21 174 1923 77 90 100
839 0 4,03 172 1901 99 100 90
840 0 5,31 174 1925 75 115 75
892 1 3,63 167 1890 110 100 90
940 1 2,56 162 1844 156 95 95
980 1 3,28 166 1878 122 90 100
988 1 3,85 168 1896 104 75 115
1029 1 421 169 1905 95 100 90
1097 1 5,71 171 1930 70 95 95
1112 1 2,94 164 1864 136 95 95
Postup:

Ke zpracovani vzorkd pomoci imunodeplece bylo odebrano 400 g proteinti z kazdého
vzorku do AMICON filtru. Celkovy objem byl doplnén MARS pufrem A na 4 ml (Tabulka 7, ¢ast
I). Vzorky byly stoceny (4C, 7000 rpm, fi xni rotor) asi 30 minut, dokud ve filtru zbylo mén¢ nez
140 1. Po stoceni byl pomoci Hamilton stiikacky odebran vzorek z filtru do nové mikrozkumavky

a zaznamenam jeho presny objem. Zbytek vzorku byl se stiikacky vyplachnut 10 1 pufru
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A apfidan ke vzorku. Celkovy objem vzorku byl pufrem A doplnén na 2001 ( Tabulka 7, ¢ast II).
Vsechny vzorky byla zmrazeny na -80 C.
Samotna imunodeplece byla provedena na HPLC pfistroji Alliance 2695 Separation Module
(Waters, USA). Pfiprava pfistroje odpovidala manudlu vyrobce. Bylo proveden proplach
a vSechny kapilary byly postupné pfevedeny z methanolu do vody a nésledn¢ do pufru A pro
imunodepleci. Po skon€eni analyzy byl postup opacny, z pufrtt do vody a nasledné¢ do methanolu.
Nastaveni metody bylo provedeno v programu MassLynx dle nasledujicich parametrt:

= Mobilni fdze: MARS pufr A, MARS pufr B

= Kolona: MARS Hu-14; 4,6 x 100 mm

= Pfistroj: Alliance 2695 Separation Module

=  Pratok: 0,125 ml/min

= Vyhtev kolony: 22 C 2 C

* Maximalni tlak na kolon¢: 60 bar

= Vyhtev autosampleru: 4 C 5 C

* Vlnova délka pro detekci: 280 nm

=  Objem nastiiku vzorku: 190 1

= QGradient: 0-100 % B, 45 min, viz Tabulka 8

Tabulka 8: Gradient metody pro imunodepleci vzorkii

¢as [min] % pufr B priitok [ml/min]
0,00 0 0,125
21,00 0 0,125
22,00 0 1,000
24,00 0 1,000
24,01 100 1,000
31,00 100 1,000
31,01 0 1,000
43,00 0 1,000
45,00 0 0,125

Vzorky byly zpracovany v sérii po osmi. Pfed kazdou sérii byl analyzovan pufr A jako blank.
Vzorky byly pfed analyzou rozmrazeny ve vodni lazni a fadné¢ promichany. Pro analyzu bylo

pouzito 190 1 vzorku. Frakce byly jimany mezi 5. az 22. minutou pomoci aut omatického sbérace
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frakei do kryozkumavek umisténych na ledu. Celkovy objem jimané frakce byl cca 3 ml. Vzorky

byly po analyze zmrazeny na -80 C.

Po dokonc¢eni imunodeplece byly vzorky rozmrazeny ve vodni 14zni, fadné promichany a pomoci
AMICON filtri opét prevedeny z pufru do vody. Vzorky byly ptemistény do filtru, stoceny
(20 min, 4 C, 7500 rpm). Dale byly do filtru ke vzorkim ptidany 4 ml vody, filtrat byl odstranén
a vzorky opét sto¢eny (55 min, 4 C, 7500 rpm). Vzorek z filtru byl pfenesen do mikr ozkumavky
(ptiblizny objem vzorku byl 100 1), pfesny objem zaznamenam a doplnén v odou na celkovy objem
140 1. Poté byly vzorky zmrazeny na -80 C.

Z technickych diivodl a chyb béhem imunodeplece musely byt z dalSiho zpracovani vytazeny
4 vzorky a to vzorky 136, 485 a 503 byly z kontrolni skupiny, vzorek 1029 ze skupiny ptredcasného

porodu. Dale byla studie provadéna na 60 vzorkach, 37 kontrol a 23 pozitivnich vzorki.

4.2.3. Enzymatické Sté€peni a znaceni vzorki
K enzymatickému $té€peni vzorki byly z divodi vyssi efektivity pouzity dva typy enzymi, lyzinaza
C a trypsin. Vzorky byly nasledn€ odsoleny a oznaceny izobarickymi znackami iTRAQ (Isobaric
Tags for Relative and Absolute Quantitation) 4-plex umoziujici kvantitativni analyzu

4 vzorkud soucasné.

Materiél:

= 60 vzorkil plodovych vod po imunodepleci
= TCEP (tris-(2-carboxyethyl) phosphine), Sigma-Aldrich, USA
= RapiGest SF (RpG), Waters, USA
= TEAB (triethylammonium bicarbonate) 1 M (buffer; pH 8,5), Sigma-Aldrich, USA
=  MMTS (S-methyl methanethiosulfonate) 200 mM v isopropanolu, Honeywell Fluka, USA
= Rekombinantni enzym lyzindza C (rLysC), Mass Spec, Promega, USA
= Enzym trypsin, Mass Spec, Promega, USA
= HPLC voda, Sigma-Aldrich, USA
= Pipety a sterilni §picky
= TFA (trifluoroacetic acid), Cistota 99 %, pro HPLC, Sigma-Aldrich, USA
= iTRAQ KIT 4-plex, AB Sciex, USA
= EtOH ziTRAQ kitu
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= MeOH, Honeywell Fluka, USA

= ACN, LS -MS, Honeywell Fluka, USA

= SPE kolonky Empore, Sigma-Aldrich, USA

= CHCA matrix ( -Cyano-4-hydroxycinnamic acid), Sigma-Aldrich, USA
= Axygen mikrozkumavky, Corning, USA

= SPE tips — Cleanup C18 pipette tips, Agilent, USA

Pfed samotnym $tépenim byly pfipraveny zdsobni roztoky redukéniho ¢inidla TCEP, které
se vyuzije k pferuSeni vazeb mezi S-S miistky, MMTS, které zabraniuje opétovnému spojeni S-S
mustkd, RpG, ktery napoméha lepsimu rozpusténi vzorka. Piiprava vzorkl probihala podle tabulky

(Tabulka 9).

Tabulka 9: Prehledova tabulka pro pripravu vzorkii ke stépeni

Koncentrace zasobniho Objem zasobniho Konecéna koncentrace Celkovy objem pro
roztoku roztoku (mM) ptipravu 60/70 vzorkd
(mM) (ul) (u)
Vzorek 42 2520
RpG (%) 1 10 0,1 600 /700
TEAB 1000 25 250 1500/1750
TCEP 50 10 5 600/700
MMTS 200 5 10 300
LysC 2 120
Trypsin 2 120
Objem 96
Voda 4
Cilovy objem 100

Po pfipraveni vSech zasobnich roztokl byl vytvofen smésny roztok TEAB, RpG a TCEP. Smés
byla po smichani rozpipetovana po 45 1do 60 mikrozkumavek. Vzorky byly rozmrazeny ve vodni
lazni, zvortexovany a stoceny.

Do kazdé mikrozkumavky (se 45 | predchoziho m ixu) bylo ptidano 42 1 vzorku, tedy celkové
mnozstvi 12 g proteinu.

Smeés se pti 60 C inkubovala po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byly vzorky zchlazeny na pokojovou
teplotu a pfi pokojové teploté 10 min inkubovany s MMTS. Ke vzorklim byl pfiddm enzym rLysC

(v poméru 1:50 enzym ku celkovému proteinu) a 4 hod probihala inkubace pii 37 C. Pied
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zahdjenim Stépeni bylo zkontrolovano pH. Pro spravny prub¢h je potieba pH 8,5 (v pfipadé nutnosti
bylo pH upraveno pomoci TEAB ¢i NaOH). Po uplynuti 4 hod byl ke vzortiim pfidan enzym trypsin
ve stejném pomeru 1:50. Opét bylo zkontrolovano pH a vzorky se dale inkubovaly pfes noc pii
37 C.

Po inkubaci vzorkid s enzymy byly vzorky odpateny do sucha po dobu cca 2 hodin. VysuSené
vzorky byly rozpustény v 24 1 250 mM TEAB, 4 dné zvortexovany. Z kazdého vzorku, ktery
obsahoval 12 g peptidii (24 1) byly odebrany 3 g, tedy 6 1 do jedné zkumavky, ze které vznikl
globalni interni standard (GIS). Ten byl nasledné rozdélen do 20 mikrozkumavek po 9 g peptida
(18 1) jak je naznace no na obrazku (Obrazek 13).

NS

3 ug (6ul) - Multiplex

soubor vzork( globdlni interni 20 multiplext

kaZdy po 12 pg (24 pl) standard (GIS) 3 vzorky, 1 GIS
kazdy po 9 pg (18 pl)

Obrazek 13: Schéma pripravy GIS a multiplexit

Kontrola enzymatického Stépeni:

Pfed znacenim byla na malém vzorku GIS provedena kontrola uspéSnosti Stépeni. Ze
smésného vzorku GIS byly odebrany 4 1, smich any s 1 1 50% TFA z divoda snizeni pH. Ke
vzorku bylo ptidano 10 1 SPE pufru A (5 % ACN, 0,1 % TFA) a bylo zkontrolovano pH (mez i
1-2). Vzorek byl hodinu inkubovan pro pokojové teploté, dokud se nevysrazel RpG. Vzorek byl
dale odsolen na SPE mikrokolonce (15 1 MeOH ekvilibrace, dvakrat promyti 15 1 SPE A, vzorek,
dvakrat promyti 15 1 SPE A, eluce 10 1 SPE B (80 % ACN, 0,1 % TFA )). Na MALDI desticku
Opti-TOF 384 123 x 81 mm Well Insert (AB Sciex, USA) byl nanesen 1 | vzorku a 1 I matrice
CHCA o koncentraci 5 mg/ml. Pfipraveny vzorek byl proméfen na tandemovém hmotnostnim

spektrometru 4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, USA) v reflektronovém modu v rozmezi
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m/z 750-3000. Pro MS/MS bylo vybrano 12 nejvice intenzivnich peptidovych signalil. spéSnost
znaceni byla vyhodnocena v programu ProteinPilot. Vysledky byly vyhodnoceny spole¢né

s kontrolou znaceni uvedeném déle v tabulce (Tabulka 11).

Dle manuélu vyrobce byly iTRAQ znacky pied pouZzitim rozmrazeny, zvortexovany a stoceny. Ke
kazdé bylo pridano 70 1 EtOH. VSechny zkumavky byly ulozené na ledu, aby se zabranilo
rychlému vypatrovani EtOH. Kazdy vzorek, véetné 20 zkumavek s GIS, byl smichan 40 1 ptislusné

iTRAQ znacky. Oznaceni vzorklli v rdmci iTRAQ znaCeni a tvorba multiplexd je zobrazena

v tabulce (Tabulka 10).

