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SOUHRN

Hypertrofickd kardiomyopatie se fadi mezi nejcastéj$i geneticky podminéna
onemocnéni kardiovaskularniho systému. Ackoliv je toto onemocnéni znamé dlouhou
dobu, zatim neexistuji snadno pouzitelné diagnostické postupy, které by odhalily chorobu
v ranych stadiich, coz je zdsadni zejména u jedincl s negativni nebo nezndmou rodinnou

anamnézou.

Tvorba metody cilené proteomické analyzy spolu s kvantifikaci vybranych
potencialnich markertt hypertrofické kardiomyopatie pomoci izotopicky znacenych
standardii byla hlavnim cilem pfedklddané dizertacni prace. Touto metodou lze odhalit jiz
velmi mald mnozstvi hledanych potencidlnich markerdt v minimalnim mnoZzstvi
biologického materialu. V kombinaci s vhodné pouzitymi standardy navic umoziuje

pfesnou kvantifikaci velkého poctu analytii v relativné kratkém case.

Pomoci cileného proteomického piistupu bylo kvantifikovano nékolik proteinovych
markert hypertrofické kardiomyopatie, které byly jiz diive uvedeny V literatufe. Zaroven
byl v ramci dizertaéni prace popsan plazmaticky fibronektin jako novy potencialni marker
tohoto onemocnéni. Koncentrace né€kolika vybranych proteinti byly zavérem stanoveny
pomoci enzymoimunoanalytické metody a porovnany s vysledky cilené proteomické

analyzy.

V ramci predkladané dizertani prace byla vytvofena a ovéfena metoda cilené
proteomické analyzy umoziujici sledovani hladin né&kolika potencidlnich markert
hypertrofické kardiomyopatie béhem jedné ¢asové nendro¢né analyzy. Z pohledu naplnéni
cilti dizerta¢ni prace byly tyto experimenty tspés$né. Studium problematiky kvantifikace
proteinli ale ukazalo dal§i mozné thly pohledu na nami aplikované postupy, které je tfeba

dale kriticky zvazovat, rozvijet a zejména vhodné interpretovat.

Kli¢ova slova: hypertrofickd kardiomyopatie, proteinové markery, cilend proteomicka

analyza, kvantifikace






SUMMARY

Hypertrophic cardiomyopathy is one of the most common inherited diseases of the
cardiovascular system. Although this disease is known for a long time, a suitable
diagnostic procedure uncovering its early stages in patients with negative or unknown

family history is still lacking.

A development of the method for targeted proteomic analysis in combination with
subsequent quantification of chosen hypothetical markers of hypertrophic cardiomyopathy
was the main aim of this thesis. This method is able to detect very small amounts of chosen
markers in the minimum amount of complex biological material. Moreover, in
combination with properly used standards, targeted proteomic analysis enables quite
precise quantification of many analytes in a relatively short time.

Several previously described protein markers of hypertrophic cardiomyopathy were
assayed and quantified using unique proteomic technique. Concurrently, a new potential
protein marker — soluble fibronectin — was described. Protein concentrations were
validated using enzymoimmunoanalytical method and obtained results were compared

with targeted proteomic analysis findings.

In the presented thesis, a new short method was developed for detection and
quantification of potential markers of hypertrophic cardiomyopathy. The main objectives
of this dissertation thesis were successfully fulfilled. Nevertheless, an area of the protein
quantification using mass spectrometry offers many points of view on these targeted
analyses, which should be further studied, critically considered, developed and correctly
interpreted.

Key words: hypertrophic cardiomyopathy, protein markers, targeted proteomic analysis,
quantification
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POUZITE ZKRATKY

atridlni natriureticky peptid (atrial natriuretic peptide)
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mozkovy natriureticky peptid (brain natriuretic peptide)
B-tromboglobulin

kolizni energie (collision energy)

kolizi indukovana disociace (collision-induced dissociation)
kreatinkinaza MB (creatine Kinase MB)

koeficient variace (coefficient of variation)

deklasterizacni potencial (declustering potential)
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prochazejici frakce (flow through)
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somatomedin C (inzulin-like growth factor 1)
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sequencing)

matrixmetaloproteaza (matrix metaloprotease)
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MS
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Q

RT
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SDS
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TOF
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monitorovani vicenasobnych reakci (multiple reaction monitoring)
hmotnostni spektrometrie (mMass spectrometry)

posttranslaéni modifikace (post-translational modification)
kvadrupol (quadrupole)

retenéni Cas (retention time)

rozpustny ligand molekuly CD40 (soluble CD40 ligand)
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)

stabilni izotopové fedéni (stable isotope dilution)
monitorovani vybranych reakci (selected reaction monitoring)
tris(2-karboxyethyl)fosfan (tris(2-carboxyethyl)phosphine)
kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)
2,2,2-trifluoroethanol

tkanovy inhibitor metaloproteaz (tissue inhibitor of
metalloproteases)

tumor nekrotizujici faktor o (tumor necrosis factor a)

doba letu (time of flight)

extrahovany iontovy chromatogram (extracted ion chromatogram)



1 Uvod

1 Uvod

Kardiovaskularni choroby zaujimaji stabilni pozici v ¢ele celosvétového zebiicku
nejcastéjSich ptic¢in umrti. Jen v Evropské unii tvofi kolem 40 % tmrti roéné (cca 2 mil.).1
Ptevazna vétsina onemocnéni kardiovaskuldrniho systému je uzce spjata s Zivotnim stylem
a jejich problematika byva aktivné feSena v ramci riiznych preventivnich programii.
Vyznamna ¢ast téchto onemocnéni je ovSem genetického piivodu (napi. arytmogenni
dysplazie pravé komory, Brugadiv syndrom, familiarni dilata¢ni kardiomyopatie, syndrom
dlouhého QT intervalu). Jednim znich je téz hypertrofickd kardiomyopatie. Toto
onemocnéni je necastéj§i vrozenou chorobou srdce s relativné vysokou prevalenci
vpopulaci (1 : 500 Zivé narozenych déti).? Vyskytuje se ve formé& obstrukéni nebo
neobstrukéni a byva charakterizovano jinak nevysvétlitelnou hypertrofii zejména levé ¢asti
srdce. Patogeneze hypertrofické kardiomyopatie neni zatim pln¢ objasnéna. Samotna
hypertrofie vznikd pravdépodobné v disledku kompenza¢nich reakci myokardu na
poskozenou funkci srde¢ni sarkomery. Postizena je zejména diastolickd funkce srdce,
protoze zbytnélad srdecni svalovina lokalizovand nejcastéji v septu levé komory je hiife
relaxovatelnd a vytvaii odpor toku krve. Kvili znacné variabilité v genotypovém i
fenotypovém projevu této choroby je jeji diagnostika nesnadna. I kdyz u vétSiny pacientli
muze onemocnéni probihat bezptiznakoveé nebo jen s mirnymi symptomy cely Zivot, ¢ast
postizenych, zejména mladych lidi, se nachdzi v riziku ndhlé¢ smrti (10 az 20 %
nemocnych). U v€asné diagnostikovanych pacientli se zndmou rodinnou anamnézou lze
tomuto riziku pfedchazet. Bohuzel neni zdaleka vyjimkou, Ze ndhlé umrti je prvnim
pfiznakem choroby. Ve Spojenych statech americkych se hypertrofickd kardiomyopatie
fadi k nejcastéjSim pfi€indm Gmrti mladych sportovell. V dneSni dobé zatim neexistuje
diagnosticky nastroj, ktery by byl schopen v rdmci rutinniho screeningu spolehlivé odhalit

toto zavazné onemocnéni.

Nejpouzivangj§i metodou diagnostiky u rozvinutych forem hypertrofické
kardiomyopatie je echokardiografie. Casto je vyuzivan téZ ultrazvuk a vySetfeni EKG.
Histologick¢ metody, napiiklad endomyokardidlni biopsie, se pouzivaji spiSe pro
diferencialni diagnostiku, jelikoz charakteristické znaky choroby nebyvaji pfitomné ve

vSech ptipadech a mnohdy byvaji loziska hypertrofie mimo dosah bioptomu. Nadé&je na
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1 Uvod

snadny diagnosticky postup byly pfed casem vkladany do genetickych metod. Po vyzkumu
V této oblasti se ukazalo, ze jednoduchy screening neni mozny jednak vzhledem k velkému
po¢tu dosud odhalenych mutaci a také vzhledem k faktu, Ze u zhruba 40 % pftipadi

hypertrofické kardiomyopatie zlstava konkrétni geneticky defekt neodhalen.

Zajimavé moznosti pro vyvoj screeningové metody nabizi klinicka proteomika. Je
ale mozné u tak slozittho onemocnéni pouzit pro diagnostiku nebo sledovéani vlivu
léCebnych intervenci proteinové markery? Je jen velmi malo chorob, u kterych Ize najit
unikatni molekulu, jejiz pfitomnost ji piimo charakterizuje. VétSinou dochazi spise ke
kvantitativnim zméndm nékolika proteinti pfimo ¢i nepiimo se ucastnicich patologického
procesu. Cennym zdrojem informaci byvaji mapovaci proteomické experimenty, pfi
kterych jsou sledovany kvantitativni zmény celého spektra detekovanych proteinil
v komplexnim biologickém materidlu. Protoze v praxi neni mozné provadét takto rozsahlé
analyzy na velkém poctu vzorkl a hodnotit v§echny zmény celého proteinového profilu, je
vyhodné vybrat kandidatni proteiny, jejichz kvantitativni charakteristiky jsou statisticky
vyznamné, a sledovat je naptiklad pomoci metody cilené proteomické analyzy oznacované

jako monitorovani vybranych reakci (SRM, Selected Reaction Monitoring).

Cesta od objevu potencidlniho markeru ke klinicky pouzivané metod¢ laboratorni
diagnostiky je velmi dlouhd a casto zriznych divodd (analytickych i1 biologickych)
predc¢asné¢ konci. V oblasti diagnostiky hypertrofické kardiomyopatie nejsou zatim
proteinové markery vyuzivany, i kdyz je jiz popsana tfada perspektivnich kandidati.
Pomoci proteomickych nastroji jsme dnes schopni vybrané potencidlni ukazatele
onemocnéni pomérné rychle stanovit. Dobfe sestavend a charakterizovand metoda cilené
proteomické analyzy by mohla vyznamnou mérou piispét pravé v oblasti laboratorni

diagnostiky a kontroly prubéhu tohoto onemocnéni.
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2 Teoreticka Cast

2 Teoreticka cast - literarni prehled

2.1 Analyza krve

Nejvétsi prednosti krve je jeji pfima komunikace s buitkami celého organismu, tedy
vcetné bun¢k patologicky pozméneénych. Ztakovychto bunék se nasledkem jejich
odumirani a soucasného nespecifického nebo specifického uvoliovani mohou dostavat do
cirkulujici krve proteiny a peptidy, charakteristické pro vznikly patologicky stav.
Jednoznaénym pozitivem je také jeji snadnd dostupnost a minimdlni invazivita odbéru.

Zpracovani Krve na plazmu nebo sérum patii k denni rutin¢ klinickych pracovist.

Pti proteomické analyze krve je dilezitou otazkou, zda pouZit jako vychozi material
sérum nebo plazmu. Pfi aktivaci systému sraZeni dochdzi ke kaskédovité enzymatické
reakci mnoha slozek krve, jejimz vysledkem je tvorba nerozpustné fibrinové sité, v které
dochazi k zachycovani krevnich elementii, zejména erytrocytti a trombocyt. Trombocyty
adheruji a uvoliiuji obsah svych cytoplazmatickych granul do okoli. Sérum tedy nema
shodné slozeni jako plazma. Koagulaéni faktory jsou vy€erpané, v séru je jiny pomer iontl
nez vplazmé¢ a muze dochazet k nespecifickému navazani nékterych diagnosticky
zajimavych proteinii na krevni srazeninu. Je tedy na peclivém zvazeni, jaky vychozi

.y vr , .. 34
materidl pouzit pro planovanou studii.>

V soucasnosti je na naSem pracovisti preferovan odbér krve do uzaviené¢ho
systému, ktery je tvofen evakuovanou zkumavkou, obsahujici antikoagulant a inhibitory
protedaz. Tim je zajisténo odebrani ptesné stanoveného objemu krve, nedojde k aktivaci
systému srazeni a diky pfidanym inhibitorim proteaz nedochézi k enzymatické degradaci
proteinl pfitomnych ve vzorku odebrané krve. Kromé vysSe uvedenych substanci obsahuje
zkumavka jesté separacni ventil, ktery je béhem centrifugace tlaen odstiedivou silou ke
dnu zkumavky a pomoci vloZeného filtru bezpecné oddéli bunétné soucasti krve od

plazmy.®
2.1.1 Problémy spojené s analyzou plazmy a jejich reseni

Plazma tvofi zhruba jednu ctvrtinu celkového objemu télnich tekutin a jeji
pfevaznou cCast predstavuje voda. Proteinova Cast zaujima asi 7 % hmotnosti. Zbytek
pfipada na latky nebilkovinné povahy, tedy lipidy, cukry a mnoho organickych a
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2 Teoreticka Cast

anorganickych latek, ucastnicich se rozmanitych fyziologickych funkci. Vzhledem
k velkému objemu krve je kone¢na koncentrace diagnosticky zajimavych proteint
V plazmé velmi nizké (fadové pg az ng/ml),6 coz vyznamné ovlivituje jejich analyzu. Mezi
dalsi prekazky, které podstatné znesnadiiuji jejich detekci a identifikaci, patii komplexni
charakter slozeni plazmy, knémuz velkou mérou pfispiva alternativni splicing, rizné

posttransla¢ni modifikace (PTM) a jiné modifikujici procesy.

v

W klasické proteiny plazmy
e proteiny tidfiového potkozend
G interleukiny a cytokiny

G ostatni

Obr. 2.1 Zndzornéni koncentracniho rozpéti proteinii plazmy. Prevzato a upraveno dle Leigha Andersona,
The Plasma Proteome Institute, Washington, DC, USA, Mol. Cell Proteomics 1, 845-847, 2002

Pii proteomické analyze plazmy byvd vyznamnym limitujicim aspektem Siroky
rozsah koncentraci obsazenych proteini odhadovany na vice nez deset dekadickych radu.
To mé za nasledek zastinéni diagnosticky zajimavych molekul nékolika malo vysoce
zastoupenymi proteiny.6 Ktém patfi zejména albumin, imunoglobuliny, transferin,
antitrypsin, lipoproteiny aj., dohromady tvotici az 95 % celkového proteinu plazmy (obr.
2.1). Mezi nizce zastoupené proteiny s diagnostickym potencidlem patii napiiklad
interleukiny a cytokiny, proteiny uvolnéné z poskozenych tkani ¢i bunék nebo hormony.

Bez dalSiho zpracovani je analyza plné plazmy zna¢né€ obtizna. DneSni klinicka proteomika
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disponuje fadou pfistupd, kterymi se problém komplexity biologickych vzorkl a

odstranéni vysoce zastoupenych proteint snazi fesit."®
2.1.1.1 Afinitni odstranéni majoritnich proteinii

Udinnym pfistupem je afinitni odstranéni, které vyuziva sloudenin s vysokou
vaznosti k nejvice zastoupenym proteinim plazmy. Hlavnim cilem tohoto kroku je
odstranéni albuminu a imunoglobulini ze vzorkid pfed jejich vlastni analyzou pomoci
gelové elektroforézy nebo hmotnostni spektrometrie. Bézn¢ komeréné dostupné jsou sety

pro odstranéni i jinych proteint.

Ptikladem muze byt Cibacron blue, chlorotriazinové barvivo s vysokou afinitou
k lidskému sérovému albuminu.’ Jde o jednu z prvnich zavedenych metod, které se
pouzivaji k odstranéni velkého podilu albuminu z biologického materialu. Vazba albuminu
je vsak nespecificka a albumin byva odstranén jen asi z 90 %, coz pro analyzy klinickych
markeri nebyva dostacujici. Ackoliv patii metody afinitniho odstranéni K tradi¢nim
postupiim, z duvodu nedostate¢né specifity nebo komplikované piipravy vzorku se

vyraznéji nerozsifily.
2.1.1.2 Hexapeptidové knihovny

Zcela  origindlni feSeni pro sniZzeni rozpéti  koncentraci  proteint
Vv biologickém vzorku ptedstavuje pouziti vazebnych ligandi ve formé hexapeptidi.
Jadrem metody je hexapeptidovd knihovna ukotvena na drobnych chromatografickych
nosicich, kterd je pfipravena kombinatorni syntézou z béZznych aminokyselin. Knihovna
obsahuje populaci az 64 milionéi (20°) riznych hexapeptidi. Diky unikatni technologii
ptipravy nese kazdy nosi¢ na svém povrchu jiné hexapeptidy, které jsou schopné vazat své
ligandy riznymi nekovalentnimi interakcemi. Pomoci téchto vazeb jsou z plazmy témito
hexapeptidy vychytavany pouze S nimi interagujici proteiny (obr 2.2). Po kompletnim
nasyceni vSech vazebnych mist se dal§i proteiny jiz nemohou zachytit. Proto
hexapeptidova knihovna se stejnym zastoupenim vSech ligandi produkuje teoreticky
podobna mnoZstvi rozdilnych proteinii nezavisle na jejich piivodnich koncentracich ve

vzorku, 01
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vzorek promyti eluce

eluat

Obr. 2.2 Znazornéni technologie peptidovych knihoven. FT frakce = prochazejici frakce. Prevzato

z www.bio-rad.com, upraveno.

Nevyhodou metody je, Ze ze své podstaty stira kvantitativni rozdily mezi proteiny
Vv riznych vzorcich. V pifipad€¢ analyzy zamétené na hledani kvantitativnich rozdil musi

byt proto metoda kombinovana s jinymi technikami.'?*3

2.1.1.3 Odstranéni majoritnich proteinii imunoafinitni technikou

Tteti pfistup zachovava vychozi koncentrani poméry ve studovaném biologickém
materialu za soucasného odstranéni vysoce zastoupenych proteinti. Bé€zné lze pomoci
komer¢né dostupnych chromatografickych kolon pro imunoafinitni separaci odstranit
frakci nejvice zastoupenych proteinti a ziskat tak podstatné méné komplikovany vzorek.
Tyto kolony obsahuji imobilizované polyklonalni protilatky proti ur€itym proteiniim a
jejich riznym formam. Nevyhodou muiZe byt riziko ztraty téch proteind, které vyuzivaji
odstrafiované proteiny jako pfenaSeCe a jsou schopné se na né vazat.** Ur¢itym feSenim
muze byt pouziti pufru s mirnym denatura¢nim ucinkem, ktery pierusi vazby mezi t€mito

proteiny, ale neposkodi navdzané protila'ltky.15
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FT frakce frakce zachytdvand protilatkami
nizce zastoupené proteiny vysocezastoupené proteiny

/

Obr. 2.3 Chromatograficky zdznam imunoafinitni separace pomoci HPLC kolony MARS Hu-14. FT frakce =

prochazejici frakce.

Z takto osettené plazmy nebo séra lze identifikovat vyrazné vyssi pocet proteintl, za
soucasného zachovani kvantifika¢nich charakteristik hledanych markert. V nasi studii
jsme zvolili praci s imunoafinitni kolonou MARS (Multiple Affinity Removal System)
Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA), ktera obsahuje navazané polyklonalni
protilatky proti 14 nejvice zastoupenym proteintiim plazmy (albumin, IgG, antitrypsin, IgA,
transferrin, haptoglobin, fibrinogen, o-2-makroglobulin, a-1-kysely glykoprotein, IgM,
apolipoprotein A1, apolipoprotein A3, C3 slozka komplementu, transtyretin). Pfi jedné
chromatografické separaci tak dojde k odstranéni zhruba 95 % celkového proteinového

obsahu vzorku (viz obr. 2.3).
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2.2 PouzZivané proteinové markery kardiovaskularnich onemocnéni

Markery srde¢niho poskozeni lze zjednodusené rozdélit jednak na strukturni
soucasti myokardu, kam zahrnujeme kromé kardiomyocytt i cévy, dale latky hormonalni
povahy, jejichz biologickd aktivita ma vyznamny vliv na kardiovaskuldrni systém a
V neposledni fadé na latky nehormonalni povahy, zejména bilkoviny, které jsou spolecné

riznym zanétlivym a ischemickym staviim v celém organismu.

V dnesni laboratorni diagnostice kardiovaskularnich chorob jsou nejpouzivanéjSimi
markery proteiny popisujici svymi kvantitativnimi vlastnostmi miru poskozeni myokardu
béhem akutnich koronarnich syndromti. Stézejni u stanoveni téchto markera je sledovani
charakteristického vzestupu jejich koncentrace v krevnim fecisti. Mezi nejpouzivanéjsi
laboratorni vySetfeni v této oblasti patii ur€eni aktudlni hladiny srde¢nich troponini v séru,
kde jsou za normalnich okolnosti témét neprokazatelné. Jejich zvySend koncentrace tedy
jasné¢ ukazuje na akutni poskozeni kardiomyocytu. Nejspecifi¢téjsi ukazatel infarktu
myokardu z této skupiny je srde¢ni troponin L'®!" Alternativou k troponiniim je pak
stanoveni hmotnostni koncentrace MB izoenzymu kreatinkinazy, tzv. CK-MB mass.1°
Tento izoenzym je pro myokard specificky. V kosternim svalstvu se vyskytuje jen ve velmi
nizkych hladindch a vzrasta pii jeho poskozeni (operace, zhmozdéniny, kiecové stavy,
svalova dystrofie aj.) Pii vysokych hladinach tohoto proteinu v krvi je tedy zaroven nutné
vyloucit poskozeni kosterniho svalu. Vyhodou oproti dfive provadénému stanoveni jeho
aktivity je moZnost prikazu 1 castecné degradovanych molekul, které jiz ztratily
enzymovou aktivitu. Nevyhodou tohoto stanoventi je, Ze k signifikantnimu zvyseni hladiny
CK-MB dochazi az pii srdecni nekroze vétsSiho rozsahu. Nespecifické avSak stale
pouzivané je téz stanoveni rnyoglobinu.20 Tento hemoprotein je piitomen ve vSech
svalovych butikach a jeho hlavni funkei je intracelularni vazba kysliku. Do krevniho ob&éhu
se uvolnuje uz pii velmi malém poSkozeni bunék a vykazuje tudiz vysokou citlivost pfi
akutnim infarktu myokardu. Bohuzel jeho biologicky polo¢as se pohybuje jen kolem 20
minut, coZ neni pro laboratorni analyzu vzdy dostatecné. Vys$8i koncentraci tohoto
ukazatele v séru muize ale zpuisobovat i nedostate¢na funkce glomerularniho aparatu, kde je

tento protein pfirozené eliminovan.

Dalsi zajimavou skupinou pouZzivanych srde¢nich markerti jsou natriuretické
peptidy, ¢itajici k dneSnimu dni 4 zéastupce (atridlni natriureticky peptid ANP, mozkovy
26



2 Teoreticka Cast

natriureticky peptid BNP, natriuretické peptidy typu C a D, CNP a DNP).?** Jde o
peptidové hormonalné aktivni latky, vyznamn¢ zasahujici do hospodaieni s vodou a ionty.
Jako antagonisté sympatiku blokuji systém renin-angiotenzin-aldosteron, podporuji diurézu
a maji prokazatelné vazodilatacni GCinky. Tyto hormony jsou uvoliiovany do ob&hu
vreakci na zvySeny tlak krve. V krvi se soufasné vyskytuji i jejich prekurzory a
fragmenty. Lze je detekovat témér okamzit¢ a pouzivaji se nejCastéji jako markery
monitorujici selhavani srdce. Nejvhodnéjsi pro laboratorni diagnostiku se ukazal byt BNP,
respektive jeho N-terminalni propeptid, jehoz zvySené hodnoty pozitivné koreluji

s klasifikaci vytvofenou Newyorskou kardiologickou asociaci (NYHA).?*%*

Z ostatnich dnes pouzivanych laboratornich markerti Ize jmenovat C-reaktivni
protein, jehoZ vyznam je piedevSim prognosticky, déale napiiklad myeloperoxidazu,
vybrané interleukiny, solubilni ligand molekuly CDA40, s téhotenstvim asociovany
plazmaticky protein A PAPP-A, BB izoenzym glykogenfosforylazy GP-BB, ischemii
modifikovany albumin nebo vazebny protein pro mastné kyseliny FABP. Samostatnou
skupinu pak tvofi lipoproteinové c¢astice. Stanoveni jejich profilu se pouziva k odhadu
aterogenniho rizika. V diagnostice kardiovaskularnich chorob se téz vyuzivaji ruzné

(w25
markery zanétu.