Tabulka 10: Znaceni vzorkii pomoci iTRAQ znacek (levy sloupec — vzorek — ukazuje cisla vzorkii, sloupec iTRAQ pouzitou znacku,
barevné odliseni bylo zvolené pro prehlednost, odpovida barve pouzitych stojankii na zkumavky, ohraniceni tlustymi carami pak
znaci multiplexy - 3 vzorky jeden GIS)

Vzorek iTRVAQ Vzorek iTRVAQ Vzorek iTRVAQ Vzorek iTRVAQ Vzorek iTRVAQ
znacka znacka znacka znacka znacka
1 115 229 115 418 115 604 115 753 115
116 238 116 422 116 618 116 766 116
36 117 260 117 439 117 636 117 795 117
GIS GIS GIS (MIX GIS GIS
(MIX1) 114 (MIXS5) 114 9 ( 114 (MIX13) 114 (MIX17) 114
52 115 276 115 456 115 657 115 839 115
64 116 283 116 459 116 673 116 840 116
78 117 309 117 506 117 682 117 892 117
GIS GIS (MIX GIS GIS GIS
(MIX2) i 6) ( i (MIX10) i (MIX14) i (MIX18) i
95 115 340 115 533 115 687 115 940 115
150 116 366 116 540 116 695 116 980 116
187 117 403 117 562 117 696 117 988 117
GIS GIS GIS GIS GIS
(MIX3) Lz (MIX7) Lz (MIX11) Lz (MIX15) Lz (MIX19) Lz
193 115 407 115 565 115 714 115 1097 115
203 116 415 116 572 116 744 116 1112 116
220 117 417 117 588 117 746 117 1120 117
GIS GIS GIS GIS (MIX GIS
(MIX4) L1z (MIXS) L1z (MIX12) L1z 16) ( L1z (MIX20) L1z

Vzorky byly se znackami inkubovany 2 hodiny pii pokojové teploté. Nezreagovana znacka byla
po uplynuti inkubace hydrolyzovana ptidanim 150 I vody a vzorek byl inkubovan 30 minut. Po

oznaCeni GIS byly vSechny vzorky GIS (v tabulce MIX 1-20) smichény, a jest¢ jednou
rozpipetovany do 20 sklenénych vialek, aby se eliminovala chyba pii znaceni a GIS byl shodny ve
vSech multiplexech. Poté byly vzorky dle tabulky (Tabulka 10) smichdny do 20 multiplexi, kde
kazdy multiplex obsahoval 3 vzorky oznacené 115, 116 a 117 a GIS oznaceny 114. Vzorky byly
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odpateny na objem cca 50 1, natedény vodou na 100 1. Ke vzorkiim byla pfidana 50% TFA

v objemu, ktery snizil pH na 1-2 (cca2 1 TFA) ke zhydrolyzovani RpG. Vzorky byly inkubovany
1 hod pii pokojové teploté, zvortexovany, stoceny (15 min, 14500 rpm). Po stoceni RpG vypadl ve
formée pelety. Vzorky byly odsoleny na C18 kolonkéach (1 ml MeOH ekvilibrace, dvakrat promyti
1 ml SPE A (5 % ACN, 0,1 % TFA), vzorek, 500 1 SPE A, dvakrat promyti 1 ml SPE A, eluce
5001 SPE B (80 % ACN, 0,1 % TFA) ).

Z kazdého vzorku bylo odebrano 20 1 z diivodii kontroly kvality znaceni a k ovéfeni, zda celkové
mnozstvi proteinu ve vzorku odpovida vypoctim. Tyto vzorky byly oznaceny T1 — T20.

Multiplexy byly odpareny do sucha a ulozeny pii -20 C pted dalsi analyzou.

Kontrola kvality znaceni na vzorkach T1 — T20:

K 1 1kazdého vzorku byl ptidan 1 1 matrice CHCA (5 mg/ml v 80% ACN, 0,1% TFA).

Téchto 20 vzorkl (ozn. K1 — K20) bylo proméfeno na tandemovém hmotnostnim spektrometru
4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, USA) dle vySe popsanych parametrii. Vysledky byly opét
vyhodnoceny v programu ProteinPilot. Z tabulky (Tabulka 11) je ve sloupci sekvence vidét
provedena kontrola §tépeni. Nejvice spekter bylo ziskano z peptidii spravné St€penych pomoci

trypsinu a LysC. Dale je vidét, ze vSechny tyto peptidy nesou iTRAQ skupinu na N — konci.

66



Tabulka 11: Vysledky MALDI mérent — ovéreni Stépeni a iTRAQ znaceni

Spektrum Hmota m/z Sekvence Modifikace Spolehlivost %
3 999,5399 1000,5472 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 93
9 999,5316 1000,5388 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 93
5 999,5413 1000,5485 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 94
14 999,5369 1000,5441 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 96
15 999,5526 1000,5599 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 96
4 999,5396 1000,5468 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 98
2 1806,7791 1807,7864 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99
3 1806,7822 1807,7896 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99
4 1806,7863 1807,7936 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99
4 1840,6659 1841,6732 EYCGVPGDGDEELLR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

4 2051,8491 2052,8564 GECVPGEQEPEPILIPR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

5 1806,7866 1807,7939 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99

10 1673,7993 1674,8066 ALPGEQQPLHALTR iTRAQ4plex@N-term 99

12 1806,8101 1807,8174 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99

12 1840,6917 1841,699 EYCGVPGDGDEELLR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

12 2051,864 2052,8713 GECVPGEQEPEPILIPR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

13 1806,7836 1807,7909 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99

13 999,5432 1000,5504 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 99

13 1822,7708 1823,7781 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term, 99
Oxidation(M)@9

13 1673,801 1674,8083 ALPGEQQPLHALTR iTRAQ4plex@N-term 99

14 1673,8062 1674,8135 ALPGEQQPLHALTR iTRAQ4plex@N-term 99

15 1806,8003 1807,8076 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99

16 1840,6844 1841,6918 EYCGVPGDGDEELLR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

16 999,5522 1000,5595 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 99

18 999,5463 1000,5536 AFRPLPR iTRAQ4plex@N-term 99

18 1806,8049 1807,8123 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99

19 1840,6886 1841,6959 EYCGVPGDGDEELLR iTRAQ4plex@N-term, 99
Methylthio(C)@3

19 1806,8148 1807,8221 VLVEDDEIMQGFIR iTRAQ4plex@N-term 99
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Kontrola obsahu celkového proteinu (po nastépeni ve formé peptidii) na souboru vzorki T1 — T20:

Dle piedpokladt kazdy vzorek T1 — T20 obsahuje ptiblizné 1,5 g peptidii (z ptivodniho
multiplexu obsahujiciho 36 g/ 500 1 bylo odebrano 20 1, tedy cca 1,5 g peptida).
Ke kazdému vzorku bylo ptidano 10 15% ACN, 0,1% TFA. Vzorky byly zvortexovany, stoeny
a 10 min inkubovany pfi pokojové teploté v termomixéru, aby doslo k fadnému rozpusténi. Vzorky
byly pieneseny do sklenénych vialek s insertem. Vzorky byly proméfeny na RP-HPLC UltiMate
3000 (Thermo Fisher, USA) pomoci 60 minutové metody (s 25 min gradientem) pifi nastiiku
6,6 1. Vzorky byly podle intenzity porovnany mezi sebou a se standardem.
Dle maximalniho UV signdlu mély vzorky pfiblizn€ stejny obsah peptidii (intenzita UV/VIS
30-45 AU), ktery v porovnani se standardem (mix bunék o koncentraci 1 g/I) odpovidal
vypoctenému obsahu. Obrazek 14 ukazuje porovnani 4 vzorki, zbylé vysledky jsou uvedeny ve

sekci ptilohy (Ptiloha 1).
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Obrazek 14: Porovnani UV zaznamu po LC analyze multiplexii 2, 4, 9 a 16
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4.2.4. Bazicka frakcionace vzorki
Ke snizeni komplexity smési byla krom¢ imunodeplece dale pouzita dvourozmérna frakcionace.

Prvni stupeii frakcionace byl proveden pfi bazickém pH, druhy stupei pii alkalickém pH.
Material:

= Nastépené a oznacené vzorky plodovych vod (20 multiplext)
= ACN, LS -MS, Honeywell Fluka, USA

= Amoniak - 28%, Sigma-Aldrich, USA

= FA, Honeywell Fluka, USA

*= Voda - HPLC, Sigma-Aldrich, USA

Pied zahajenim analyzy byly pfipraveny mobilni faze (mobilni faze A—2% ACN, 20 mM
NH4FA, pH 10; mobilni faze B—80% ACN, 20 mM NH4FA, pH 10), sonikovany a uloZeny do
lednice. Ptistroj UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Fisher, USA) byl pfipraven na analyzu — byly
provedeny proplachy kapilér, jehly a smycek. Byla zapojena kolona Xterra MS C18, 3,5 m,
2,1x100 mm (Waters, USA) dle pokynti vyrobce. Z kazdého multiplexu bylo odebrano 25 1
vzorku, smichano s 50 I mobilni faze A, takze vysledna koncentrace vzorkti odpovi dala ptiblizné
0,3 g/l. Jako standard byl pouzit nastépeny protein cytochrom C (CytC) o koncentraci 0,5  g/l.
Vzorky byly analyzovany v nasledujicim pofadi: 2x Blank (mobilni faze A), CytC, 5x vzorek.
Blanky byly analyzovany 15 min metodou s 5 min gradientem 0—50 % B (metoda A 15 min), CytC
a vzorky 40 min metodou s 30 min gradientem 3-50 % B (metoda B 40 min). Vzorky byly
analyzovany pfi prutoku 0,300 ml/min. Pfi analyze CytC bylo na kolonu nastiiknuto 10 1 vzorku,

u vzorkll plodovych vod bylo nastfiknuto 70 1 vzorku.

* Mobilni faze: A—2% ACN, 20 mM NH4FA, pH 10; B-80% ACN, 20 mM NH4FA, pH 10
= Kolona: Xterra MS C18, 3,5 m, 2,1 x1 00 mm

= Pfistroj: UHPLC UltiMate 3000

=  Pratok: 0,300 ml/min

= Vyhtev kolony: 40 C

» Maximadlni tlak na koloné: 400 bar

= Vyhtev autosampleru: 5 C
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= Vlnova délka pro detekci: 214 nm

= Objem nastiiku vzorku: 70 1

= Objem nastiiku standardu: 10 1

= Délka metody: 15 min (metoda A), 40 min (metoda B),

= QGradient: Tabulka 12— metoda A, Tabulka 13— metoda B

Tabulka 12: Gradient metody pro bazickou LC analyzu vzorkii. Metoda A 15 min pro analyzu blanku

¢as [min] % pufr B prutok [ul/min]
0 0 0,3
2 0 0,3
7 50 0,3
8 100 0,3
10 100 0,3
10,5 0 0,3
15 0 0,3

Tabulka 13: Gradient metody pro bazickou LC analyzu vzorkii. Metoda B 40 min pro analyzu vzorkii a standardu CytC

¢as [min] % pufr B prutok [pl/min]
0 0 0,3
2 3 0,3
32 50 0,3
33 100 0,3
35 100 0,3
35,5 0 0,3
40 0 0,3

Z kazdého vzorku byly jimany frakce mezi 6. - 30. minutou po 45 s do 96 jamkové desticky.