Do dfive casto pouZzivanych biochemickych stanoveni kardidlnich markert jiz
nedostacujicich citlivosti nebo specificitou a charakterizovanych pozdnéjSim nastupem
bychom dnes =zafadili stanoveni aspartataminotransferazy, laktatdehydrogenazovych

izoenzymu nebo hydroxybutyratdehydrogenazy.
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2.3 Hypertroficka kardiomyopatie

2.3.1 Charakteristika onemocnéni

Hypertroficka kardiomyopatie je zavazné dédicné onemocnéni kardiovaskularniho
systému. Byla popsana poprvé v roce 1957 americkym patologem Donaldem Tearem na
zéklad¢ pozorovani shodnych pitevnich nalezi u osmi nahle zemtelych osob ve véku 14 az
44 let. Tento lékai pozdé&ji sva data publikoval jako do té doby nepopsané pozorovani
difuznich tumort myokardu.?® ProtoZe jde o onemocnéni pomé&mé &asté, v dalsich letech
postupné rostl zdjem o piesné informace o této chorobé. Srozvojem Iékatskych
zobrazovacich technik a nésledné¢ i metod molekularni biologie a genetiky dochdzelo
K prohlubovani poznatkli, a tim také k cCastym zménam uhlu pohledu na celou
problematiku. Tento slozity vyvoj odrazi velké mnozstvi ruznych diive pouzivanych
pojmenovani choroby, poukazujicich nejCastéji na jeji familiarni vyskyt (napt. familiarni
idiopatickd subaortdlni sten6za, hypertrofickd familiarni kardiomyopatie, aj.) nebo na
neznalost ptesné pticiny choroby (napf. idiopaticka hypertrofie myokardu, aj.).27 Dnesni
pouzivané oznaceni, tedy hypertroficka kardiomyopatie, se ustalilo béhem 80. let ve Velké
Britanii a USA. U nas jej pouzil poprvé v 90. letech prof. MUDr. Pavel Gregor DrSc. ve

své monografii Hypertroficka katrdiornyopatie.28

Dnes je hypertroficka kardiomyopatie po pravu v centru zajmu mnoha vyzkumnych
a lékarskych tymi. Jedna o nejcastéjsi vrozené kardiovaskuldrni onemocnéni, vyskytujici
se v populaci v prevalenci 0.2 % (zhruba 1 : 500).° V Ceské republice se tedy piedpoklada
vyskyt 20 000 az 50 000 osob, trpicich touto chorobou, pficemz asi 10 az 20 % téchto
pacientd se nachézi v riziku nahlé smrti.*® Mortalita se pohybuje kolem 1 % ro¢n¢, mladsi
pacienti (pod 30 let) jsou nahlou smrti ohroZeni pfekvapivé vice. S rostoucim vékem toto
riziko vyznamné klesa. U osob ve zvySeném riziku (rodinni piislusnici) a pfi potvrzeném
nosiéstvi rizikové genové mutace je provadén pravidelny monitoring zdravotniho stavu,
protoze hypertroficka kardiomyopatie se mize projevit v jakémkoliv véku nezavisle na
typu mutace.*® Nejvétsim problémem je zachyt a diagnostika osob bez pozitivni rodinné

anamneézy.
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2.3.1.1 Genetické pozadi

Hypertroficka kardiomyopatie je autosomalné¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni.
Jeji vyskyt je shodné€ vazan na obé pohlavi. Piibuzni 1. stupné maji 50% riziko ptitomnosti
stejné¢ poSkozené alely. De novo mutace (sporadicka forma hypertrofické kardiomyopatie)
se V populaci objevuji vzacné. K dnesnimu dni je zndmo vice jak 1 400 mutaci a to
pievazné v genech pro sarkomerické proteiny.32 Prvnim objevenym a zaroven nejvice
postiZzenym mutacemi je gen pro A-myozin,*® dalsim je pak gen pro myozinovy vazebny

protein C.3*%

Zastoupeni ostatnich poskozenych genti jiz neni tak Casté, stejn¢ tak mutace
extrasarkomerickych proteini jsou mnohem sporadi¢téjsi (viz tab. 2.1). V populaci se
vyskytuji téz ptipady mnohocetnych mutaci, jejichz frekvence je vyznamné vyssi (kolem
5 %) ve srovnani s béZnou Cetnosti vyskytu spontannich mutaci v populaci.36 Fenotypovy
projev v téchto ptipadech byva téz8i neZz u pacientll nesoucich jednu mutaci.®’ Bohuzel

vzhledem k zachytu mutace pouze asi u 60 % prokazanych nositel se da predpokladat, ze

znacna Cast genovych defektl jesté nebyla odhalena (tab. 2.1).

Protein Gen Lokus Frekvence*

Tézky tetézec B- myozinu myh7 14912 20-25%
Myozinovy vazebny protein C mypb-c 11p11 15-20 %
Srdecni troponin T tnnt2 1932 3-5%

Srdeéni troponin [ tnni2 19p13 1-2%

a-tropomyozin tpml 15922 1-2%

a-aktin actc 15q11-14 pod 1 %
Titin ttn 2024 pod 1%
Esencialni podjednotka lehkého fetézce myozinu myl3 3p21 pod 1 %
Regulacni podjednotka lehkého fetézce myozinu myl2 12q23-24 1-2%

v2 podjednotka svalové cAMP-dependentni proteinkinazy prkag2 793 pod 1 %
Svalovy LIM protein mpl 15q22 pod 1%
T-cap/telethonin protein tcap 17911-12 pod 1 %
Celkem tuspésné identifikovanych 50 - 60%

Tab. 2.1 Popsané mutace stojici za rozvojem hypertrofické kardiomyopatie, jejich lokalizace a relativni
Cetnost. Prevzato z monografie Veselka et al. Hypertroficka kardiomyopatie a pribuzna témata, Galén, 2006.

*podil vyskytu poruch na daném genu z celkového poctu vysetrovanych osob.

Absolutni mira hypertrofie, ktera slouzi jako srovnavaci hodnota, se znacné lisi
U postizeni jednotlivych genti. Napiiklad u poskozeni troponinu T se Casto hypertrofie

témef nevyskytuje, naopak riziko nahlé smrti byva zvy’réené.38 Neexistuje tedy hrani¢ni
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hodnota tloustky myokardu, ktera by vyluCovala nebo potvrzovala piitomnost
onemocnéni. Byl prokdzan i urCity vztah mezi typem mutace a vyskytem prvnich
klinickych projevii hypertrofické kardiomyopatie.*® Dokonce bylo vybrano n&kolik
takzvan& malignich gentl, jejichZ postiZeni vede v Cast&j§i mite k nahlé smrti.** Stratifikace
rizika pouze na podkladé uréeného genového poskozeni se nepouziva, jelikoz variabilita

pfiznakt 1 v rdmci jedné rodiny (tedy pii predpokladu shodného defektu) je znacna.

Moznosti diagnostiky hypertrofické kardiomyopatie na podklad¢ genetickych
nastrojli jsou omezené. Vyseteni je provadéno u rodin, kde byla pfitomnost hypertrofické
kardiomyopatie jiz prokazana. Primarni geneticky screening populace, s cilem odhalit
zejména nahodné vzniklé mutace, by byl vzhledem k obrovskému poctu znamych mutaci
velmi naro¢ny a rutinné se neprovadi.***? V soucasnosti je cilem zejména odliSeni tzv.

malignich mutaci od benignich variant.
2.3.1.2 Patofyziologické aspekty

Ptesny mechanismus vzniku a rozvoje hypertrofie na podkladé genetického defektu
neni znam, existuje ale né€kolik teorii. Jednou z nich, studovanou na zvifecim modelu, je
souvislost mezi mutaci na t&7kém Fetdzci f-myozinu a sniZenou kontraktilitou myokardu.*
Diky této poruSe dochazi nasledné ke zvysSené produkci rastovych faktorii a postupné
aktivaci nékterych genil pro fetalni izoformy proteint.** Tyto proteiny je ale mozné nalézt i
u jinych chorob spojenych s tlakovym pietizenim. Nitrokomorovy tlak je ziejmé jednim
z rozhodujicich faktort pfi vzniku hypertrofie, protoze lze predpokladat, Ze mutované
formy proteind jsou pfitomné v celém srdci. Hypertrofie u tohoto onemocnéni se ovsem
v 80 az 90 % rozviji pouze v levé komoie jako kompenzace jeji porusené kontraktility,
kterd ve vysledku snizuje ejekéni frakci levého srdce. Tuto teorii podporuji vysledky

chirurgickych zasahli vedoucich k redukci obstrukce ve vytokovém traktu levého srdce.

Dalsim mechanismem, diky kterému by mohlo dochazet k rozvoji hypertrofie, je
neefektivni vyuzivani energetickych zdroj1"1.42'45 Mutované proteiny maji vysSi spotiebu
ATP, ¢imz nésledné vznika jeho relativni nedostatek. V buiikach diky tomu ziistava vyssi
mnozstvi Ca®* iontd v cytosolu, jelikoz jeho odcerpani do sarkoplazmatického retikula je

energeticky velmi naro¢ny proces. Vyssi koncentrace vapenatych iontd Vv cytosolu je
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jednim ze stimulatord vzniku hypertrofie a nasledované apoptézou buiikky podminénou

mitochondridlnim selhanim (obr. 2.4).304647

Mutace sarkomerickych proteint

.

Neefektivni vyuziti (relativni nedostatek ) ATP
Zvyseni cytosolického Ca2+
Zvyseni AMP-aktivované proteinkinazy
Mitochondrialni selhani

» | Apoptdza

Snizeni kontraktility | —» [ Neurohumoralni aktivace

l l

Dezorganizace myokardu (, disarray”)
Riistové faktory

Systéemovy krevni tlak

Hypertrofie |— Intersticialni fibréza

Obr. 2.4 Mozné schéma patogeneze hypertrofie. Prevzato z monografie Veselka et al. Hypertrofickd
kardiomyopatie a pribuzna témata, Galén, 2006, a upraveno. ATP = adenosintrifosfat, AMP =

adenosinmonofosfat.

Patofyziologie hypertrofické kardiomyopatie je komplexni problematika, zahrnujici
kromé& procesu vzniku samotné hypertrofie i dalsi d&je, pfispivajici k celkovému obrazu
choroby. K témto procestim se fadi vznik a rozvoj systolické a diastolické dysfunkce, Gi¢ast
nitrokomorové obstrukce a mechanismus jejiho vzniku, dale pfi¢iny ischemie myokardu a
arytmii, rozvoj funk¢ni poruchy mitralniho aparatu a v neposledni fadé ¢asto pozorovana
porucha regulace krevniho tlaku a postizeni kosterniho svalstva,*® Popis jednotlivych

procesu by vsak byl nad ramec predkladané prace.
2.3.1.3 Patologie hypertrofické kardiomyopatie

Abnormalni morfologie srdce postizené¢ho hypertrofickou kardiomyopatii je dobie
patrna na vSech turovnich patologického pozorovani (makroskopicky, mikroskopicky a

elektronmikroskopicky obraz). Jejimi charakteristickymi znaky jsou hypertrofie myokardu,
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myocytarni disarray, intersticiarni fibroza a charakteristické postizeni intramyokardialnich

arterii (obr 2.5).

Obr. 2.5 Vlevo silnosténna intramyokardidlni arterie se ztlustélou intimou a médii a nepravidelné
rozvlaknénou vnitrni i zevni laminou (tmava). Barveno na elasticka vidkna (van Gieson, 400x zvétSeni).
Vpravo , disarray” svalovych vidken hypertrofického myokardu se svétlymi loZisky fibrozy
(hematoxylin-eozin, 100x zvétSeni). Prrevzato z monografie Veselka et al. Hypertrofickd kardiomyopatie a

pribuzna témata, Galén, 2006.

Postizené srdce miva zvySenou hmotnost (u dospélych primérné 500 — 800 g) pfi
zachovalé obvyklé velikosti. To je dano restriktivnim charakterem onemocnéni, kdy dutina
levé komory byva zna¢n¢ zmensSend (obr. 2.6). Samotna hypertrofie je orientovana
vétSinou asymetricky v levokomorovém septu a je €asto spojena s obstrukei vytokového
traktu (obstruk¢éni hypertroficka kardiomyopatie),49 ovSem miiZze postihnout jakoukoliv

&ast myokardu v jakémkoliv rozsahu.?

Makroskopicky lze dale casto nalézt postnekrotické jizvy a ndpadnou fibrozu stény
myokardu, kterd vznika v misté mechanického drazdéni prednim cipem mitralni chlopné.
Az u jedné poloviny p¥ipadil jsou pozorovatelné tzv. myokardialni mistky,”® které by

mohly stlaCenim véncité tepny pfispivat ke vzniku ischemie s nasledkem nahlé smrti.
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Obr. 2.6 Schematické porovnadni zdravého srdce (vpravo) a srdce postizeného hypertrofickou kardiomyopatii

(vlevo). Prevzato z http://stanfordhospital.org/ .

Na mikroskopické urovni je jasné viditelnd hypertrofie jednotlivych myocyti
o velikosti az 90 pm (normdlni velikost je 10 — 15 pum) a zmény jejich jader
(hyperchromdzie, zména tvaru). Nejspecific¢téjSim znakem je neuspotadanost svalovych
snopcii, myocytl a myofibril, tzv. disarray.*** Lze ji nalézt i mimo hypertrofované useky
myokardu a je podkladem kontrakénich a arytmickych poruch. Soucasti komplexniho
histologického obrazu je i intersticiarni fibroza, ktera pravdépodobné vznikd primarné a
s rostoucim vékem objem kolagenu v postizeném srdci postupné nartistd. Kompletni nalez
u veétsiny piipadl uzavird nalez intramyokardidlnich arterii se ztlustélou intimou a medii,
pravdépodobné dlsledkem zmozeni hladkosvalovych bunék a kolagenu.53 Tyto cévy se
vyskytuji nejéastéji v hypertrofovanych usecich a piispivaji ke vzniku ischemie. Zda jsou
primarni nebo sekundarni zménou, zlstava neobjasnéno. Pii studiu ultrastruktury postizené
tkané lze zjistit zmnozeni sarkomer, mitochondrii a poruchu desminu,>* ktery se podili na

formovani tvaru bunék.