Chromatograficky zdznam je na obrazku (Obrazek 15).
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Obrazek 15: Chromatograficky zaznam bazické LC analyzy vzorki

Dle nasledujiciho schématu (Obrazek 16) byly po dokoncéeni analyzy smichany frakce do osmi
vzorkl. Z kazdého vzorku, ktery byl frakcionovan na 32 frakci bylo ve vysledku 8 frakci, a to
u kazdého vzorku z celkovych 20 multiplexid. VSechny vzorky byly po smichani odpafeny

a zamrazeny na -20 C.

i 2 3 4 5 6 71 8 9 10 11 12
A B

B | 2 10 18 26/ |

C | 3 11 19 27!}

D 4 12 20 28

E 5 13| 21 29|

F 6/ 14| 22| 30|

G

H 8 16 24 32

Obrazek 16: Schéma pro kombinaci vzorkii po bazické separaci
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4.2.5. LC-MS/MS analyza
Pied samotnou analyzou byly pfipraveny vSechny mobilni faze, zvlast na nanoHPLC (pro
ptehlednost zde oznafeny jako nano A a nano B) a zvlast’ na nastfik vzorkl a jejich naneseni na
kolonu (pro piehlednost zde oznaceny jako load A a load B) a roztoky pro oplachy. SloZeni
mobilnich fazi je dale popsano. Byly provedeny proplachy a testy tlaku a viskozity mobilnich fazi
dle pokynt vyrobce. Analyza byla provedena na piistroji UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Fisher,
USA) spojeném s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive plus (Thermo Fisher, USA).

Ptipravy roztokti pro UHPLC UltiMate 3000:

= Nano A (2% ACN, 0,1% FA)

= Nano B (80% ACN, 0,1% FA)

= Load A (2% ACN, 0,1% TFA)

= Load B (100% ACN)

= Oplach pistti (50% MeOH, 0,1% FA)

= Oplach autosampleru (25% ACN, 0,1% FA)

Vsechny roztoky byly po pfipravé sonikovany v ultrazvuku. Byl proveden proplach systému
(purging) nejprve obou blokii nano pumpy 50 % nano A, 50 % nano B po dobu 30 min, dale
proplach flowmetru 60 min, a nakonec proplach loading pumpy 50 % load A, 50 % load B po dobu
600 s pratokem 2000 1/min.

Naésledné byla do systému zapojena kolona Acclaim PepMap RSLC, 75 m, 50 cm, C 18,2 m
a pfedkolonka PepMap 100 ViperTrap, 3 m, 100 a dle pokynt vyrobce ekvilibrovéana.

Dale byla provedena kalibrace hmotnostniho spektrometru.
Kalibrace hmotnostniho spektrometru Q Exactive plus:

= Kalibrant Pierce LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution, Thermo Fisher
Scientific, USA
= MeOH, LC-MS grade, Fluka, USA
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Proteomické analyza byla provedena pouze v pozitivni modu, kalibrace se tedy provadi pouze na
pozitivni kalibrant. Pfi kalibraci se po ustaleni celkového proudu iontl (TIC) se provadi evaluace
a kalibrace.

V kalibrantu se objevuji nasledujici ionty: caffeine (195), MRFA (524), Ultramark 1621 (max. pii
1621) and n-butylamine (74). Zaznam kalibrace je na obrazku (Obrazek 17).
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Obrazek 17: MS zaznam kalibrantu v ESI +

Dle pokynli vyrobce byla provedena zakladni evaluace pro sledovani ptfesnosti hmoty (mass
check), evaluace izolace (ISO mass, Q trans), dle potfeby byla provedena kalibrace danych
parametr. Pro zékladni kalibraci staci cca 100 1 kalibrantu. Pfed a po prove deni kalibrace se
kapilara i stfikacka proplachnou MeOH. Po uspéSném dokonceni kalibrace je mozné zacit

s méfenim.
Vzorky byly vyjmuty z mrazaku, natedény na 0,1 pg/pl pomoci mobilni faze load A (kazda frakce

obsahuje cca 2,6 g peptidii, 26 1 load A bylo pfidano ke kazdému vzorku). Dale byl pfipraven
CytC 100 fmol/l.
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Vzorky byly analyzovany v nasledujicim potradi: Blank (mobilni faze load A), CytC, 4x vzorek,
Blank (mobilni faze load A), CytC.

Blanky byly analyzovany 35 min metodou s 10 min gradientem 6-45-2 % B, CytC byl analyzovan
60 min metodou s 30 min gradientem 2—45-6 % B a vzorky 85 min metodou s 60 min gradientem
6—44 % B. Vzorky byly analyzovany pfi pritoku 0,200 1/min s nastfikem pii 8 I/min. Pfi analyze
CytC byl na kolonu nastfiknut 1 1 vzorku, u vzorka plodovych vod bylo nastfiknuto 5 1 vzorku,
tedy 0,5 g.

Vzorky byly analyzovany ve 3 technickych replikatech dle néasledujicich parametra:

= Mobilni faze: A—2% ACN, 0,1% FA, B-80% ACN, 0,1% FA

= Kolona: Acclaim PepMap RSLC, 75 m, 50 cm, C 18,2 ma piredkolonka PepMap 100
ViperTrap, 3 m, 100

= LC pfistroj: UHPC UltiMate 3000

= MS pfistroj: Q Exactive plus

= Vyhtev kolony: 35 C

= Maximadlni tlak na kolon¢: 780 bar pro nanopumpu, 600 bar pro loading pumpu

=  Vyhtev autosampleru: 5 C

= Objem nastiiku vzorku: 51

= Délka metody: 35 min (metoda A — analyza blanki), 60 min (metoda B — analyza standardii
CytC), 85 min (metoda C — analyza vzorkl)

= QGradient: 35 min metoda - Tabulka 14, 60 min metoda - Tabulka 15 a 85 min metoda -
Tabulka 16

Tabulka 14: Gradient metody pro finalni LC-MS/MS analyzu blankii (35 min metoda)

¢as [min] % nano B prutok — nano [pl/min] prutok — loading [pl/min]
0 6 0,2 8
3 6 0,2 8
13 45 0,2 8
14 90 0,2 8
18 90 0,2 8
19 2 0,2 8
35 2 0,2 8
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Tabulka 15: Gradient metody pro finalni LC-MS/MS analyzu CytC (60 min metoda)

¢as [min] % nano B pritok — nano [pl/min] pritok — loading [pl/min]
0 2 0,2 8
3 2 0,2 8
33 45 0,2 8
34 90 0,2 8
38 90 0,2 8
39 6 0,2 8
60 6 0,2 8

Tabulka 16: Gradient metody pro finalni LC-MS/MS analyzu vzorkii (85 min metoda)

¢as [min] % nano B pritok — nano [pl/min] pritok — loading [pl/min]
0 6 0,2 8
3 6 0,2 8
63 44 0,2 8
64 90 0,2 8
68 90 0,2 8
69 6 0,2 8
85 6 0,2 8

V priitbéhu méfeni byly porovnavany standardy a nasledné i jednotlivé replikdty mezi sebou.
Porovnani replikatti (Ptiloha 3), standardi (Ptiloha 4) a ukazka technické poruchy (Ptiloha 5) jsou

uvedeny v prilohach.

full MS a MS/MS nastaveni:

Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru pfi analyze ve skenovacim modu (full MS)
a pii fragmentaci prekurzori (MS/MS) jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 17). Pro interni kalibraci

spekter (Lock mass) byla pouzita hmota m/z 445,12003 ([(C2HeSi0)stH]+).
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Tabulka 17: Parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru Q Exactive plus pii LC-MS/MS

full MS
Rozliseni 30 000
Maximalni pocet iontii v pasti 3x106
Naboj <1, >8,
Doba plnéni 100 ms
Rozmezi m/z 350-1600 m/z
MS/MS
Rozliseni 17 500
Maximalni pocet iontii v pasti 1x105
Doba plnéni 50-60 ms
Normalizovana kolizni energie 33
Dynamicka exkluze 8s
Poclet prekurzorii pro fragmentaci 10
Izola¢ni okno 3 Da

Analyza byla provedena v rezimu IDA (Information Dependent Acquisition), ¢astéji znama jako
DDA (data-dependent acquisition). Tento typ analyzy umoziiuje fragmentaci vSech ionti ze
zvoleného m/z rozmezi a zvolené mnozstvi nejintenzivngjsich iont dale podrobuje MS2 analyze.
Vystupni data byla po LC-MS/MS analyze zpracovana pomoci programu MaxQuant 5.1.2.8 se
zabudovanym vyhleddvacem Andromeda. Parametry nastaveni pro vyhodnoceni byly zvoleny
nasledovné: jako dynamicka modifikace byla nastavena deamidace a oxidace, jako fixni
modifikace vyplyvajici z Upravy vzorku pfi pfipravé byla zvolena methylthiolace. Maximalni
MS/MS tolerance byla nastavena na 20 ppm. Minimalni pocet aminokyselin v peptidu byl nastaven
na 5. Pro kvantifikaci nebyly brany modifikované peptidy a dany peptid musel byt zachycen
minimalné dvakrat. Bylo akceptovano 5 % faleSné pozitivnich vysledki mezi vSemi spolehlivé

identifikovanymi peptidy (FDR 0,05).

Identifikace probihala na zdklad¢ analyzy intenzit peptidi ve vzorku. Vysledné proteiny byly
identifikovany a kvantifikovany pomoci jedine¢nych peptidovych sekvenci (unique peptides) nebo
byly vytvofeny proteinové skupiny (protein groups) pomoci sdilenych peptidovych sekvenci (razor

peptides). Ke kvantifikaci proteint byly vyuzit pouze nemodifikované peptidy.
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4.3. Statistické zpracovani dat, jejich identifikace a kvantifikace

Proces zpracovani a vyhodnoceni dat byl rozdélen do nékolika kroki:

Zakladni statistické vyhodnoceni souboru pacientek

Vyhodnoceni stanoveni celkového mnoZzstvi proteinli ve vzorkach metodou BCA
Vyhodnoceni imunodeplece

Identifikace proteinti na zaklad¢ analyzy peptidii

Vypocet iTRAQ pomért

Ptiprava zékladniho datasetu

Filtrovani dat

Imputace a normalizace dat

Statistické zpracovani finalniho datasetu

Vizualizace dat

Zakladni zpracovani a vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu MS Office Excel a R.

K identifikaci a kvantifikaci dat byl pouzit software Max Quant verze 1.5.2.8. Pro pfesnéjsi ur¢eni

moznych modifikaci u vzorku byl pouzit voln¢ dostupny program PMi Preview Commercial.

K imputaci, normalizaci a finalni vizualizaci byly pouzity programy Perseus verze 1.5.1.6

a program R verze 3.3.1.
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5. Vysledky

Vysledky jsou pro ptehlednost rozdéleny do blokt, ve kterych byly postupné zpracovany,

jak je uvedeno v kapitole 4.3.