Vsechny uvedené patologické aspekty nejsou pro hypertrofickou kardiomyopatii
zcela specifické. Podobné zmény jsou pozorovatelné i u jinych geneticky podminénych
chorob, jako napiiklad Fabryho choroba,® Friedrichova ataxie,”® syndrom Noonanové,”’
aj. Podobna hypertrofie je patrna i u tzv. atletického srdce, pro které je ale charakteristicky
jiny histologicky obraz.>®**® Bioptické vySetfeni méa u hypertrofické kardiomyopatie

60,61

omezenou vypovédni hodnotu. Vyse uvedené patologické zmény se casto nachazi

mimo dosah bioptomu a vzhledem Kk jejich nespecifité nelze pozitivni nalez jednoznacné
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zhodnotit bez ohledu na klinicka a echokardiografickd data. Pro diagnézu hypertrofické
kardiomyopatie je tedy nutno shrnout vSechna dostupna data, nejen histologicka, a

posoudit je jako celek s pfihlédnutim k aktualnimu stavu.
2.3.1.4 Klinicky obraz

Projevy hypertrofické kardiomyopatie jsou minimaln¢ stejné¢ rozmanité, jako jeji
genetické a histologické pozadi. VétSina (az 70 %) nositelt mutace zlstane cely Zzivot
bezpiiznakova. Rada nemocnych si svd omezeni viibec neuvédomuje, protoZe je postupnd
uspésné¢ kompenzovala. Pokud dojde k fenotypovému projevu choroby, dé&je se tak
nejcastéji v obdobi mezi 12 az 18 rokem Zivota. Jsou ovS§em znamy mutace, jejichZ projevy
nastupuji az v pozd&jsim véku a byvaji obvykle mirngjsiho razu.%? I kdyZ maji pacienti
S rozvinutymi symptomy hor$i prognézu, asymptomati¢ti nosi¢i mutace nejsou V zadném
ptipadé chranéni pied nahlou smrti. Castd nevédoma automatickd kompenzace mirnych
ptiznakti spolu s dobrou trénovanosti organismu dé€laji z hypertrofické kardiomyopatie
nejcastéjs$i pricinu nahlych tmrti mladych sportoven, coz je velmi varovny ukazatel pro

viechny sportovni 1ékare.®®

NejcastéjsSim piiznakem tohoto onemocnéni je duSnost, vznikajici mimo jiné
v souvislosti s diastolickou dysfunkci. Nelze vyloucit ani dal$i vlivy véetné svalové
slabosti zpiisobené postizenim kosterniho svalstva u uréitych typi mutaci.®* Dal§im gastym
stratifikace budouciho rizika pro pacienta jsou synkopy a presynkopy. Jejich pfic¢in muze
byt opét mnoho, vCetné supraventrikularni tachykardie, ventrikularni tachykardie nebo
poruchy Vv regulaci systémového tlaku. Opakované, jinak nevysvétlitelné synkopy byvaji

hlavnim rizikovym faktorem nahlych umrti, zejména mladych lidi.

Nahla smrt je nejvic devastujicim a casto bohuzel také prvnim pfiznakem
hypertrofické kardiomyopatie. Probiha pod obrazem nahlé tachykardie nebo fibrilace
komor a jejim podkladem je ziejmé vétsi ischemické lozisko. Rizikové faktory jsou
zejména nizky vek (10 — 35 let), pozitivni rodinnd anamnéza a vyraznd hypertrofie
myokardu. V nadpolovi¢ni vétsing piipadt k ni dochazi v klidu nebo jen pfi mirné namaze,
zbytek pak pifipada na vyraznou zatéZ, naptiklad beéhem sportu. Je zajimavé, Ze s vysSim

vékem riziko nahlé smrti klesa, zfejmé v souvislosti s kompenza¢nimi zménami.
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Hypertrofickd kardiomyopatie mtize vzniknout v jakémkoliv veku, s rozmanitou
symptomatologii a tézko urcitelnou progndzou. Pacienti nesouci mutaci asociovanou
s hypertrofickou kardiomyopatii a osoby ve zvySeném riziku jsou tedy vazani nutnosti

celozivotnich lékaiskych kontrol.%

2.3.1.5 Diagnostika a moznosti lé¢by

Diagnostika hypertrofické kardiomyopatie je zalozena predev§im na anamnéze a
fyzikalnim vySetfeni. Pfi sestavovani rodinné anamnézy jsou cenné zejména informace o
nahlych a jinak nevysvétlitelnych umrtich, zejména v mladém véku. Zcela dominantni
postaveni mé u diagnostiky hypertrofické kardiomyopatie echokardiografické vySetfent,
které dokaze svysokou mirou spolehlivosti zmapovat miru hypertrofie a posoudit
zavaznost nitrokomorové obstrukce. Nejpouzivanéjsi je dvourozmérnd echokardiografie,
Gasto téz dopplerovska echokardiografie v kombinaci s tkafiovym zobrazenim.®® Kontrastni
echokardiografie se pouzivd jako pomiicka pii alkoholové septalni ablaci, kde zvySuje
bezpecnost 1é&ebného vykonu.®” Magnetickd rezonance a trojrozméma echokardiografie
nejsou vzhledem k naro¢nosti a cenovému hledisku rozsifené techniky.®® Pro bé&zné
screeningové vySetfeni je vyuZzivana i1 klasickd EKG metoda, nicméné jeji vysledky
nekoreluji s velikosti obstrukce ani s klinickymi projevy. Pti posuzovani chronotropie ma
vyznam 24hodinové monitorovani EKG dle Holtera, kter¢ miize piispét ke stratifikaci
rizika nahlé smrti. V této indikaci se pouzivaji 1 klasické zatézoveé testy, kdy muize byt
odhalena neschopnost odpovidajici regulace krevniho tlaku, coz je vyznamny rizikovy
faktor, hlavné u mladsich pacienti. Laboratorni markery nejsou pii vySetfovani
hypertrofickd kardiomyopatie pouZzivané, slibné se jevi vyuziti ur€ovani plazmatickych
hladin natriuretickych peptida, které vykazuji jistou korelaci s tizi obstrukce ve vytokovém

traktu levé komory.® "

Diferencialni diagnostika hypertrofické kardiomyopatie neni v mnoha ohledech
jednoducha. U neobstrukénich forem je nutné vyloucit zejména tzv. atletické srdce,
sttadavé choroby, primérni hypertenzi aj. U obstrukénich forem je pak nutné vyloucit

pfedevsim aortalni stendzu.

Terapie hypertrofické kardiomyopatie se v soucasné dobé zamétfuje na dva hlavni

cile, kterymi jsou potlaceni klinickych projevii nemoci a sniZeni rizika nahlé smrti. Zhruba
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10 az 20 % pacientl je zafazeno do skupiny se zvySenym rizikem nahlé¢ smrti, diky
vyskytu alesponi jednoho zrizikovych faktori. Témito se rozumi zejména rodinna
anamnéza nahlé smrti spojena s nizkym vékem pacienta, probéhla synkopa nebo
presynkopa, prodélana resuscitace, vyrazna hypertrofie stén levé komory (neplati vzdy,
jsou znamy genotypy, u kterych je i ptes vysoké riziko nahlé smrti hypertrofie minimalni),
Casté zachvaty komorové tachykardie a neschopnost adekvatni regulace krevniho tlaku pii
zvySené namaze (Casto az hypotenzni reakce). Pii pfitomnosti vice jak jednoho rizikového
faktoru je indikovana implantace kardioverteru-defibrilatoru. Nespravné odhadnuti rizika

muze mit fatalni nasledky.

Medikamentozni  1é€ba  zaméfend na zmirnéni projevl  onemocnéni
u symptomatickych pacientii ovliviluje zejména tepovou frekvenci a diastolické parametry
ve smyslu prodlouzeni plnici ¢asti diastoly levé komory. Nejcastéjsim 1ékem volby byvaji
betablokatory, verapamil, inhibitory angiotenzin-konvertujiciho enzymu, spironolakton a
statiny. Tyto 1éky ovliviiuji téz vyvoj ischemie a dopad nitrokomorové obstrukce.
U pacientii pod plnou medikaci s pfetrvavajicimi symptomy mtize byt provedena septalni
myektomie, kdy dochazi k chirurgickému odstranéni ¢asti myokardu v oblasti
interventrikuldrniho septa. DalS$im uc¢innym zakrokem je alkoholova septdlni ablace, pfi
které je do postizené oblasti myokardu, resp. do septalni vétve zdsobujici ¢ast myokardu
zodpovédnou za obstrukci, vstiiknut pomoci katetru koncentrovany alkohol. Tim dojde
k fizenému infarktu pozadované ¢asti srdeniho svalu (obr. 2.7). Obé techniky vyznamné
snizuji obstrukci ve vytokovém traktu levé komory a u prevdzné vétSiny nemocnych

TR o T1T72
minimalizuji pfiznaky onemocnéni." ™
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Obr. 2.7 Schematické naznaceni chirurgické septalni myektomie (vlevo) a alkoholové septdlni ablace

(vpravo). Prevzato z http://stanfordhospital.org/.
2.3.2 Vybrané markery onemocnéni

Zatim popsané patofyziologické aspekty hypertrofické kardiomyopatie nabizeji
fadu riznych mechanismd, jejichz pfi¢inénim mohou vzniknout v krvi charakteristické
kvantitativni i kvalitativni zmény v zastoupeni jednotlivych proteind. Charakterizaci téchto
zmén bychom mohli 1épe odhadnout miru rizika pro konkrétniho pacienta nebo naptiklad
urcit cil pro medikamentozni 1écbu. Nami zvolené potencidlni markery hypertrofické
kardiomyopatie lze rozdélit funkéné do nékolika skupin, jejichz ptehled a struc¢na

charakteristika jsou uvedeny nize.”

2.3.2.1 Matrixmetaloprotedzy a jejich inhibitory

Matrixmetaloproteazy (MMP) jsou endopeptiddzy s Zelatindzovou a/nebo
kolagenazovou aktivitou, jejichz kofaktorem jsou zine¢naté ionty. Tyto proteiny mohou
degradovat vSechny typy extraceluldrni matrix a jejich aktivita je regulovédna
odpovidajicimi inhibitory. Rodina matrixmetaloprotedz mize byt rozdélena do n€kolika
skupin vzhledem Kk evoluéni piibuznosti nebo funkci. K dneSnimu dni je popsano
25 zéastupcl. Tkanové inhibitory matrixmetaloprotedz (TIMP) tvoii rodinu o ctyfech

zastupcich, TIMP-1 az TIMP-4.

U hypertrofické kardiomyopatie je pozorovana zména v metabolismu kolagenu ve

smyslu posunu syntézy k fetalnim formam (od kolagenu typu I ke kolagenu typu Ill).
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Béhem tohoto vyznamného remodelacniho procesu hraji matrixmetaloproteazy a jejich
inhibitory esencidlni roli. Naruseni jejich vzajemnych hladin by mohlo vysvétlovat
zvyseny vyskyt fibrotickych lozisek u hypertrofické kardiomyopatie.
Matrixmetaloproteazy i jejich inhibitory mohou byt ovliviiovany fadou dalSich molekul a

procest, jako napiiklad endotelin-1, TNFa, oxida¢ni stres, a dalsi.

V souvislosti s hypertrofickou kardiomyopatii byly popsany kvantitativni zmény
u plazmatickych/sérovych proteini MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 a
TIMP-4.747

2.3.2.2 Markery aktivace desticek

Jednou z abnormalit, ktera ¢asteéné charakterizuje hypertrofickou kardiomyopatii,
je hyperplazie intimy a medie intramyokardialnich cév. Potencial k rozvoji téchto zmén
muze mit rastovy faktor produkovany destiCkami. Zatim nebyla publikovana zadna prace,
kterd by tuto problematiku blize popisovala, nicméné byly pozorovany zmény ve tvaru a
funkci desti¢ek u pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii.76 Popisované trombocyty maji
obvykle vétsi tvar, zvySenou permeabilitu membrany a jsou nachylnéjsi k proagregacnim
signalim. Nalezy pozitivné koreluji s tloustkou hypertrofovaného myokardu.”’
V souvislosti s jejich zvySenym potencidlem k aktivaci byly popsany zmény
Vv koncentracich né€kolika proteini — markerd aktivace desticek (P-selektin, sCD40L a
bTG).” U pacientil s neobstrukéni formou byla vyznamné zménéna jen sérova hladina

P-selektinu.”
2.3.2.3 Markery endotelidlni dysfunkce

Dalsi v fad€ poruch cév u hypertrofické kardiomyopatie je dysfunkce endotelu. Ten
vykazuje abnormalni vazokonstrikéni odpovéd’ na rizné provokacni podnéty. Porucha
vazomotorické funkce se nasledné projevi hypoperfuzi a nezavisle koreluje s tloustkou
stény.73 Ptesny mechanismus vzniku neni znam. Bylo popsano nékolik molekul, jejichz
koncentrace v periferni krvi je zvySena (endotelin 1, inhibitor tkanového faktoru, solubilni
trombomodulin, asymetricky a symetricky dimetylarginin).”® V nedavné dob& byly
popsany statisticky vyznamné zmény v koncentraci von Willebrandova faktoru, ktery je

V dnesni dob¢ nejpouzivanéjSim ukazatelem endotelidlni dysfunkce.80
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2.3.2.4 Markery tlakového pretiZzeni

Velmi vyznamnymi molekulami v laboratorni diagnostice kardiovaskularnich
chorob jsou natriuretické peptidy. Tyto peptidové hormony jsou syntetizovany
predominantné v kardiomyocytech (ANP, BNP, NT-proBNP) nebo endotelem cév (CNP),
jako reakce na tlakové nebo objemové pietizeni. Tvoii protipol k 0se renin-angiotenzin-
aldosteron, snizuji aktivitu sympatiku. Jejich biologické ucinky zahrnuji zejména
vazodilataci, zvySenou diurézu a inhibici bunééného ristu. Plazmatické hladiny ANP, BNP
a NT-proBNP pozitivné koreluji s vysi srdecnich plnicich tlakti a jsou tedy vybornymi

ukazateli pfitomnosti dysfunkce levé komory. 32

; . , “r .. v 17 . ;o , 4
Ostatni proteiny zahrnuté v nasi studii se fadi mezi markery zandtu a apoptozy,®*®

78,85

protrombotické markery,”®® ristové faktory,®®” hormony,® markery myonekrézy® a jiné

diagnosticky zajimavé proteiny asociované s hypertrofickou kardiomyopatii.
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2.4 Proteomika v Kklinické diagnostice - status quo

Vasné rozpoznani nemoci je zasadnim faktorem, ktery ovliviiuje Sanci pacientl na
uspésné vyléceni. Soucasnd medicina se pii stanoveni diagndzy opird v ¢im dal vetsi mife
0 specializovana laboratorni vySetfeni, ktera vychazi ze znalosti pfevazné proteinovych a
peptidovych molekul, jejichz koncentrace v Krvi, moci nebo jiném biologickém materialu
vice ¢1 méné koreluji s vyskytem konkrétniho patologického procesu.90 Sledovéni
pritomnosti nebo zmén koncentraci téchto molekul miize odhalit jiz velmi brzka stadia

onemocnéni.

Proteiny pfitomné v télesnych tekutindich a zejména v krvi, spoluvytvari obraz
aktualniho zdravotniho stavu organismu. S trochou nadsazky se da fici, ze jakékoliv vnitini
¢1 vnéjsi zména dokaze v té€le zanechat po rizn¢ dlouhou dobu jakysi proteinovy ,,otisk
palce. V této souvislosti se pojmy biomarker, ukazatel patologického stavu, marker a
klinickd proteomika v poslednich letech stali jednémi z nejfrekventovanéjSich terminii
Vv oblasti biomedicinského vyzkumu. Dle definice americké vladni agentury pro potraviny
a léciva, FDA (Food and Drug Administration, USA), je marker charakteristika, kterd je
objektivné meéfitelnd, pouzitelnd jako indikdtor normalniho biologického procesu,
patologického  procesu  nebo  odpovédi na  farmakologickou  intervenci

(http://www.fda.gov/). Z bioanalytického hlediska je pak marker molekula, jejiz

pfitomnost, pifipadné¢ kvantitativni charakteristika je stanovitelnd nejcastéji pomoci
specifickych monoklonélnich protilatek automatizovanymi systémy, a kterd ma popsany

vztah ke sledovanému onemocnéni.

Existuje mnoho riznych definic marker. VSem je ale spolecné, Ze idedlni marker
by mél nabidnout pfedevSim jasné stanoveni a posouzeni diagndzy, zejména u pacientil,
ktefi nemaji specifické klinické pfiznaky. Mél by dale spliiovat nékolik zakladnich
pozadavki: predevsim vysokou specificnost vzhledem k pfedpokladanému onemocnéni,
vysokou organovou/tkdniovou specificnost a dostateCnou miru citlivosti. Pomérné
dulezitym aspektem pii mnoha vySetfenich je také korelace sledovaného laboratorniho
parametru s rozsahem poskozeni tkdné nebo organu. S timto vyctem jeSté uzce souvisi
pfijatelnd dynamika daného markeru v ¢ase a moZnost spolehlivého stanoveni jeho
hrani¢nich hodnot. Nékteré molekuly maji piili§ kratky poloc¢as vyskytu v krvi ¢i tkédni
nebo je jejich koncentrace vyznamné ovlivilovana jinymi faktory a nelze je tedy jako

40



2 Teoreticka Cast

klinické indikatory pouzit. Nezanedbatelnym pozadavkem oblasti klinické diagnostiky je
téz moznost standardizace stanoveni s piijatelnou mirou variability, snadnd interpretace

ziskanych vysledkt a srozumitelnost vystupt pro 1ékafe i pacienta.

Ackoliv proteomika stala dlouhou dobu ve stinu genetického vyzkumu, postupné se
diky vyznamné progresi v oblasti instrumentalnich metod dostala do popfedi zajmu mnoha
védeckych a dnes i klinickych pracovist. Bylo by ale chybou se domnivat, ze se podobor
klinicka proteomika zrodil az v poslednich letech. Dnes bézné pouzivané metody klinické
biochemie jako naptiklad stanoveni bilkoviny v moci, elektroforéza sérovych proteinit, ale
i rizné imunochemické metody jsou vysledkem aplikace proteomickych poznatkl
ziskanych experimentalni cestou do praxe. Tento trend stile ziistdva hlavnim smérem
klinické proteomiky, protoze zdjem o identifikaci novych markerii, které by umoznily

odhalit onemocnéni jesté v bezsymptomatickych stadiich neustéle roste.

Proteinové markery se staly lakavym cilem fady novych studii zabyvajicich se
hledanim biologickych wukazateld ridznych chorob zejména pak néadorovych C¢i
kardiovaskularnich. Jednou ze zakladnich otazek kazdého proteomického projektu z oblasti
klinickych markeri je volba vychoziho biologického materidlu. Ackoliv jsou zdroje
potencidlnich proteinovych markerti velmi pestré, za nejperspektivnéj$i je povazovana
krev, resp. krevni plazma nebo sérum. Krev ptichazi do kontaktu se vSemi buiikami téla,
tedy i s témi patologicky zménénymi, které mohou produkovat mnozstvi riznych vice ¢i
méné specifickych molekul. Ty je pak mozZzné v krvi nalézt a kvantifikovat ¢asto dlouhou
dobu pfed nalezem patologického loziska. Mezi dalsi vyuZzivané zdroje patii moc¢, plodova
voda, sliny, cerebrospindlni tekutina, komorovd voda, synovialni tekutina,91
bronchoalveolarni lavdz nebo aspirat z prsni Zle’lzy.92 Tyto zdroje jiZ nemohou poskytnout
tak Siroké spektrum proteinti k analyze jako krev, nicméné jejich vypovidajici hodnota
oproti krvi markantné vzrista v ptipadé, ze se onemocnéni tyka specificky oblasti jejich
vyskytu (obr. 2.8). Jasnym piikladem miiZze byt analyza moce pii podezieni na nadorové

. « « 1y 4
onemocnéni mocového mechyre.g?"9

Analyza télnich tekutin, zejména krve, muze byt
v mnoha piipadech vhodnou alternativou histologického vySetfeni bioptického vzorku,
jehoz odbér nemusi byt vzdy snadno proveditelny a pfedstavuje pro pacienta podstatné

veétsi zatéz ve srovnani s klasickym odbérem periferni krve.
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Proteomické ptistupy vedouci k odhaleni nového ukazatele 1ze zpravidla rozdélit do

tif krok:

1. Vv souhrnu vSech identifikovanych proteini wurcit ty, které maji
prokazatelny vztah k dané chorobé
2. kandidatni proteiny porovnat a vybrat zastupce, ktefi budou nejlépe
odpovidat pozadavkiim kladenym na klinické markery
3. vytvofit jednoduchou metodu pro stanoveni tohoto markeru a klinicky
ovefit vhodnost postupu
VétSina potencidlnich markert neni z rtiznych divodi schopna splnit vysoké
pozadavky na né& kladené. Casto neni vytipovana molekula dostateéné specificka pro
zkoumané onemocnéni, nebo je pfitomna vtak malé koncentraci, Ze neni mozné ji
dnes$nimi technikami spolehlivé identifikovat a kvantifikovat. I proto po rychlém vzestupu
zajmu o markery dos$lo K jistému vystiizlivéni. Klinicka proteomika ale nadale poskytuje
ucinnou platformu pro studium kvalitativnich i1 kvantitativnich charakteristik biologickych
vzorkl. Vysledky ziskané touto cestou mohou ukézat na nové terapeutické cile a napliovat

pozadavky tzv. personalizované mediciny.

Plazma/seérum 9567

Sliny 3344

Mo¢ 2840

Mozkomisni mok 2112

Plodovavoda 1060

Serminalni tekutina 943

Slzy 531

Bronchoalveolarni lavaz 428

Mleko 193

Synovialii tekutina 114

Aspirat z prsm zlazy 97

Celkem 10138 ‘ I ‘ ‘ ‘ I

0 2000 4000 6000 8000 10000

Obr. 2.8 Pocty vsech identifikovanych proteinii v lidskych télnich tekutindch (zdroj www.biosino.org).
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2.5 Hmotnostni spektrometrie v proteomice

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd technika, ktera umoziuje velmi
ptesné ur¢it molekulovou hmotnost analyzovanych latek a jejich fragmenti po jejich
prevedeni na ionty. Ziskané informace jsou zpracovany do podoby hmotnostniho spektra,
kde na ose X je uvedena efektivni molekulova hmotnost m/z (mass-to-charge ratio) a na ose
y relativni zastoupeni jednotlivych iontli ve studované smési, méfené pomoci souctu jejich
dopadi na detektor hmotnostniho spektrometru. Z dat ziskanych touto technikou lze urcit
primarni strukturu analyzovanych molekul, resp. jejich fragmentl, ptipadné lze
charakterizovat piitomné modifikace jejich struktury a wurcit jejich kvantitativni

charakteristiky.

Vyznamnymi udalostmi usnadiujicimi vyuziti MS v proteomice byly prace Johna
Bennetta Fenna na vyvoji elektrosprejové ionizace (ESI, electrospray ionization)* a
Koichiho Tanaky, Franze Hillenkampa a Michaela Karase na rozvoji jemné laserové
desorpce a techniky ionizace/desorpce laserem za ucasti matrice (MALDI, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization),”® které byly ocenény Nobelovou cenou. Ob& Setrné
ionizaéni techniky naSly okamzité uplatnéni v tomto dynamicky se rozvijejicim mladém
oboru.® Dnes se vyvoj hmotnostnich spektrometrd, nejen v proteomice, soustieduje
zejména na zlepSovani rozliSovacich schopnosti, zvySovani dynamického rozsahu méteni,
ureni pfesné hmoty a optimalizaci rychlosti jednotlivych analyz, coZz mé& vyznam

napiiklad v rutinni klinické diagnostice.
2.5.1 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr je sloZen ze tfi zakladnich komponent - iontového zdroje,

hmotnostniho analyzatoru a detek¢éniho systému (obr. 2.9).

vakuu;m ] }'
—y ( ) ) Al

—

vstup vzorku iontovy zdroj analyzator detektor zdznam

Obr. 2.9 Schéma hmotnostniho spektrometru.

43



2 Teoreticka Cast

2.5.1.1 Iontové zdroje - typy ionizace

V iontovém zdroji jsou analyzované latky pifevedeny na ionty v plynném
skupenstvi, které jsou dale usmérnény do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich
jejich separaci na zakladé rozdilného m/z. Typu iontovych zdroji je cela fada a jejich
vyuziti je urCeno charakterem analyzovanych latek. V proteomice patii mezi témér

vyhradné pouzivané mékké iontové zdroje ESI a MALDI.