5.1.zakladni statistické vyhodnoceni souboru pacientek
Tabulka (Tabulka 18) zndzorfuje statisticky zpracované udaje o souboru pacientek. Data

byla zpracovéana v programu MS Excel, k vyhodnoceni byl pouZit t-test.

Vék pacientek se pohyboval v dobé odbéru mezi 27 az 43 lety. Gestacni stafi plodu pii odbéru
v rozmezi 102—119 tydnt ani pocet predchozich téhotenstvi (0—6) neni pro rozdéleni do pozitivni
a kontrolni skupiny statisticky vyznamné. Vék matky pii odbéru plodové vody, v priméru o rok
vy$$i v pozitivni skuping, naopak statisticky vyznamné je. Coz se shoduje s rizikovymi faktory,
kterym pravé vyssi vék matky je. DalSim statisticky vyznamnych rozdilem mezi skupinami je

porodni védha novorozence.
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Tabulka 18: Statistika souboru pacientek

Vék matky pii  Gestacni stafi pii  Poclet piedchozich ~ Gestacni stafi pii  Porodni vaha
odbéru (roky) odbéru (dny) téhotenstvi porodu (dny) (gramy)
Cely soubor pacientek
Minimalni hodnota 27 102 0 219 1415
Maximalni hodnota 43 119 6 293 4730
Sti‘edni hodnota 36,63 110,3 1,172 267,2 3197
Smérodatna 3,047 4,296 1,189 19,42 633,6
odchylka
Pozitivni skupina (case)
Minimélni hodnota 33 102 0 219 1415
Maximalni hodnota 43 119 6 258 3410
Sti‘edni hodnota 37,67 110 1,292 245,6 2603
Smérodatna 3,002 5,12 1,517 12,88 4419
odchylka
Kontrolni skupina (control)
Minimalni hodnota 27 105 0 269 2875
Maximalni hodnota 43 118 4 293 4730
Sti‘edni hodnota 36 110,4 1,1 280,1 3554
Smérodatna 2,935 3,781 0,9554 7,318 430,7
odchylka
P hodnota t test (case 0,033 0,7495 0,5368 <0,0001 <0,0001
vs, control)
statisticky ano ne ne ano ano
vyznamné
(p <0,05)

5.2.vyhodnoceni stanoveni celkového mnoZstvi proteinii ve vzorkiach metodou

BCA

Pro ptehled je vyhodnoceni ukédzano pouze na 4 testovacich vzorkdch SA, SB, SC a SD.

Podle stejného principu bylo vyhodnoceno vSech 64 vzorkl plodovych vod. Vyhodnoceni bylo

provedeno v programu piistroje Beckman Reader a dale zpracovano v MS Excel. Umisténi vzorkl

v 96 jamkové¢ desticce pfi méteni je zobrazeno v tabulce (Tabulka 19), ukazka vyhodnoceni je pak

znazornéna v tabulce (Tabulka 20).
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Tabulka 19: Rozmisténi vzorkii a standardii v 96 jamkove desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
A blank blank SA SA
B ST1 ST1 SB SB
C ST2 ST2 SC SC
D ST3 ST3 SD SD
E ST4 ST4
F ST5 STS
G
H
Tabulka 20: Ukazka vysledkii ziskanych z BCA analyzy testovacich vzorkii
Jamka Vzorek absorbance absorbance absorbance (OD) absorbance koncentrace
(OD) (OD) (priimér) (CV) (OD) (SD) [ng/ml]
Al Blank
A2 Blank
A3 SA 0,374 0,37 1.529% 0,006 7107,632
A4 SA 0,366 0,37 1.529% 0,006 7107,632
Bl ST1 0,114 0,113 1.252% 0,001 2078,278
B2 STI1 0,112 0,113 1.252% 0,001 2078,278
B3 SB 0,228 0,226 1.568% 0,004 4289,628
B4 SB 0,223 0,226 1.568% 0,004 4289,628
Cl1 ST2 0,212 0,212 0.334% 0,001 4015,656
C2 ST2 0,211 0,212 0.334% 0,001 4015,656
C3 SC 0,24 0,241 0.587% 0,001 4583,17
C4 SC 0,242 0,241 0.587% 0,001 4583,17
D1 ST3 0,316 0,314 1.128% 0,004 6011,742
D2 ST3 0,311 0,314 1.128% 0,004 6011,742
D3 SD 0,516 0,481 10.291% 0,049 9279,843
D4 SD 0,446 0,481 10.291% 0,049 9279,843
El ST4 0,401 0,396 1.605% 0,006 7616,438
E2 ST4 0,392 0,396 1.605% 0,006 7616,438
F1 STS 0,527 0,532 1.197% 0,006 10277,886
F2 STS 0,536 0,532 1.197% 0,006 10277,886
ColorCode AnaylsisStatus
Overflow
Error
Underflow
Unused
Extrapolated
NotEvaluated
Rejected
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Stejny postup vyhodnoceni byl pouzit i pro vzorky plodovych vod. Touto analyzou byly ziskany
vysledné celkové koncentrace proteinli v kazdém vzorku, vysledky byly pfepocitainy na mg/ml jak

je uvedeno v tabulce (Tabulka 21).

Tabulka 21: Prehled koncentraci celkového proteinu vzorkit plodovych vod v mg/ml

BCA

657 0 4,04




BCA

Cislo vzorku Case/control (1/0) BCA [mg/ml]
673 1 4,69
682 0 570
687 1 4,39
695 1 2,87
696 0 4,18
714 1 4,73
744 0 3,13
746 1 8,85
753 0 3,94
766 0 3,97
795 0 521
839 0 4,03
840 0 531
892 1 3,63
940 1 2,56
980 1 3,28
988 1 3,85
1029 1 4,21
1097 1 571
1112 1 2,94

5.3. vyhodnoceni imunodeplece
Pomoci imunoafinitni chromatografie byly vzorky depletovany od vysoce abundantnich
proteinti. K analyze bylo pouzito 400 g proteind. Pfiblizn¢ 90 % vSech proteinli jsou praveé
proteiny vysoce abundantni a byly ze vzorkt odstranény. Imunodepleci byl ziskédn soubor vzorkd,

kde kazdy vzorek obsahoval piiblizné 40 g celkového proteinu.

Zaznam chromatogramu je uveden na obrazku (Obrazek 18).
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Obrazek 18: UV/VIS chromatograficky zaznam imunodeplece: frakce A obsahuje proteiny nenavazané na protilatky kolony —
nizko a stiedné zastoupené, tato frakce byla jimana; frakce B obsahujici abundantni proteiny navazané na kolonu

5.4.identifikace proteinii na zdkladé analyzy peptidi po LC-MS/MS analyze

Vsechny vysledky proteomické LC-MS/MS analyzy byly zpracovany pomoci programu

MaxQuant. VSech dvacet multiplexti bylo vyhodnoceno samostatné a vysledky pak hromadné dale

zpracovany. Primérné bylo na kazdy multiplex (tedy 3 vzorky a jeden GIS) zpracovano

231993 MS/MS spekter z ¢ehoz bylo identifikovano 2100 proteinovych skupin. Podrobnéjsi pocty
identifikaci popisuje tabulka (Tabulka 22). Jak jiz bylo zminéno vySe, vysledné proteiny jsou

uvedeny jako proteinové skupiny, tedy skupina proteind, kdy nebylo kvili sdilené peptidové

sekvenci jednoznaéné rozliSitelné, o jaky protein se jedna.

Tabulka 22: Priimeérné pocty identifikaci na jeden multiplex po LC-MS/MS analyze

Identifikace Anglicky nazev Primér na multiplex CV (%)
zpracovana MS/MS spektra Search inputs (MS/MS submited) 231993 4
identifikovana MS/MS spektra PSM(s) (MS/MS identified) 43 854 16
modifikované peptidové sekvence modified peptide sequence 14 258 15
jedine¢né peptidové sekvence unique peptide sequence 10 945 14
proteinové skupiny protein groups 2 100 9
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5.5.vypocet iTRAQ poméri
Dale bylo potieba data upravit z hodnot intenzit na hodnoty pomért. Diky vyuziti technologie
iTRAQ byla data zaznamendna jako intenzity reporterovych iontd. Tyto hodnoty je nutné
vztdhnout vzdy k pomérti ku globalnimu internimu standardu. V kazdém multiplexu, tedy souboru
3 vzorki a jednoho GIS, ktery byl méfen v jednom nastiiku, jako jediny vzorek, bylo nutné tyto
poméry vycislit. Vyslednd hodnota tedy nebyla pfima odezva daného proteinu, ale jeho pomér v
ramci celého souboru ke GIS. Tyto poméry byly vytvofeny v programu Excel. Schéma tohoto

zpracovani je na nasledujicim schématu (Obrazek 19).

v K iTRAQ
zore He znacka Intensita Intensita Intensita Intensita
ID proteinu  reporterového reporterového reporterového reporterového

- GIS 9 114 iontu 114 iontu 115 iontu 116 iontu 117
s IR 9 115 ‘ protein XY 32072 28742 37473 46282
=1 5 9 e protein AB 245760 303990 269600 467630
3 _pratein QR 155020 143430 240640 372660

36 9 117

— Vypocet poméru intenzit vzorku ku GIS:
115/114, 116/114, 117/114

Pomér vzorku ku GIS Pomér vzorku ku GIS Pomér vzorku ku GIS
ID proteinu Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3
protein XY 0.896171115 1.168402345 1.443065602
protein AB 1.236938477 1.097005208 1.902791341
—protein 77, 0925235453 1.55231583 2.403947878

Obrazek 19: Schéma vypoctu iTRAQ pomeérii z intenzit reporterovych iontit

5.6. priprava zakladniho datasetu
Po vytvoteni poméra byl vytvoten zdkladni soubor dat, ze kterého byly vyfiltrovany proteiny
identifikované na zékladé reverzni databaze a kontaminanty. Na zaklad¢ této upravy vznikl soubor
dat, ktery byl tvofen celkem 3185 proteinovymi skupinami. Tyto proteinové skupiny byly

identifikovany napfi¢ vS§emi multiplexy ve vSech tiech technickych replikatech.
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5.7.filtrovani dat
Data byla nasledné filtrovana. Filtrovani bylo provedeno na urovni proteind v ramci celého

datasetu. Pokud dany protein spliioval nize uvedend kritéria, byl nadale v datasetu zachovan.

Celkem byly vytvoteny 3 podminky pro filtraci dat:

1. Minimalni pocet 2 platnych hodnot ze tii replikatt

Touto Gpravou bylo odstranéno celkem 58 % proteint (42 % dat nemé¢lo Zadnou platnou hodnotu,

16 % pouze jednu ze tii replikatl), jak je vidét na obrazku (Obrazek 20). Ptiklad piijeti proteinu

do dal$iho zpracovani je uveden tabulce (Tabulka 23).