Elektrosprejova ionizace

v

ESI je v proteomice obecné nejrozsifenéjsi ionizacni technikou, ktera se téméf
vyhradné pouziva ve spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Jeji pfednosti
je zejména Setrnost ke struktufe analytu, jelikoz téméf nedochazi ke vzniku fragmentovych
iontt.® Dal§i vyznamnou vlastnosti je produkce vicenasobné nabitych ionti [A+nH]™, coz
umoznuje charakterizaci vétSich molekul. Koionizaci elektrosprejem dochazi za
atmosférického tlaku, kdy je vzorek v polarnim rozpoustédle ptivadén do zdroje kapilarou,
na niz je aplikovano vysoké napéti (3 — 5 kV) a pomocny zmlzovaci plyn. Zaroveii je na
elektrodu vstupni Stérbiny hmotnostniho analyzatoru pfipojen opacny p6l napéti. Pfitomné
elektrické pole umoziiuje vznik tzv. Taylorova kuzelu'® (obr. 2.10). Anionty analytu se
pohybuji smérem ke sprejovaci kapilare, kationty se pak koncentruji ve Spi¢ce kuzelu a
diky proudu zmlZovaciho plynu jsou neseny ve formé aerosolu ke vstupu do analyzatoru.
S postupnym odpafovanim molekul rozpoustédla se koncentrace povrchového kladného
naboje v kapkach zvysuje, az dojde k tzv. Coulombické explozi a vzniknou kapky vyrazné
mensi. Nakonec dojde k uvolnéni molekularniho iontu zbaveného rozpoustédla a tento je

uveden do evakuované ¢asti hmotnostniho spektrometru — hmotnostniho analyzatoru.
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Obr. 2.10 Schéma elektrosprejového iontového zdroje. HPLC = vysokoucinnd kapalinovd chromatografie.
Desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice

Pii MALDI ionizaci vznikaji zejména jednou nabité ionty [A+H]" nebo [A-H], ke
vzniku fragmentovych ionti dochazi ve velmi omezené mite.'”" Pii vlastni ionizaci jsou
smésné krystaly vzorku a matrice na vhodném nosici (kovova desticka) ozateny kratkym
vybojem laseru. Dochazi k absorpci energie matrici a jejimu rozpadu za soucasné¢ho

uvolnéni a ionizace molekul vzorku.%

Vzniklé ionty jsou silnym elektrickym polem
urychleny k evakuovanému analyzatoru, kterym je nejcastéji analyzator doby letu (TOF,

Time-of-Flight).
2.5.1.2 Analyzdtory hmotnostnich spektrometrii

Po ionizaci ve zdroji analyty v podobé nabitych ¢astic vstupuji do hmotnostnich
analyzatord. Ty slouzi zejména k jejich separaci na zakladé rozdilnych hodnot m/z.
V soucasné dobé lze hmotnostni analyzatory rozdé¢lit do nékolika skupin na zakladé
jednotlivych principi separace iontl. Jednim zhlavnich parametri hmotnostnich
analyzatort je jejich rozliSovaci schopnost. Ta se dnes nejcastéji urcuje pomoci definice
zalozené na hodnoté Sitky piku v poloviné jeho vySky. V niZze uvedeném stru¢ném

prehledu budou popsany jen analyzatory vyuzivané v nasi studii.
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Kvadrupdlovy analyzator

Separace ionti podle hodnoty m/z v iontovém filtru typu kvadrupol je dosazeno pii
jejich prichodu mezi ¢tyifmi kovovymi ty¢emi umisténymi do ¢tverce, na které je vlozeno
stejnosmérné napéti vzdy tak, Ze protilehlé pary ty¢i jsou navzdjem spojeny. Na jeden par
je privedeno Kladné napéti, na druhy zaporné a na vSechny zaroven je superponovano
vysokofrekvenéni stiidavé napéti (obr. 2.11).2% P vstupu iontu do stiedu osy kvadrupélu,
zacne iont oscilovat v zavislosti na velikosti stfidavého napéti, které jej odklonuje z piimé
drahy. Tyto oscilace jsou pro ionty stabilni jen pfi ur¢ité hodnoté m/z pro dany pomér U/V.
Plynulou zménou hodnot amplitudy V a stejnosmérného napéti U dochazi ke skenovani
celého hmotnostniho rozsahu kvadrupdlu a na detektor jsou postupné pustény piitomné
ionty. Citlivost detekce souvisi srozsahem skenovaného spektra. Pfi sniZeni tohoto

rozsahu se zvysi citlivost detekce. Nékteré pouzivané kvadrup6ly mivaji rozsah az do

4 000 m/z.

ionty oscilujici po
stabilnich drahach

detekce iontti a
// [ amplifikace signdlu

)

D G
\"!'/ \_/\"‘ <

[ (ueveoswe) |

iontovy zdroj

O

Obr. 2.11 Schéma kvadrupdlového hmotnostniho filtru.

Iontova past

Iontova past (IT, ion trap) je v podstaté kvadrupolem v trojrozmérném uspoiradani,
kdy uvnitf jsou zadrzovany ptichozi ionty, pfivedené kratkym napétovym pulzem, které
jsou nasledné pomoci zmény vysokofrekvencni amplitudy postupné vypuzovany ze svych
stabilnich drah na detektor v zavislosti na jejich m/z. Dnes je Cast&ji pouzivana linearni
iontova past (LIT, linear ion trap), ktera ma vyssi iontovou kapacitu, zachycuje ionty

wxr .. o xsr ot L - . 104,1
s vyssi efektivitou, ma vyssi citlivost, vétsi dynamicky rozsah aj. 04105
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Analyzator doby letu

TOF je jednoduchy analyzator, jehoz hlavni Cast tvofi letova trubice. lontim
vystupujicim ze zdroje je nejprve kratkym napetovym pulzem udé€lena stejnd kineticka
energie. Nasledn¢ vstupuji do vakuové letové trubice a po uritém ¢ase daném nékolika
parametry (m/z, délka letové casti, aj.) dopadaji na detektor. Nevyhodou tohoto typu
analyzatoru je jeho omezena rozliSovaci schopnost v linearnim uspofadani. Lze ji vSak
vyznamnym zpusobem zlepSit pouzitim zpozdéné pulzni extrakce,'® ktera eliminuje
pocatecni rozdilnou distribuci kinetické energie, spojenou s laserovou ionizaci. U TOF
analyzatorQ lze rovnéZ s vyhodou pouZit tzv. reflektrony,’® coZ jsou iontové zrcadla, ktera
odrazi letici ionty po mirné¢ odklonéné draze smérem k detektoru. lonty s vyssi kinetickou
energii pronikaji hloubé&ji do odrazového elektrického pole reflektronu, ¢imz se adekvatne
prodlouZi jejich draha a na detektor dopadnou ve stejnou dobu jako ionty s nizsi kinetickou
energii, ale se stejnym pomérem m/z. Nedochazi tedy k vyraznéj§imu rozsifovani pikti na
zdaznamu a hmotnostni spektrum dosahne rozliSeni az 20 000. Mg¢feni v reflektronovém
modu je ovSem omezeno pouze na peptidy, pro analyzu proteinl je tieba pouzit linearni
mod. Velkou vyhodou TOF analyzatoru je jejich vysoka citlivost, hmotnostni rozsah a

rychlost analyzy_108,1og

2.5.1.3 Detektory v hmotnostni spektrometrii

Detektory pouzivané v hmotnostni spektrometrii pro detekci iontii analyzovaného

o e foeixa 110,111
vzorku pracuji ¢asto na principu fotonasobiée nebo elektronasobice. 0

Iont dopadajici
na konverzni dynodu vyvola emisi sekundéarnich elektront, které dale dopadaji na dalsi
dynody, a d¢&j se kaskadovité opakuje. V piipadé fotonasobice elektrony interaguji
s fosforem a emituji fotony. Vysledkem je v obou ptipadech vyrazné zesileni odezvy, ktera
je pfimo umérnd poctu dopadajicich iontl. Vznikly pulz je zpracovan piedzesilovatem a
digitalizovan. U analyzatorG s Fourierovou transformaci (Orbitrap, iontovy rezonancni

cyklotron) dochazi k detekci formou indukce pfimo v analyzatoru.'*?

2.5.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie je stéZejni technika pro zjistovani primarni
struktury peptidt, piesnou identifikaci proteinti a charakterizaci jejich posttransla¢nich

modifikaci. Kvantitativni aspekt tomuto pfistupu doddvaji rtizné techniky vyuzivajici
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znaCeni vzorkl (izotopické, izobarické, aj.) nebo pracujici na principu porovnavani
ziskanych dat (plocha pod pikem, vyska piku, atd.). Tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS; MSZ) zahrnuje alespon dvé etapy hmotnostni analyzy, pficemz pocet kroki mize
byt zvysen az na MS", kde n je podet vytvorenych generaci iontli. MS mize byt tandemova
v ¢ase, kdy napt. viontové pasti probihd vybér i fragmentace iontll na jednom misté
Vv riznych casovych tusecich nebo v prostoru, kdy se vyuziva zafazeni dvou hmotnostnich
analyzatort za sebou. Tyto analyzatory mohou byt oddélené kolizni celou, ve které dochézi
k fragmentaci iontti vybranych v prvnim analyzatoru na tzv. produktové ionty (fragmenty).
Fragmentacnich metod je nékolik druhii a jejich pouziti zavisi na typu hmotnostniho
spektrometru. Vysledné fragmenty jsou dale separovany v druhém analyzatoru a dopadaji
na detektor. Analyzatory, pouZzité pro tandemovou hmotnostni spektrometrii, mohou byt

bud’ stejného typu, napt. TOF/TOF nebo trojity kvadrupsl QqQ™>'*

nebo mohou byt
sestavené z analyzatorti rizného typu (hybridni hmotnostni spektrometry), napt. QTOF,

LIT/FT-ICR, IT-Orbitrap.*>**

2.5.2.1 VyuZiti tandemové hmotnostni spektrometrie k urceni sekvence peptidii

Pti fragmentaci peptidil v kolizni cele dochdzi k pteruseni vazeb mezi jednotlivymi
aminokyselinami a vznikaji fragmentové ionty, které jsou zaznamenavany ve formé
fragmentacnich spekter. V peptidu lze nalézt ti1 typy vazeb, které je moZno prerusit béhem
fragmentace. Jsou to CO-NH, NH-CH a CH-CO (obr. 2.12). Znaceni jednotlivych
fragmentli peptidi vychazi ze zavedené nomenklatury, 18 Fragmenty, nesouci naboj na
C-konci, jsou oznacovany ,,x“, ,,y* a ,,z*, fragmenty s ndbojem na N-konci jako ,,a*, ,,b*“ a

,»C*“. Typy pozorovanych fragmentt se fidi pfedev§im pouzitou fragmentacni technikou.

H
H.N J\ /L LN JJ\ P OH

Obr. 2.12 Typy peptidovych fragmentii.
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Pii kolizi indukované disociaci (CID, collision induced dissociation) pouzivané
zejména u hmotnostnich analyzatorti typu QTOF nebo QqQ vznikaji nejCastéji ,,b“ a
,y“ionty. Ne vzdy lze ve spektru nalézt oba typy ionti, navic fragmentace ¢asto neni
tiplna. Cislo v dolnim indexu u oznadeni fragmentu udava pocet obsazenych aminokyselin
(napf. ys, bg). Casto jsou pozorovatelné téz tzv. interni fragmenty, které vznikaji
pfrerusenim vice nez jedné vazby v peptidu. Zvlastnim piipadem interniho fragmentu je tzv.
immoniovy iont, ktery obsahuje pouze jednu aminokyselinu a jeho pfitomnost ve spektru

jednoznaéné potvrzuje jeji vyskyt ve vybraném peptidu.

Ptistup, kdy k separaci vzorku a jeho identifikaci dochazi na urovni peptidd, které
byly ziskany enzymatickym S$tépenim sekvencné specifickou protedzou, se nazyva
»shotgun®. Peptidova smés je separovéana s pouzitim kapalinové chromatografie nejcastéji
pomoci reversni stacionarni faze Cig. Chromatograf byva on-line spojen s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem. Po vyhodnoceni fragmentacnich spekter jednotlivych peptidii
pomoci bioinformatickych nastroji Ize urcit jejich primarni strukturu, ptipadné ptitomnost
modifikaci. ,,Shotgun‘ proteomicky piistup je Casto pouzivan v kombinaci s kvantifika¢ni
technikou (napt. iTRAQ, Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation) béhem

prvni mapovaci faze projekta.
2.5.2.2 VyuZziti tandemové hmotnostni spektrometrie pro kvantifikaci analytii

Nejen pro potieby klinické proteomiky jsou zapotiebi spolehlivé analytické
postupy, které by umoznily kvantifikaci vybranych individui napfi¢ velkym mnozstvim
vzorkd v rozumném cCasovém useku, spolu se zarukou potiebné senzitivity a
reprodukovatelnosti.”**?° Kvantifika¢ni piistupy se daji rozdglit do dvou oblasti, metody
nevyuzivajici znaceni, tzv. ,,label-free“,121 a metody zalozené znaceni.’?? V hmotnostni
spektrometrii neni vzdy intenzita signalu analytu ptimo umérna jeho koncentraci. Aby bylo

mozné kvantifikovat, musi byt pouzito standardu nebo porovnani.

V piipad¢ label-free metod jsou porovnavany chromatografické zaznamy
jednotlivych vzorkl a na zékladé porovnani intenzit nebo podle poctu nasbiranych spekter
Ize provadét kvantifikaci (emPAI, exponentially modified protein abundance index;

123,124

APEX, absolute protein expression). Piednosti tohoto pfistupu je jeho Casova a
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finan¢ni nendro¢nost. Jeho pouziti je vyhodné zejména u studii s velkym poctem vzorki,

kde jsou o¢ekavany dostate¢né velké zmény v koncentraci proteind.

Druhou oblasti kvantifikaénich pfistupti jsou metody, které vyuzivaji znaceni in
vivo nebo in vitro. RozliSeni analyti je zabezpeCeno pouzitim hmotnostnich znacek
inkorporovanych do jejich struktury. V této kategorii muize byt v zavislosti na typu
experimentu pouzito metabolické znaceni (SILAC, Stable Isotope Labeling by Amino
acids in Cell culture; Super-SILAC),**% jzotopické znaceni (**0; GIST, Global Internal
Standard Technology; ICAT, Isotope-Coded Affinity Tag; ICPL, Isotope-Coded Protein
Labeling, aj.) nebo izobarické znadeni (napf. iTRAQ; TMT, Tandem Mass Tag).!??
Vsechny uvedené metody jsou metodami pro relativni kvantifikaci. Pro absolutni
kvantifikaci se vyuziva cilené proteomické analyzy a standardi v podobé syntetickych
izotopicky znacenych peptidii o shodné aminokyselinové sekvenci jako sledovany analyt

(napt. SID-SRM-MS).

Pfi samotné kvantifikaci se zpravidla vychdzi zurceni plochy pod pikem
sledovanych analytl a jejich porovnani. Kvantifikace zalozena na urovani vysky piku se
RS o 1o 12712 NPT 1 “ o
pouziva zejména u méng intenzivnich signalt.’?"*?® V piipadé izobarického znaceni jsou

porovnavany intenzity jednotlivych reportérovych iontt.