% platnych hodnot v datasetu

B 0 platnych hodnot ve 3 replikitech
@ 1 platnad hodnota ve 3 replikatech

m 2 platné hodnoty ve 3 replikdtech

B 3 platné hodnoty ve 3 replikatech

Obrazek 20: Procenta platnych hodnot napric triplikaty

Tabulka 23: Podminky prijeti ¢i zamitnuti proteinu pro dalst zpracovani na zdkladé platnych hodnot u prikladového proteinu XY

Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3 Pacient 4 Pacient 5

repl1 | repl2 | repl 3 | repl1 |repl2| repl 3 | repl1 | repl2 |repl3|repl1 |repl2|repl 3]repl 1|repl 2 repl3
ProteinXY J0.6673[0.5833[0.5976]1.5673 | N/A |1.4447]0.6716{0.7167|1.2500]0.8485 N/A | N/A | N/A | N/A | N/A

Prijato/
zamitnuto
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2. Variacni koeficient mensi nez 20 % mezi jednotlivymi replikéaty

Distribuce variaénich koeficient v datasetu

=20%
e

Obrazek 21: Zobrazeni variacniho koeficientu mezi triplikaty

B<5%

a5-10 %
ol0-15 %
O15-20 %
o> 10 %

Jak je vidét z grafu (Obrazek 21), méfeni v rdmci replikath bylo velice reprodukovatelné. Pouze

2 % dat bylo zamitnuto z diivodu vyssiho varia¢niho koeficientu nez 20 %. Podminky pro pftijeti

proteinu pro dal$i zpracovani jsou vyobrazeny v tabulce (Tabulka 24) na piikladovém proteinu

XY.

Tabulka 24: Podminky prijeti ¢i zamitnuti proteinu pro dalsi zpracovani na zdkladé variacniho koeficientu u piikladového

proteinu XY

Pacient 1

Pacient 2

Pacient 3

Pacient 4

Pacient 5

repl 1

repl 2 | repl 3

repl 1 | repl2 | repl 3

repl 1

repl 2

repl 3

repl 1 | repl2

repl3

repll | repl2 | repl3

Protein XY

0.6673

0.583310.5976

1.5673| N/A |1.4447

0.6716

0.7167

1.2500

0.8485] N/A

N/A

N/A | N/A | N/A

CV

5.95%

4.07%

29.87%

N/A

N/A

Prijato/
zamitnuto

3. Splnéni obou ptedchozich podminek alespoii v 75 % mezi kontrolni skupinou pacientek

a skupinou s ptfedcasnym porodem.

Podminky pro pfiijeti proteinu pro dalsi zpracovani jsou vyobrazeny v tabulce (Tabulka 25) na

ptikladovych proteinech XY, AB a ZZ.
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Tabulka 25: Finalni prijeti ¢i zamitnuti proteinu na zakladeé splnéni obou predchozich podminek v alespon 75 % obou skupin

case Kontrolni skupina Finélni data

Pacient 1 | Pacient 2 | Pacient 3 | Pacient4 | Pacient 5 | Pacient 6 | Pacient 7 | Pacient 8

Protein XY
Protein AB

Protein ZZ

5.8.imputace a normalizace dat

Na zékladé téchto kritérii byl z ptivodniho souboru 3185 identifikovanych proteind vytvoten
soubor 1111 kvantifikovanych proteinovych skupin.
DalSim krokem byla imputace dat. Dle pfedchozich podminek byly v souboru dat i proteiny,
u kterych byly nulové hodnoty. Pro naslednou normalizaci dat bylo potieba tyto nulové hodnoty
doplnit. Z celého souboru bylo potieba nahradit 8 % dat. Pokud v hodnotach ze tii replikatti chybéla
jedna, byla nahrazena primérem dvou predchozich. Pokud chybély dvé doplnila se hodnota jedné
zbyvajici a pokud chybély vSechny tfi, byly nahrazeny medidnem z dané skupiny (kontrolni/
s predcasnym porodem) (Tabulka 26). Déale byla v programu R provedena LOESS normalizace
dat. Tato normalizace snizuje rozdily mezi technickymi replikaty uvnitf skupin, coz vzhledem
k tomu, Ze jsou vSechny data vztazena k jednomu vnitinimu standardu, je Zadouci. Porovnani dat

pted a po normalizaci zobrazuje obrazek (Obrazek 22).

Tabulka 26: Typy imputovanych dat dle parametru méveni replikatii na prikladu 4 pacientii

Prijaté Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3 Pacient 4
proteiny

repl 1 repl2 | repl3 | repll  repl2 repl3 | repll | repl2 | repl3 | repll | repl2 | repl3
Protein XY 0,667 0,583 | 0,597 | 1,567 | N/A | 1,444 | 0,848 | NJ/A  N/A | NA | NJA | NA

Imputace ne prumér 2 hodnot kopie hodnoty median skupiny
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Obrazek 22: Zobrazeni dat pied a po normalizaci pomoci LOESS normalizace v programu R

5.9. statistické zpracovani finalniho datasetu
Po normalizaci byla data statisticky zpracovana pomoci t-testu. Replikaty byly vyhodnoceny
jako zavisla data, byly tedy pouzity priméry z replikatt. Chybé&jici hodnoty byly nahrazeny
praméry a mediany z dat pfed normalizaci a imputaci, aby nedoslo ke zkresleni hodnot. Pokud

chybély vSechny replikaty, byly hodnoty brany jako chybéjici.

5.10. vizualizace dat
Vysledky byly statisticky zpracovany dle p hodnoty jednoduchého t-testu a absolutniho
rozdilu mezi skupinami. Takto ziskana data byla dale vizudlné€ zpracovana ve formé grafu . Hladiny

kritérii byly stanoveny na Grovni p hodnoty t-testu pod 0,05 a absolutniho rozdilu mezi skupinami

nad 0,2.

Tato kritéria spliiovalo celkem 18 proteinii (Cervené a fialové oznacené v grafu (Obrazek 23),
pricemz 6 z nich mé&lo p hodnotu pod 0,01, jak je tu¢né vyznaceno v tabulce a fialové v grafu, ktera

data souhrnné¢ zobrazuje (Tabulka 27).
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Obrazek 23: Zpracovani vSech kvantifikovanych proteinit formou volcano grafu
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Tabulka 27: Vysledky zpracovani statisticky vyznamnych dat z proteomické studie

Néazev proteinu ID proteinové skupiny p-hodnota meziskupinovy dysregulace
(proteiny se sdilenymi peptidy) rozdil
Lipocalin-15 Q6UWWO 0,04417 0,38700 up
Chorionic PODML3;PODML2;Q14406 0,03932 0,27849 up
somatomammotropin
hormone 2
Plastin-2 P13796 0,02396 -0,21126 down
Semaphorin-3B Q13214 0,00099 -0,22140 down
Urotensin-2 095399 0,00716 -0,22344 down
Beta-galactoside alpha- P15907 0,02137 -0,22675 down
2,6-sialyltransferase 1
Insulin-like growth P24593 0,03701 -0,22694 down
factor-binding protein
5
Protein S100-A6 P06703 0,00620 -0,23385 down
Rho GDP-dissociation P52566 0,01597 -0,23855 down
inhibitor 2
FERM and PDZ Q5SYBO 0,00440 -0,25244 down
domain-containing
protein 1
Cathelicidin P49913 0,04774 -0,25402 down
antimicrobial peptide
Glutathione peroxidase P22352 0,03509 -0,25909 down
3
Plasminogen activator P05121 0,00192 -0,27168 down
inhibitor 1
Neutrophil defensin 3 P59666;P59665 0,01900 -0,27238 down
Extracellular P08294 0,00227 -0,27784 down
superoxide dismutase
{{Cu-Zn}}
Neutrophil gelatinase- P80188 0,03269 -0,28865 down
associated lipocalin
Insulin-like growth Q16270 0,02842 -0,34045 down
factor-binding protein
7
Keratin, type II P35908 0,04849 -0,37175 down
cytoskeletal 2
epidermal

Jednotlivé statisticky vyznamné proteiny dale znazoriuji nésledujici grafy (Obrazek 24), které
vzdy porovnavaji dany protein (v ndzvu grafu) a jeho relativni hodnoty na zakladé¢ p hodnot

a meziskupinového rozdilu ve skupiné€ pozitivnich (¢erveng) a kontrolnich (¢ern€) vzorkach.
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Obrazek 24: Grafické znazornéni statisticky vyznamnych proteinii. Relativni hladiny proteinii ve vztahu k GIS — Osa X oznacuje
relativni hladinu proteinu, osa Y oznacuje Cervené pozitivni , skupina case, tedy s predcasnym porodem a cerné kontrolni skupinu

daného proteinu (proteinove skupiny) z nazvu daného grafu. Vodorovné usecky oznacuji median.

Na zéklad¢ téchto dat byla déle spolupracujici skupinou ve védsku proveden a valida¢ni

a replikacni faze studie, jez ovSem nebyly soucasti této prace. Vysledky valida¢ni a replikacni ¢asti

jsou komentovany v diskuzi.
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné pomoci LC-MS/MS proteomickych metod
identifikovat biomarkery ptfed¢asného porodu z plodové vody odebrané v obdobi mezi 14. - 17.
tydnem t&hotenstvi, které by bylo mozné vyuzit k predikci pfedcasného porodu v klinické praxi

a tim snizit jeho incidenci.

Plodova voda nabizi Siroky potencial ke studiu rozsahlé skaly téhotenskych komplikaci. Pro
ptipravu vzorku k analyze byl zvolen postup, ktery se pro shotgun proteomiku bézné vyuziva —
tedy uprava vzorku, enzymatické Stépeni a naslednd separace smési peptidit pomoci

chromatografické separace se spektrometrickou detekci [73].

Piekazkou analyzy plodové vody je ovSem jeji vysokd komplexita a velké koncentracni
rozdily v zastoupeni jednotlivych proteint dosahujici az 12 koncentracnich fadi. Vice nez 90 %
celkového proteinového obsahu téchto vzorkli vsak tvofi nékolik malo vysoce zastoupenych
proteind, pfedevsim albumin, imunoglobulin G a dalsi, které mohou zastinovat diagnosticky ¢asto
zajimavé a nizko koncentrované proteiny, které mohou byt slibnymi kandidaty pro vyzkum

biomarkert rozli¢énych klinickych stavt [30].

Proto byly v této studii vyuzity takzvané multidimenzionalni (MudPIT — Multidimensional
Protein Identification Technology) piistupy vedouci ke zvySeni efektivity pokryti analyzovaného
proteomu analyzovaného biologického vzorku, tedy rozlisné technologické postupy ptispivajici ke
snizeni komplexity vzorkli a maximalizaci poctu identifikaci. Kromé tedy jiz vySe zminéného
standardniho postupu bylo vyuzito imunodeplece, kombinace dvou enzymi, izobarického znaceni
vzorkl a dvourozmérné chromatografie zakoncené tandemovou hmotnostni analyzou. Jednotlivé

kroky jsou dale popsany.

Imunodeplece byla provedena pomoci kolony MARS Hu-14 s protilatkami proti nejvice
zastoupenym proteiniim. Tato metoda byla vyvinuta pro snizeni komplexity lidské plasmy a je
zaméfend na odstranéni 14 nejvice zastoupenych proteinti (albumin, IgG, antitrypsin, IgA,
transferin, haptoglobin, fibrinogen, 2 -makroglobulin, 1 -kysely glykoprotein, IgM,
apolipoprotein A-l, apolipoprotein A-1l, komplement C3 a transthyretin). Vzhledem k tomu, ze
podobné¢ jako ostatni télni tekutiny vznika i plodova voda primarné¢ z plazmy, sdili s ni i spektrum

nejvice zastoupenych proteinti. Nicméné s postupujici délkou téhotenstvi se plodova voda svym
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slozenim od krevni plazmy vzdaluje. Ptes placentu do plodové vody neprochézeji velké molekuly,
neobsahuje tedy napt. imunoglobulin M, ktery je v plazmé hojné zastoupeny. Déle na rozdil od
krevni plazmy obsahuje velké mnozstvi fibronektinu misto fibrinogenu a neobsahuje haptoglobin
ve vyznamné koncentraci [74]. Pii pouziti MARS kolony navrzené pro depleci krevni plazmy
nedosahuje pak frakcionace takové ucinnosti, jak je vidét v tabulce (Tabulka 28), ale i pfesto

dochazi k odstranéni piiblizn€ 90 % celkového proteomu ve formé abundantni proteint.

Tabulka 28: Seznam proteinii depletovanych pomoci MARS Hu-14 kolony a porovnani nejvice zastoupenych proteinii krevni
plazmy a plodové vody. Zvyraznéné proteiny plodové vody jsou odstranéné pomoci této kolony [74]

Proteiny odstranéné pomoci 15 nejvice zastoupenych proteinti 15 nejvice zastoupenych proteinti
MARS Hu-14 kolony krevni plazmy plodové vody
albumin albumin albumin
IgG imunoglobuliny {{IgG,IgA,IgM}} imunoglobuliny {{IgG,IgA}}
antitrypsin serotransferrin fibronektin
IgA fibrinogen serotransferrin
transferin -mikroglobulin komplement C3
haptoglobin 1-antitrypsin j-antitrypsin
fibrinogen komplement C3 ceruloplasmin
az-makroglobulin haptoglobin -fetoprotein
ai-kysely glykoprotein apolipoprotein A-I vitamin D-vazici protein
IgM apolipoprotein B periostin
apolipoprotein A-I 1-kysely glykoprotein apolipoprotein A-I
apolipoprotein A-II lipoprotein antithrombin III
komplement C3 faktor H prekurzor transformaéniho ristového faktoru
indukovany proteinem Ig-H3
transthyretin ceruloplasmin -mikroglobulin
komplement C4 plasminogen

V kolonéch jsou na nosici imobilizovany protilatky proti pozadovanym abundantnim proteintim.
Biologicky vzorek je na kolonu aplikovdn v nanaSecim pufru, ktery minimalizuje
protein — proteinové interakce, ¢imz dovoluje nizko zastoupenym proteinlim, které ¢asto vyuzivaji
velké proteiny jako transportni, uvolnit se z této vazby a voln¢ projit kolonou. Vysoce zastoupené
proteiny, které najdou vazebného partnera v podobé¢ protilatky se pak na koloné€ zachyti. Béhem
promyti vzorku nanaSecim pufrem byla jiména frakce vSech nezachycenych proteint. Poté byl
systém preveden do elu¢niho pufru, ktery rozrusil vazbu mezi imobilizovanou protilatkou
a proteiny, coz vedlo k vyplaveni vysoce zastoupenych proteini v dalsi frakci [31]. Takto upraveny

vzorek byl pak podroben dalsi analyze.

Kromé nespornych vyhod s sebou vsak imunodeplece piindsi i urcitd rizika. Pravdépodobné;ji

nejvyznamngj$im je nechténé odstranéni proteint kvili nespecifickym vazbam na nosi¢ kolony ¢i
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moznosti navazani potencialné zajimavych proteinli na vysoce zastoupené proteiny. Nékteré prace
provedené na krevni plazmé také poukazuji na netplnou depleci pozadovanych abundantnich
proteinti [75, 76] ¢i naopak na nechténé zadrZeni proteint jako je 1 -kysely glykoprotein 1,
1 -kysely glykoprotein 2 a 1 -antichymotrypsin na MARS kolon¢ [77]. | navzdory tomuto riziku
je imunodeplece vysoce zastoupenych proteinti velmi pfinosnym ¢i dokonce nutnym krokem pii
ptipravé vzorku pro proteomickou analyzu zamétenou na identifikaci novych biomarkert, protoze

jeji vyhody znaéné prevazuji mozna rizika [77, 78].

I kdyz je vySe zminénd metoda primarné ur¢ena a také nejcastéji vyuzivany ke zpracovani lidské
plazmy, v principu nic nebrani jejich aplikaci také na jiné biologické tekutiny, jak dokazuje tato ¢i
jiné studie, kde byla MARS kolona pouzita k depleci abundantnich proteint v lidské moci [79],

cerebrospinalni tekutin€ [80] a dalSich télnich tekutinach [81].

Tento pfistup byl vyuzit v mnoha projektech analyzujicich plodovou vodu pomoci LC-MS/MS.
Diky nému bylo mozné identifikovat mnoho potencidlnich biomarkerti pted¢asného porodu
spojeného s predcasnou rupturou plodovych oballl (napt. cathelicidin, myeloperoxidaza, matrix
metaloproteinaza-9, neutrofil defensin-1) [82, 83], ¢i se spontannim pfedCasnym porodem
vyvolanym infekei (lipocalin-1, glykodelin nebo nikotinamid fosforibosyltransferaza) [84]. Tyto a
dalsi naSe studie potvrzuji efektivitu MARS deplece, a ptfedevS§im poukazuji na moznost az
dvojnasobného mnozstvi identifikaci, pravé diky odstranéni vysoce zastoupenych proteint
z biologického vzorku. Obrazek (Obrazek 25) znézorniuje zminény rozdil v poctu identifikaci na

urovni proteint i peptidii. Tato data pochazi z optimalizacni faze této studie.
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Obrazek 25: Porovnani poctu identifikaci vzorkii pred a po imunodepleci. Modre jsou zndzornéné pocty identifikaci po
imunodepleci. LC-MS/MS analyza byla provedena na vzorku poolu plodovych vod v ramci pripravy protokolu pro finalni projekt

Dalsim krokem v ptipraveé vzorki pro analyzu bylo enzymatické Stépeni. V této praci byla

pouzita kombinace dvou enzymt, a to trypsinu a rekombinantni lyzinazy C.

Enzymatické Stépeni pomoci trypsinu je povazovano za zlaty standard shotgun proteomiky,
predevsim proto, Ze je velice efektivni, velmi rozsifeny a cenoveé dostupny. Tato serinova protedza
specificky $tépi karboxylové (C-konce) konce za lysinem a argininem, ¢imz diky jejich castému
vyskytu poskytuje kratké peptidové sekvence (0,5 - 3 kDa) vhodné pro LC-MS ¢i LC-MS/MS
analyzu. Vyskyt kratkych sekvenci (pod 6 aminokyselin) je ovSem také jednou z nevyhod pouziti
trypsinu, takto kratké sekvence jsou casto neidentifikovatelné a snizuji tak celkové pokryti
identifikovanych ¢asti proteomu, ¢im znemoznuji tieba rozliSeni jednotlivych izoforem proteinii ¢i

posttranslac¢nich modifikaci [73].

Dalsi nevyhodu je pak netplna proteolyza, Spatné St€peni u k sobé tésné slozenych proteinli nebo

neschopnost §tépit argininové a lyzinové konce sousedici s prolinem [85].

Vhodnym krokem pro zvyseni efektivity St€peni a vysledného pokryti identifikovanych casti
analyzovaného proteomu je vyuziti kombinace enzymt. Rekombinantni lyzinaza C §tépi velice
specificky karboxylové konce lyzinu, ¢imZz vyrazné zvySuje efektivitu trypsinového §tépeni. Je také
stabilni i v denaturacnich ¢inidlech, ¢ehoz se vyuziva u Sté€peni proteolyticky stabilnich proteint

[86].
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V této praci byla nejprve vyuzita vysoka specifita Stépeni rLysC, po nastépeni lyzinovych koncti
pfisel na fadu trypsin, ktery jiz krats$i peptidy s vysokou specifitou nastépil na mistech s lyzinem
(pokud jesté néjaka zbyla) a argininem. Tento postup velice zvysil celou efektivitu, jak bylo

ukéazéano na kontrole kvality Stépeni v sekci vysledky.

Jako dalsi krok v ptipravé vzorkl pro analyzu bylo pouzito izobarického znaceni pro relativni
kvantifikaci proteinti. V této studii bylo pouzito znaceni pomoci iTRAQ 4-plex. Ackoliv jsou na
trhu 1 dalS$i produkty jako je iTRAQ 8-plex ¢i konkurencni znacky TMT duplex, 6-plex
a 10-plex, diky némuz lze analyzovat az 10 vzorkl najednou, nékteré studie naznacuji, Ze pocty
identifikovanych proteint a peptidi jsou u vyuziti iTRAQ 4-plex nejvyssi [57, 59]. Kvantifikace
pomoci izobarickych znacek je v proteomickych studiich velice béznd. Moznost multiplexovani
jednak urychluje analyzu diky méfené vice vzorklli najednou ale také snizuje chyby vnesené do
ptipravy vzorkd a déale chybé&jici hodnoty pii méteni. Multiplexovani vzorkid je proto vhodné

provést co nejdiive.

Vyuziti iTRAQ 4-plexu s sebou pfinaSi mnoho vyhod, ale i nevyhod. V porovnani jinymi
izobarickymi znackami (iTRAQ 8-plex, TMT 10-plex) lze sice kombinovat pouze 4 vzorky, je
tedy potteba vice pfistrojového Casu a jednotlivé sady vzorku se od sebe mohou vice lisit, vznika
vice chybéjicich dat, ale nedochazi, jak ukazuji studie, k vyrazné&j$imu zhorSeni kvality spekter, jak
tomu muze byt u jinych znacek [57, 59]. VSeobecnou nevyhodou vyuziti vSech typl izobarickych

wvewr

citlivou instrumentaci a dbat na piesnou ptipravu vzorku [60].

Vyhodu ma iTRAQ-4plex, jak jiz bylo zminéno, pfedev§im v moznosti multiplexovani 4 vzorkt
v jednom LC-MS/MS méfteni, coz vede ke zkraceni celkové doby analyzy a sniZzuje se chyba
vnesend porovnavanim vice méfeni [57]. Dalsi vyhodou je jednoduché provadéni replikath
a snizeni mnozstvi chybéjicich hodnot, coz je velice zadouci u studii porovnavajici relativni

zastoupeni proteinti mezi skupinami, jak je tomu v této studii [40].