Z uvedenych kvantifikatnich metod je v prvnich fazich studii velmi oblibena
zejména 1TRAQ technologie, kterd je zaloZena na chemickém znaceni peptidii na
aminokyselinach, obsahujicich volnou a-aminoskupinu, tedy na lysinu a N-terminalnich
aminokyselinach."?*** Ke znageni miiZe byt pouZito aZ osmi reagentti. Molekula znacky je
sloZzena ze tii casti, které zahrnuji reportérovou skupinu, balan¢ni skupinu a skupinu
reagujici s peptidem. Po Stépeni a znaceni jsou jednotlivé vzorky spojeny do jednoho
smésného. Béhem analyzy na hmotnostnim spektrometru je vidét v MS modu jeden
spole¢ny pik kazdého peptidu, ktery na sob¢ ale nese rizné znacky. Molekulova hmotnost
je do této doby pro vSechny shodni. Po fragmentaci pii MS/MS experimentu dojde
k rozpadu znacky a jeji reportérova cast nesouci naboj je zaznamenana. Kvantifikace
probihd na zadkladé porovnani intenzit zdznamu reportérové skupiny, jejiz hmotnost se u
kazdé znacky mirné 1i§i. Na zdklad€ toho lze urcit relativni kvantitu sledovaného

peptidu/proteinu v jednotlivych vzorcich.
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U cilenych kvantifikaénich analyz je dnes standardni metodou monitorovani
vybranych reakci (SRM, Selected Reaction Monitoring) probihajici na hmotnostnim
spektrometru typu trojity kvadrupdél a vyuzivajici izotopicky znacenych peptidi (SID,
stable isotope dilution). Tato metoda byla pouzita v nasi studii a bude podrobné popsana
dale. Pomérné novou alternativou k SRM je analyza na pfistrojich s vysokym rozlisenim
(HR/AM, high-resolution/accurate-mass), kde je oproti klasickému trojitému kvadrup6lu
nahrazen tieti kvadrup6l vysoce rozliSujicim analyzatorem (napi. Orbitrap). Tato
konfigurace pak umoziuje kvantifikaci na zakladé monitorovani vybranych iontt (SIM,

Selected lon Monitoring) **!

V MS méddu s naslednou MS/MS analyzou, tzv. monitorovani
paralelnich reakci (PRM, paralel reaction monitoring). Zajimavy smér pro kvantifikaci
nabizi také analyzy nezavislé na kritériich pro vybér prekurzoru (DIA, data independent
analysis),*** kde jsou fragmentacni spektra peptidi ziskavana nezavisle na informaci 0

piivodnim prekurzoru (napt. SWATH).'*®

2.5.3 SRM a jeho vyuziti v kvantifikaci peptidu

Nejselektivnéjsi zndmou metodou pro kvantifikaci vybranych analytd je

hmotnostné spektrometrickd technika cilené proteomické analyzy SRM, 1341

provadeéna
na pfistrojich typu trojity kvadrupdl s ESI ionizaci a predifazenou chromatografickou
separaci vzorku pomoci gradientové eluce na reverzni fazi. Selektivitu této metody
zajistuje pribézné monitorovani predem urcené kombinace m/z prekurzorového peptidu a
jeho fragmentu, vzniklého kolizi indukovanou disociaci, spusténou po zachytu hledaného
prekurzoru v prvni ¢asti analyzatoru. Dvojice m/z prekurzor/fragment je nazyvana jako
prechod (transition) a je vysoce specifickd pro hledany analyt. VylepSenim této metody je
zahrnuti informace o predpoklddaném reten¢nim Case analytu, tzv. Casov€ zavisla SRM
analyza (scheduled SRM).136 V takovém piipade jsou specifické prechody hledany jen
v pfedem urcenych casovych oknech, ¢imz se zvysi kapacita méteni a v daleko mensi mife
dochdzi k zachytu falesn¢ pozitivnich signali. SRM je metoda tandemové hmotnostni
spektrometrie, kterd idedlnim zptsobem spojuje vyhody shotgun proteomické analyzy
s moznosti kvantifikace vybranych analytli v komplexnim vzorku i pfi femtomolovych

koncentracich 3"138

Separované a ionizované peptidy prochazi prvnim kvadrupolem Qg ktery funguje
jako hmotnostni filtr. Zde dochazi k selektivnimu vybéru hmoty m/z prekurzorového iontu.
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Tento je nasledné zachycen v druhém kvadrupdlu Q,, kde dojde k CID fragmentaci a
vzniklé fragmenty pokracuji do tietiho kvadrupolu Qgs, ktery funguje podobné jako Q; a
vybird pouze hledané fragmenty korespondujici s matefskym prekurzorovym iontem (obr.

2.13).

Q Q2 Q3 A\
o S —— . |
ammm— Ve " e e —>
LC/ESI Ms CID vybér fragmentu zaznam prechodu

Obr. 2.13 Schéma SRM experimentu. LC = kapalinovd chromatografie, ESI = elektrosprejova ionizace, CID

= kolizi indukovana disociace, Q = kvadrupdl.

Vjednom méfeni je mozné pozorovat stovky prechodd. Kvantifikace
analyzovanych peptidl je mozna na zékladé vyhodnoceni jejich extrahovanych iontovych
chromatogramt (XIC). Nékdy lze v literatufe narazit na termin ,,pseudo” SRM, ktery je
pouzivan v souvislosti s podobnym méfenim na jinych typech analyzatort.’** Tyto
zaznamenavaji celé MS/MS spektrum a vysledny SRM zaznam je vytvoren in silico

vybérem pozadovanych fragmentu.

SRM analyza se na rozdil od klasického shotgun experimentu zaméfuje na
konkrétni proteiny a peptidy. Prvnim krokem usp&sné tvorby SRM metody je tedy peclivy
vybér potencialnich cilovych markerti nasledovany definovanim setu korespondujicich
peptidd a jejich fragmentl, optimalizaci parametrli analyzy a zavérecnou validaci

vytvofené metody.
2.5.3.1 Volba proteinii pro SRM

Volba cilovych proteini vychdzi zpozadavkli provadéné studie. VeétSinou
vyuzivame dat ziskanych v pfedchozich experimentech, piipadné velkou cast informaci
poskytnou jiz publikované vysledky. Vhodné vybrany protein se nema vyskytovat v mnoha
izoformach a mutacich, vyskyt jeho PTM je stabilni a dobfe charakterizovany a samotny
protein se v biologické matrici da s jistotou identifikovat.™*® Dilezitym hlediskem je i

piitomnost vyuzitelnych peptida v sekvenci.
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2.5.3.2 Vybér peptidii

Pro tuspésnou kvantifikaci je Zzadouci zvolit alespon dva reprezentativni
peptidy. **** V/ drtivé vétsing pripadi volime peptidy tzv. tryptické, které maji optimalni
délku 5 — 20 aminokyselin. Ackoliv trypticky digest poskytuje celé spektrum peptidi,
v MS experimentech byva viditelna jen ur¢ita &ast.**? Caste¢né je to dano pouzitou
ionizacni technikou nebo podminkami chromatografické separace. Proto je vyhodné pro
vybér peptidli pouzit informace z jiz naméfenych dat, at’ vlastnich nebo pfistupnych na
internetu.**® Existuje n&kolik online ulozist’ obsahujicich informace o hledanych proteinech
a peptidech, kterd navic mohou shromazd’ovat i namétena spektra vlozena uzivateli.
Vétsina takto ptistupnych dat nepodléhd zadné kontrole, proto je Zadouci k nim pfistupovat
obezietné a pocitat s potvrzujicim experimentem. Piikladem takovych ulozist mize byt

PeptideAtlas™** (http://www.peptideatlas.org/) nebo PRIDE (http://www.ebi.ac.uk/pride/).

Lze nalézt publikované postupy, které popisuji predikci proteotypickych peptidin.**

Tyto empirické pristupy pracuji mimo jiné sprimarni sekvenci peptidd, jejich
acidobazickymi vlastnostmi, s délkou peptidu aj. Pfi SRM experimentech byva velkou
vyhodou pfitomnost prolinu v sekvenci. Diky svoji struktufe poskytuji fragmenty
s N-koncovym prolinem c¢asto velmi intenzivni signal. Naopak je Iépe vyhnout se
peptidim obsahujicim mista variabilniho $tépeni (arginin a lysin vedle sebe, pfitomnost
prolinu C-terminalné za R nebo K), jelikoz u nich mize dojit k rozdéleni signalu mezi
nékolik riznych fragment, coZ znemoziuje piesnou kvantifikaci nami hledaného

prechodu.

Klicovou vlastnosti zvolen¢ho peptidu je zejména jeho unikatnost pro zvoleny
protein ¢i jeho izoformu. Tuto informaci Ize pomérné snadno ovéfit napiiklad pomoci
nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Pokud  bychom  vychazeli  z pravidel

v

pravdépodobnosti a kombinatoriky, pak by platilo, ze ¢im delsi peptid, tim jist&jsi je
potvrzeni jeho unikatnosti. Stejné pravidlo plati pfenesené i pro jeho fragment.
V neposledni fadé je téZ potieba vzit v tivahu shodnou molekulovou hmotnost leucinu a
izoleucinu.'*® Dulezitou roli hraje i pfitomnost posttransladnich a chemickych modifikaci.
Pii analyze peptidi nesouciho jednu nebo vice modifikaci je tu vzdy riziko vyskytu
nemodifikovaného peptidu. Pti optimalizaci SRM metody je 1épe se vyhnout peptidim
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obsahujicim methionin a tryptofan, které jsou nachylné k oxidaci, dale glutamin a
asparagin, které mohou konvertovat na glutamat a aspartit a kone¢né N-terminalni
glutamin méiZe podléhat pieméné na pyro-glutamat.® Naopak karbamidometylace
cysteinu je stabilni modifikace a peptidy obsahujici cystein neni tfeba z analyzy vytazovat.
Zde naznacena pravidla nemusi platit absolutné. Nékdy mize mit cilovy protein nedostatek
Vhodnych peptidii a je na uvazeni, zda pro analyzy pouzit i peptidy, které ve své sekvenci
sporné aminokyseliny obsahuji. Peptid, ktery je vzhledem ke vSem vySe uvedenym
podminkam vhodny pro analyzu na hmotnostnim spektrometru, je oznacovan jako

proteotypicky.'*

2.5.3.3 Vybér SRM prechodii

Vhodné zvolena kombinace m/z prekurzorového a fragmentového iontu a
optimalizace parametrd jejich analyzy jsou dal$im krokem pfi tvorbé nové SRM metody.
Nejprve je nutné vybrat pievazujici nabojovy stav prekurzoru. Ionizace elektrosprejem ve
spojeni s trypsinovym $tépenim poskytuje vétsinou dvoj- a trojnasobné nabité peptidy, kdy
jeden z téchto nabojovych stavii zpravidla vyrazné prevazuje. V kombinaci s CID v kolizni
cele trojitého kvadrup6lu nasledné vznikaji predominantné jednou nabité y ionty, b ionty
nemivaji takovou intenzitu.**’ Pro SRM kvantifikaéni metodu volime zpravidla dva az
Ctyfi nejintenzivnéjsi fragmenty, jejichz pomér m/z je vétsi nez m/z prekurzoru a z duvodu
interference signalu je rozdil obou pomérti hmot vétsi nez 20. Pokud nemame k dispozici
data z predchozich experimentl, je mozné ziskat informace o fragmentaénim spektru
pomoci SRM asociované MS/MS analyzy MIDAS (MRM Initiated Detection and
Sequencing).’*® Pfi takovéto analyze je v okamziku zachytu hledaného prekurzorového
iontu v Q; spusténa jeho fragmentace v kolizni cele a v Qs, ktery v tomto modu pracuje
jako linedrni iontova past, je zaznamenano celé spektrum vzniklych fragmentt, které lze
nasledné vyhodnotit (obr. 2.14). Méné pouZzivanou alternativou je provedeni nové SRM
analyzy na celém spektru teoreticky vypoctenych ptechodi. Algoritmy pro tuto predikci
jsou volng dostupné na internetu (napt. Proteomic Tools

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/) nebo jsou soucasti programd,

urcenych pro praci se SRM daty (voln¢ dostupné - TIQAM, Skyline; komercni produkty -
MRM Pilot, Optimizer aj.).**®
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Obr. 2.14 Schéma SRM asociované MS/MS analyzy (MIDAS). HPLC = vysokoucinnd kapalinova

chromatografie, ESI = elektrosprejova ionizace, Q = kvadrupol, LIT = linedrni iontova past, SRM =

monitoring vybranych reakci, XIC = extrahovany iontovy chromatogram.