Dvourozmérna chromatografie (2D-LC) se v proteomice casto vyuziva ke snizeni
komplexity vzorkl pied vlastni tandemovou hmotnostni spektrometrii. Atraktivita této metody
spociva ve vyuziti dvou ortogonalnich LC metod a coz vede ke zvySeni separacni efektivity

kombinaci pikové kapacity obou metod. Tyto metody lze v zavislosti na kombinovatelnosti
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mobilnich fazi provadét v rezimu off-line i on-line. Pro 2D-LC je mozné kombinovat fadu metod
jako je RP, SCX, SEC, HILIC. Vhodné¢ kombinace s dostatecnou ortogonalitou jsou SCX-RP,
HILIC-RP ¢i RP-RP. Vyuziti separace na reverznich fazich v obou dimenzich (RP-RP), kde se
jednotlivé separace lisi v pH, vykazuje nejvyssi pikovou kapacitu [87]. Tato metoda byla vyuzita
v této praci. Jak jiz bylo popsdno v postupu, prvni stupeni byl proveden v bazickém pH (pH 10),
jimané frakce byly nasledné¢ kombinovany metodou nejvzdalenéjsiho souseda a pfipraveny pro
naslednou RP-LC-MS/MS analyzu, kterd probihala v alkalickém pH. V tomto pfipadé se tedy
jednalo o off-line frakcionaci. Jak je ukdzano v grafu (Obréazek 26) nize, diky tomuto pfistupu se

nam povedlo ziskat n¢kolikanasobné mnozstvi identifikaci.

Porovnani poctu ziskanych informaci pted a po frakcionaci vzorku
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pocet proteinovych skupin pocet peptida pocet PSMs pocet vstupt

mbez frakcionace W po frakcionaci

Obrdazek 26: Porovnani poctu identifikaci vzorkit bez a po frakcionaci. Osa X je v logaritmickém méritku. Data opét pochazi
z optimalizacnich fazi této studie

Kone¢na LC — MS/MS analyza probihala byla provedena ve 3 technickych replikatech. Zaznam
full scanu dvou multiplexi je uveden v ptiloze (Ptiloha 2). Porovnani méteni replikatii je uvedeno
v ptiloze (Pfiloha 3). Nejprve byly zmétfeny vSechny vzorky v prvnim replikatu, nésledné
v druhém a pak ve tfetim. V sadach byl méten stale stejny standard Cyt C (pouze noveé rozmrazeny
z ptipravenych zasob), aby se dala pfipadny posun v retencnich casech ¢i pokles senzitivity
korigovat. Porovnani 3 Sarzi Cyt C je uvedeno v pfiloze (Ptiloha 4). Dale dochéazelo v pribéhu

meéteni k vyméndm mobilnich fazi. Pfed pokracovanim v analyze byly provedeny vSechny bézné
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testy na LC, kalibrace MS a promé&fena fada standardl. Nebyl zaznamenan zadny vyznamny posun

v reten¢nich ¢asech ¢i zména senzitivity méfeni.

K vyhodnoceni dat bylo mozné vyuzit dva programy: Proteome Discoverer Software (PD)
(Thermo Fisher Scientific, USA) anebo volné¢ dostupny program MaxQuant (MQ) (Max Planck
Institute for Biochemistry, Némecko). Tyto programy vyuzivaji odlisné vyhodnocovaci strategie,
rozdilné metody pro slucovani proteinovych skupin a také jinak pracuji s modifikacemi a jsou jinak
Casové narocné. Graf (Obrazek 27) znédzorfiuje porovnani poctu ziskanych identifikaci

z jednotlivych programi po analyze 4 multiplexti. Parametry byly nastaveny co nejvice shodné.
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= PD MTPX 3
10000 = MQ MTPX 3
= PD MTPX 7
1000 = MQ MTPX 7
= PD MTPX9
100 = MQ MTPX 9
= PD MTPX 12
10 = MQ MTPX 12
1

proteinové sjednocené peptidy identifikovand  zpracovana
skupiny proteiny MS/MS spektra MS/MS spekrta

Obrazek 27. Porovndni programu PD (modry) a MQ (Cerveny) v mnozZstvi ziskanych identifikaci. Data jsou vyobrazena
v logaritmickém meritku

Po analyze prvniho replikatu byla data nahrana do obou programu. A¢koliv doba ke zpracovani dat
byla u PD kratsi, po porovnani vysledki z obou programti byl zvolen MaxQuant pro celkovou
analyzu. MaxQuant poskytoval vice proteinovych skupin i peptidd a celkovych vstupt ale také

veétsi mnozstvi modifikaci.

Systematické odchylky v datech byly odstranény pomoci loess normalizace v programu R, ktera je
spole¢né s linedrni regresi ¢i normalizaci na median bézné pouzivanou v proteomickych datech

[88, 89]. Tento typ regrese byl pro tato data nejvhodnégjsi. Dale byla data zpracovana predevsim
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v programu Excel, a to pomoci jednoduchého t-testu, protoze po zpriimérovani hodnot z replikat

se jednalo o nezavislé data a bylo mozné vyuzit tohoto jednoduchého testu.

Proteomickéd analyza plodové vody ndm umoznila hloubkové prozkoumat jeji sloZeni
a zam¢fit se na potencidlni biomarkery pred€asného porodu. Diky této analyze jsme finalné
identifikovali 18 dysregulovanych proteint, jejichz hladiny se liSily na hladin€é vyznamnosti 0,05
s absolutnim rozdilem mezi pozorovanymi skupinami (pfedcasny porod a terminovy porod) o vice
nez 0,2. Dva z téchto proteinli byly zvysené (Lipocalin-15 and Chorionic somatomammotropin
hormone 2), zbylé proteiny byly snizené v porovnani s kontrolni skupinou. Mnohé z téchto proteini
jiz byly ve studiich zaméfenych na pred¢asny porod ¢i jiné t¢hotenské komplikace zminéné. Ne
vzdy vSak byly stanoveny v plodové vodé€. V nékterych studiich byly tyto proteiny stanovené

v cervikovaginalni tekuting ¢i séru ¢i placenté [21].

Ani jeden z vySe uvedenych proteinti (Lipocalin-15 and Chorionic somatomammotropin hormone
2), které byly v této studii nalezeny ve vyS$im zastoupeni v pozitivni oproti kontrolni skupiné

nebyly dosud v proteomickych studiich zminény ve vztahu k t€hotenskym komplikacim.

Lipocalin-15 patii do rozsahlé skupiny lipokalinti, malych transportnich molekul hrajicich
vyznamnou roli v rozliSnych patologickych stavech. Mnoho z nich bylo jiz velice podrobné
poslano, o lipocalinu-15 se toho zatim pfili§ nezjistilo, pouze Ze se jednd o transportni a signalni

protein podilejicich se i na metabolismu lipida [90, 91].

Chorionic somatomammotropin hormone 2 se podili na kaskad€ procest u signaliza¢nich cest

rustového hormonu [90].

s te¢hotenskymi komplikace i pfed¢asnym porodem specificky zminéné. V cervikovagindlni

tekuting byly detekovany Plastin-2 a Rho GDP-dissociation inhibitor 2 [92].

Plastin-2 je aktin vazajici protein, ktery se podili na aktivaci T — buné€k pfi imunitni odpovédi. Rho
GDP-dissociation inhibitor 2 je signalni molekula zapojend do mnoha procesti véetné apoptdzy

a regulacnich procest pfi vyméné GDP/DTP [90].

Plasminogen activator inhibitor 1 byl identifikovan v ramci studie plodové vody odebrané v asné

fazi t€hotenstvi (16.-18. tyden téhotenstvi) ve fyziologickém stavu pomoci 2-DE a ESI-MS [93].
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Jeho funkce je znacné€ spojend s vyvojem embrya a mnoho studii naznacuje, Ze mize mit spojitost
s nahlymi potraty [94], preeklampsii, intrauterinni rstovou restrikci plodu ¢i té€hotenskou
cukrovkou. V téchto studiich byla hladina tohoto proteinu zaznamenana ve vyssi hladiné oproti
zdravym kontroldm, coZ je v rozporu s nasimi vysledky, byla ov§em méfena v krvi, nikoliv

v plodové vode [95].

Dvé¢ studie Tambor et al. provedené na pPROM vzorkach plodovych vod poukazuji na
zvySen¢ hladiny Cathelicidin antimicrobial peptide u zen s mikrobidlni invazi (MIAC)
a histologickou chorioamnitidou (HCA), tedy rizikovych faktorem pied¢asného porodu [82, 83].
V druhé uvedené studii byl také identifikovan Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL).
Oba tyto proteiny byly ovSem v kontrolni skupiné snizené v porovnani se rizikovou skupinou (zde
skupina s MIAC a HCA) a oba tyto proteiny byly v naslednych studii verifikovany pomoci ELISA
[82, 96]. Cathelicidin i NGAL byly v uvedenych studiich signifikantné zvySené v porovnani

s kontrolni skupinou.

Cathelicidin jako antimikrobialni peptid se schopnosti vézat se na lipopolysacharidy bakterii, ¢imz
hraje klicovou roli v obrané organismu. Mnoho studii provedenych na cervikovaginalni tekutiné

ptichazi taktéz s vysledky zvysSené hladiny cathelicidinu u Zen s bakterialni vagindzou [97].

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin hraje klicovou roli v imunitni obranyschopnosti
organismu a slouZzi jako transportni molekula pro mnoho latek (retinoidy, arachidonova kyselina,
prostaglandiny, mastné kyseliny, steroidy, Zelezo a matrixmetaloproteinazy). ZvysSena hladina
NGAL je podrobné popsana v mnoha studiich ve spojitosti se intraamnidlnim zanétem a infekci

[98].

Vysledky této studie jsou v tomto ohledu opa¢né. Diivodi mize byt hned nékolik. Byl pouzit
jiny proteomicky pfistup. Pfitomnost MIAC ani HCA nebyla na vzorkéach vyuzitych v této studii
testovana, taktéz nebyly vzorky odebrany po prasknuti plodovych obali pPROM ale v diivéjsi fazi
téhotenstvi (14. - 17. v této studii vs. 24. - 35.tt). Je tedy mozné, ze vysledné rozdily v expresi
téchto proteintt mohly vzniknout pravé z diavodi jiné doby odbéru vzorki ¢i faktem, Ze tyto
valida¢ni studie pracovaly se vzorky pPROM. Porovnéavani vysledki studii je velice obtizné,
protoze dynamika jednotlivych proteinti se mize liSit v zavislosti na ¢ase a patologickém stavu

a predevsim biologickém materidlu, protoZe vétSina ostatnich studii byla provadéna na séru, krvi
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¢i cervikovaginalni tekutiné [97-99]. OvSem nehled€ na celkové hladiny, je jednoznacné, Ze jak
v této, tak jinych studiich, jsou hladiny téchto proteinu dysregulované, lze tedy na zakladé téchto
studii zaradit Cathelicidin a NGAL na panel potencialnich ukazatelt pfedcasného porodu. Potvrdit

to ovsem mohou jen nasledné studie.

Mezi dal$imi v pfedchozich studiich zminénymi proteiny je Neutrophil defensin 1 a 3. Tyto
proteiny jsou nejcastéji zmiiiovany v kombinaci Neutrophil defensin 1 a 2 a Calgranuliny A a C
pro urceni takzvaného MR-skore, coZ je hodnotici systém zaloZeny na pfitomnosti ¢i absenci pikl
téchto proteint v SELDI profilovani vyuzivaného pifedev§im ve studiich Buhimshi et al.
zaméfenych na téhotenské komplikace k potvrzeni pfitomnosti intraamnialniho zanétu ¢i infekce
[70]. Porovnani s vysledky této studie 1ze opét pouze zhodnotit, Ze i v tomto ptipadé byl neutrophil
defensin nalezen mezi dysregulovanymi proteiny pii porovnani pozitivni a negativni skupiny
pacientek. Jiné porovnani neni patrné z diivodl zcela odlisného zplsobu analyzy a vyhodnoceni

vzorki mozné.

Mnoho studii ale bohuzel stidle nabizi pouhy vycet nalezenych pikd bez identifikace ¢i
kvantifikace [100]. A pravé tento nedostatek v oblasti identifikace ¢i kvantifikace je hlavnim
uskalim ve vyvoji novych biomarkert a jejich zavadéni do klinické praxe. Aby mohl byt biomarker
zaveden, musi spliiovat fadu kritérii, jak bylo jiz vySe uvedeno. Pfedev§im musi mit ale vysokou
senzitivitu a specificitu. Oba tyto faktory jsou ovlivnény jiZ naplanovanim studie. Mnoho studii je
ukoncéeno uz po prvni (discovery) fazi (at’ jiz zdméerné ¢i z divodi nedostatku finan¢niho, vzorkd,

Casu atd.).

Tento fakt je jednim velice vyznamnym uskalim vyvoje novych biomarkert. S nastupem
“omic” pristupil se rapidn¢ zvedl hldSeny pocet potencidlnich biomarkerti. Coz by mohlo velice
vyznamné pomoci pacientim pii 1écbé a také velmi sniZit jeji celkovou cenu. Aby se takovy
biomarker dostal do klinické praxe, musi projit f4zi konfirmace a validace na stovkéch rozlisnych
vzorkl a idealné i odlisSnymi metodami (coz miize byt velice komplikované z diivodu velice nizké
opakovatelnosti a porovnatelnosti vysledku ziskanych rozdilnymi metodami) a samoziejmé fazi
klinického testovani. Vysledné hodnoty musi byt reprodukovatelné, specifické a citlivé. Bohuzel
vétSina z publikovanych potencidlnich biomarkerGi nebyla déale podrobena verifikaci a/nebo
validaci. Timto vétSina téchto studii ztraci na vyznamnosti. Divodi, pro¢ je postup v zavadéni

novych biomarkerti do praxe, je mnoho, pfedevs§im to jsou chyby v celkovém napldnovani studie
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a/nebo jeji provedeni. V prvni fad¢ je Castym divodem ukonceni experimentu jiZ po prvni
(discovery) fézi, a to bud’ z dlivodl finan¢nich anebo bylo v prvni fad€ pouze cilem identifikovat
jen mnozstvi potencidlnich biomarkerti bez néslednych studii. Dal$im problémem, se kterym se
studie potykaji a diky némuz se pak néasledné studie neprovadi, je malé mnozstvi pivodnich vzorkd,
nedostatek informaci o charakteru vzorku ¢i jejich Spatny vybér napii¢ populaci vzhledem
k pohlavi a v€ku a porovnani skupin (case vs. kontrolni), nedostatecnd hloubkova metabolomické
¢i proteomicka analyza a nutnost dodrZovat standardizované postupy pro piipravu z divodu
reprodukovatelnosti vysledkii. V posledni fadé je nutné zminit také zdlouhavé a financné narocné
zavadéni do klinické praxe. Vyzkumy dokazuji, Ze valné ¢ast slibnych biomarkert se proto do
praxe nedostane, poslouZzi ale alespon pro detekci pribéhu ¢i faze onemocnéni u chorob s nizkou

urovni preziti [101].

Vsem vySe zminénym Uskalim jsme se snazili v této studii vyvarovat. Analyzou 60 vzorka
plodovych vod patii tato studie mezi jedny z nejvétSich se zaméfenim na predCasny porod a jeho
biomarkery v rané fazi t€¢hotenstvi. Pro srovnani, obdobné studie, tedy bottom-up proteomické
studie zaméfené na tchotenské komplikace (PPROM, preeklampsie, Downtv, Turneriiv
a Klinefertertiv syndrom ¢i PB) provadéné na plodové vodé odebrané v rané fazi, tedy 15. - 20.
gestacni tyden, byly zalozené na analyze 10 az 54 vzorki (v priméru 20) [102-110]. Z dosud
nepublikovanych dat pfipravovaného souhrnného piehledu, kde jsme analyzovali
71 proteomickych studiich provedenych na plodové vodé rozlisSnymi technologiemi, vypliva, ze
v praméru tyto prace analyzovaly 31 vzorkli. Ackoliv se objevuji i rozsahlé studie analyzujici 258

vzorkt [111].

Ke vzorkiim byla dale k dispozici i rozsahld anamnézu. Proteomické analyza byla provedena
pomoci multidimenzionalnich piistupli, abychom co nejvice snizili komplexitu vzorki a vSechny

postupy podléhaly standardizovanému protokolu.

Vysledky této studie byly dale podrobeny validacni a replikacni fazi. Nasledné prace byly
provedeny pomoci ELISA ve spolupraci se védskym tymem. Na zéklad¢ vysledkii z explorativni
faze proteomické studie bylo pro tyto nasledné prace po adjustaci dat vzhledem ke gestacnimu staii

a dysregulaci proteinli mezi skupinami o 0,2 v absolutni hodnote, pfijato 9 proteind. Kviili
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technickym limitacim ELISA kiti nebylo mozné validaéni prace provést na tfech proteinech
(insulin-like growth factor-binding protein 5 (IGFBP-5/P24593), insulin-like growth factor-
binding protein 7 (IGFBP-7/Q16270) and semaphorin-3B (SEMA A (V)/Q13214), proto byly
prace provedeny pouze pro 6 téchto proteinii: Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] (EC-
SOD/P08294), Lipocalin-15 (LCN15/Q6UWWO), Microfibril-associated glycoprotein 4
(MFAP4/P55083), Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL/P80188), Plasminogen
activator inhibitor 1 (PAI-1/P05121) a Urotensin-2 (U-1I/095399).

Nasledné prace byly rozdéleny do dvou fazi, validacni faze, ktera byla provedena na stejné kohorté
vzorkl jako proteomicka analyza a néslednd replikacni faze byla provedena na odlisné kohorté.
Valida¢ni faze potvrdila vysledky proteomické Casti studie u dvou ze Sesti testovanych proteind.
Dva proteiny prosly validacni fazi, NGAL a PAI-1 a potvrdily vysledky proteomické explorativni
analyzy. 1 v této Casti se prokazaly byt signifikantné snizené v pozitivni skupin€ pacientek
v porovnani s kontrolni skupinou. Replikacni faze, ktera pracovala s 20 pozitivnimi a 40
negativnimi vzorky uz tento trend neodhalila [112]. I tak se ale opét NGAL a PAI-1 dostal na
seznam dysregulovanych proteinti, tedy potencidlnich kandidatd biomarkert vyuzitelnych

k predikci pred¢asného porodu.

Diivodii pro¢ se nepotvrdily vysledky i u dal§ich proteinti mize byt nékolik. Casteéné to mize byt
zptisobené porovnavanim vysledki iTRAQ analyzy pracujici s relativnimi hladinami proteint
a ELISA metodou, ktera porovname absolutni koncentrace, déle také v lehce odlisném pfistupu pii

zpracovani vyslednych dat a statistické analyze.

Vsechny tyto teorie je ovSem potieba ovétit ndslednymi podrobnymi studiemi, které az pak mohou

vést k sestaveni panelt biomarkert k predikci pfed¢asného porodu v takto rané fazi t€hotenstvi.
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7. Zavér

Pted¢asny porod, jak bylo jiz uvedeno v Gvodu, je zodpovédny za 70-80 % piipada
novorozenecké umrtnosti a za vic jak polovinu dlouhodobé nemocnosti. ZvySuje riziko
neurologickych, respiracnich a gastrointestindlnich onemocnéni a dalSich novorozeneckych
komplikaci a vyrazné se podili na zvySeni finan¢ni naro€nosti zdravotni péce jak pro spolecnost,
tak pro jednotlivce a psychickou zatéz pro rodinu nezapominaje. Ackoliv se celkova péce
o novorozence i rodiny postizené pred¢asnym porodem stale zlepSuje, v€asnd diagnostika mtze

1 nadéle tento problém sniZovat.

Tato prace pfinesla dllezité poznatky o charakteru plodové vody ve stfedni rané fazi
téhotenstvi. Silnou strankou celé stude je dimyslnd metodologie, standardizované protokoly pfi
nakladani se vzorky, a pfedevSim v porovnani s jinymi studiemi, velky pocet vzorka. K odbéru
plodové vody dochazi pouze z divodu podezieni na moznd rizika, skupina pacientech tedy
nereprezentuje Sirokou populaci at’ uz z pohledu vyssiho veéku ¢i etnicity (pouze zeny, které umély
Svédsky a byly schopné tedy podepsat informovany souhlas s pouzitim plodové vody ve studii byly
pfijaty). To mlze byt povazovano za limitaci z diivodu nemoznosti generalizace téchto vysledkd.

Jina cesta ovSem zatim neni.

Diky rozsédhlym studiim, které byly v tomto oboru provedeny, 1ze vytvofit seznam proteint,
které je mozné zatadit do panelu potencidlnich ukazateli pfed¢asného porodu. Ackoliv je mnoho
z nich jeste potieba ovétit nezdvislymi testy (ELISA ¢i SRM a jing), je alespont z ¢eho vychazet.
Po ovéteni téchto vysledkli bude snad mozné tyto markery identifikovat v jiném biologickém
materialu, nez je plodova voda. Ac¢koliv je riziko spojené s jejim odbérem minimalni, stale se jedna
o invazivni metodu a analyza biomarkeri pfedasného porodu z krevni plazmy, séra ¢i

cervikovaginalni tekutiny by byla pro pacienty jisté ptijatelné;jsi.

V soucasné dobé se pro odhad rizika pfedcasného porodu vyuzivd kombinace mnoha
Casove 1 finanéné narocnych metod jako je méteni délky Cipku, bedside testy na detekci fetalniho
fibronektinu, insulin-like growth factor binding protein-1 (IGFBP-1), interleukin-6 a placentarniho
alpha-macroglobulin-1. V tvahu se také bere zdravotni anamnéza matky, jeji celkovy zdravotni
stav 1 socioekonomicky status. AvSak celkovy pokrok v jasné identifikaci pfi¢in pfedcasného
porodu, ktery by vedl ke snizeni rizik a incidence, je ovSem stale velice komplikovany faktem, Ze
se jedna o multifaktoridlni syndrom a mnohé faktory nam jsou jesté stale neznamé.
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Priloha 2: Ukéazka zaznamu full scanu MS multiplexu 8 a 12
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Priloha 3: Porovnani méteni vSech 3 replikati na multiplexu 6
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Priloha 4: Porovnani 3 $arzi standardu CytC pouzitych béhem méteni
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Priloha 5: Technicka chyba pfi méfeni multiplexu 11
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