Pii proméfovani fragmentacnich spekter vybranych peptidi je mozné pouzit jiz
zminény mod Casoveé zavislé SRM analyzy, ktery predpoklada znalost retencnich casti
jednotlivych analyti. Pii absenci takovych informaci lze vyuzit in silico predikci pomoci

nastroje  SSRCalc  (http://hs2.proteome.ca/SSRCalc/SSRCalcX.html).**®  Vhodnou

pomtckou zejména pii prenosu metody na jinou délku gradientu je pouziti bézné
dostupnych tzv. RT-kitt. Ty obsahuji definované syntetické peptidy a diky jednoduchému
kalkulatoru lze zjejich reten¢nich casti odvodit ¢as eluce ostatnich analyzovanych
peptidii.™

Podstatnou sou&asti vybéru prechodi je optimalizace parametri analyzatoru. 34/

V praxi se nejéastéji urcuje hodnota kolizni energie (CE, Collision Energy). V programech
pro praci se SRM daty byva CE vypocitana na zakladé experimentalné sestavenych rovnic.
Nicmén¢é zhruba v pétiné pfipadi dokdze optimalizace této hodnoty zvysit intenzitu

YL Dale je mozné u nékterych analyzator nastavit optimalni

fragmentu 2 az Skrat.
hodnotu deklasterizacniho potencialu (DP, Declustering Potential), ktery ptsobi ve zdroji
na molekuly analytu a podporuje jejich desolvataci a disociaci na jednotlivé ionty. Pokud
je tato hodnota pro dany prekurzor pfili§ vysoka, dochazi k fragmentaci peptidu jiz ve

zdroji. Hodnota DP je pro vSechny piechody jednoho prekurzoru stejné. K jeji optimalizaci
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Vv praxi moc nedochdzi, jelikoz pfinos pro dalsi analyzu neni az tak velky. Oba procesy lze
provadét manualné pii piimé analyze vzorku nebo s pouzitim metody vytvoiené in silico
(napt. program Skyline). Efektivitu, rychlost a zejména kapacitu analyzy lze zlepSit i
volbou vhodné délky ¢asu, po ktery je urcity iont sledovan v ramci jednoho cyklu tzv.
dwell time (DT). Alternativn¢ k tomuto nastaveni lze upravit i délku celého cyklu pfi

zachovani fixniho DT, a tim zvysit pocet sledovanych piechodu.

I pies peclivy vybér proteinti, peptida i jejich fragment a precizné¢ provedenou
optimalizaci vSech parametrii analyzy se miize stat, ze na SRM zaznamu, resp. XIC
zaznamu uvidime v riznych Casech dva a vice pikl s ¢asteéné shodnymi piechody (obr.
2.15). Toto riziko se zvySuje s klesajicim poctem métenych prechodi pro jeden peptid a se
zkracujici se délkou fragmentu. Potvrzenim piitomnosti hledaného paru m/z hodnot,
nejsme schopni s jistotou fici, ze jde o nas hledany peptid. Nedilnou soucasti tvorby SRM
metody je tedy ovéfeni sledovanych prechodd pomoci identifikace odpovidajicich
peptidovych MS/MS spekter ziskanych vyse uvedenou MIDAS analyzou. K tomu miizeme
vyuzit jiz vytvofenych databazi z pfedchozich experimentl, dostupnych databazi na
internetu, porovnanim s teoreticky vypocitanymi hodnotami ocekévanych fragmenth
(Proteomic Tools — Fragment ion calculator) nebo pouzitim shodnych syntetickych peptidi
(viz dale).
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Obr. 2.15 XIC zdznam piechodii peptidu SDGLPWCSTTANYDTDD. MS/MS experiment potvrdil spravnost

plku nachdzejictho se vpravo.
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Piitvorbé SRM prechodi 1lze také wvyuzit program SRM  Collider

(http://www.srmcollider.org/srmcollider/srmcollider.py), umoziujici nalezeni moznych

interferenci nami vybranych ptfechodii se zvolenym pozadim. Zavérem by SRM metoda

m¢éla byt validovana v souladu s pozadavky na validaci analytické metody (kap. 2.5.4).
2.5.3.4 VyufZiti syntetickych peptidii pro tvorbu SRM metody

Pti analyze biomarkerti pomoci techniky SRM c¢asto vychazime z velmi komplexni
biologické matrice. I po provedeni imunoafinitni separace a separace pomoci kapalinové
chromatografie je peptidova smés stile hodné slozitd. Dochazi k interferenci a
Kk pfekryvani signalt jednotlivych iontl. Jen s obtizemi lze v takovémto vzorku vybrat
relevantni fragmenty, ptipadné optimalizovat podminky analyzy. Jednim z feSeni je vyuziti
syntetickych peptida pro tvorbu SRM metody. Jejich aminokyselinova sekvence je totozna

s vybranymi nativnimi peptidy.*>**?

Vsechny vyse zminéné kroky optimalizace vybéru
fragmentll a parametri analyzy jsou provaddény na smeési téchto peptidii. Nedochézi
K interferencim s dal$imi analyty a cely proces vyvoje metody se podstatné urychli a
zjednodus$i. Vyznamnym piinosem pfi pouziti téchto peptidl je pfesné urceni retencniho
¢asu kazdého z nich. V komplexni biologické smési se vyskytuje velké mnozstvi peptidi o
shodném m/z. 1 kdyzZ SRM zarucuje selektivitu vybérem jak prekurzoru, tak fragmentu,
muze dochazet k vyse zminénému zachytu nékolika riznych peptidi se stejnou hmotnosti.
Lze odhalit 1 pfipady, kdy dochédzi k zachytu shodnych hmotnosti fragmentt, i kdyz
aminokyselinové sloZeni je rozdilné.'*® Sledovani vice piechodii pro jeden peptid, jejich
intenzit a uréeni pfesného retenéniho ¢asu muze byt v takovych ptipadech klicové (viz obr.

2.15).
2.5.3.5 VyutZiti syntetickych peptidii pro kvantifikaci pomoci SRM

Cilem klinickych studii kandidatnich molekul byva ve vétSiné ptipadi popsani
jejich kvantitativnich rozdili mezi dvéma definovanymi stavy organismu (nejéastéji
pfitomnost ¢i nepiitomnost urcité choroby). SRM analyza umoziuje selektivné sledovat

pouze vybrané analyty napfi¢ velkym mnoZzstvim vzorkd ve velmi kratkém case.

Jako velmi perspektivni technika pro kvantifikaci ve spojeni se SRM se ukazala
tzv. SID (Stable Isotope Dilution) kvantifikace, tedy kvantifikace SRM cilenou

proteomickou analyzou s vyuZitim stabilniho izotopového znaceni standardnich peptidii 0
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znamé koncentraci (SID-SRM-MS).™* Pfi ni jsou ke vzorku b&hem jeho p¥ipravy piidany
identické syntetické peptidy izotopicky znac¢ené na uhliku a dusiku (C13 N15) koncového
lysinu nebo argininu, coz zpusobuje posun v relativni molekulové hmotnosti peptidu o
urcitou hodnotu (zpravidla o 6 — 10 Da). Diky tomuto posunu jsou jednotlivé dvojice pikl
snadno odlisitelné v SRM, resp. XIC zdznamu. Vzhledem k identické struktufe se
chromatograficky chovaji naprosto shodné. Zndma koncentrace standardu pak umoznuje
kvantifikaci sledovanych analyti, provadénou na zakladé porovnani ploch pod pikem

lehkého a tézkého peptidu, resp. ploch pod pikem jejich nejintenzivnéjsiho fragmentu.

Modifikaci této metody je pouziti standardu v podobé celého identického proteinu
znaceného izotopicky na argininu a lysinu (PSAQ, Protein Standard Absolute

Quantification)™>**°

nebo tzv. QconCAT metoda zalozena na syntéze umélého
polypeptidu, ktery ve své primdrni struktufe obsahuje vSechny sledované tryptické

peptidy.®’
2.5.4 Pozadavky na vyvoj a validaci metody cilené proteomické analyzy

Rychlost objevovani novych ukazatelli patologickych stavii daleko pred¢i tempo
jejich realného uvedeni do klinického pouziti. Je to dano ¢astetné omezenou dostupnosti
drahych protilatek a Gasovou naro¢nosti celého procesu.*® Z nové publikovanych vysledki
lze usuzovat, Ze by se cilend proteomickd analyza SRM mohla stat alternativou

pouzivanych imunostanoveni.

V soucasné dobé nejsou jasné stanovené pozadavky na proces vyvoje, validace a
verifikace metod cilené¢ proteomické analyzy pro proteinové markery. Voditkem mohou
byt dokumenty a doporuceni mezindrodnich spole¢nosti, zabyvajicich se akreditaci,
kalibraci, normami a piibuznou problematikou v oblasti Klinickych a analytickych
laboratofi, které primarn¢ vychdzi ze stanovenych ISO norem, pfipadné direktiv Evropské
unie (IUPAC, EURACHEM, ISO/REMCO, NIST, OECD, apod.). V literatufe vénované
proteinovym a peptidovym markerim byvaji v lepSim piipadé stanovovany nékteré
zakladni znaky analytickych metod. Mezi né€ patii preciznost méfeni, analyticka
specificnost a selektivita s ni souvisejici pojem ptenos vzorku, pracovni rozsah a stanoveni
meze detekce, meze stanovitelnosti a linearity a reprodukovatelnost metody. Nize jsou

uvedeny vybrané struéné charakteristiky zakladnich pojmu pievzaté =z publikace

58



2 Teoreticka Cast

Metrologicka terminologie v klinické a analytické laboratofi, vychazejici z Mezinarodniho

metrologického slovniku (VIM 3)!2%1

vytvofeného organizaci JCGM (Joint Committee
for Guides in Metrology), a normy CSN ISO 5725:1997. Text byl pouzit a upraven se

souhlasem majitele autorskych prav.

v" Preciznost méieni je definovana jako tésnost shody mezi namétenymi hodnotami
veli¢iny ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném objektu nebo na podobnych
objektech za specifikovanych podminek. Zpravidla je vyjadiena Ciselné¢ mirami
nepreciznosti, jako napfiklad smérodatnou odchylkou, rozptylem nebo variacnim
koeficientem (CV). Pouziva se mimo jiné k definovani opakovatelnosti a

reprodukovatelnosti méteni.

v’ Analyticka specifi¢nost, nékdy zkracené specifita, je schopnost mékiciho postupu
stanovovat pouze tu méfenou veli¢inu, ktera ma byt stanovena. Specifita metody
nebo postupu udava rozsah méteni, ve kterém muze byt jednotlivy analyt stanoven
v komplexni smési, aniz by doslo k interferenci s ostatnimi slozkami smési.
Specifickd metoda nebo analyticky postup je ten, ktery je oprostén od vlivu

matrice.

v' Selektivita je takova vlastnost analyzy, stanoveni nebo postupu, kdy je stanoveni
analytu v ur€ité matrici zavislé na pfitomnosti omezeného mnozstvi urcitych
ptimési za definovanych podminek reakce. Selektivita se méni s obsahem analytu a
nekdy 1V zavislosti na nastaveni parametru metody (souvislost s robustnosti).
Mirou selektivity je zndmy, kvantitativnim zplsobem vyjaddfeny vliv matrice.
Piikladem je schopnost hmotnostniho spektrometru méfit vyskyt lehlé a tézké
formy peptidu v komplexni smési bez ovlivnéni mezi obéma nebo jinou slozkou

matrice.

v Pracovni rozsah je uzavieny interval hodnot mnozstvi nebo obsahu méfené
veli¢iny ve vzorku, pro ktery bylo potvrzeno, Ze metoda je v ném aplikovatelna
(nejistota méfeni uddvana jako naptf. smérodatnd odchylka je v této oblasti
pfijatelnd). Zdola ohranicuje tento interval zpravidla mez stanovitelnosti. Pracovni

rozsah metody se stanovi méfenim vzorktl s riznou hodnotou obsahu analytu.
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v' Linearita kalibra¢niho vztahu je rozsah hodnot koncentraci, ve kterém je
analyticky signal linearni funkci hodnot koncentrace. Je zjiStovana analyzou
vzorkli s hodnotami koncentraci analytu, které pokryvaji deklarovany rozsah
metody. Vzorky, pouzité k urCeni linearity, maji byt analyzovany v sériich 3 — 5

replikati.

v' Mez detekce daného analytického postupu je urena jako nejmen$i mnoZstvi
analytu ve vzorku, které¢ miize byt detekovano, ale nemusi byt stanovitelné jako
exaktni hodnota. Pouziva se oznaCeni Lp nebo nékdy LoD. K odhadu hodnoty
meze detekce Ize pouzit n€kolik pristupt. Je tedy nutné vzdy uvést, jak probihal

vlastni vypocet hodnot.

muze byt stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty. I pro
mez stanovitelnosti plati, Ze neexistuje jeden uznavany postup jejiho urceni a je

tedy nutné vzdy uvést cestu vypoctu.

v Reprodukovatelnost méfeni je charakterizovana jako preciznost méfeni za danych
podminek a pfimo souvisi s mezi reprodukovatelnosti, coz je hodnota, o niz lze
s 95% pravdépodobnosti predpokladat, ze pod ni bude lezet nebo ji bude rovna

absolutni hodnota rozdilu mezi dvéma vysledky méfeni.

SRM metoda byla jiz diive uspésné vyuzivana ve farmaceutickém pramyslu pro
stanoveni malych molekul. V porovnani s necilenou MS/MS analyzou vynikd zejména
dobrou reprodukovatelnosti a vzhledem ke zptsobu sbéru dat i vétsi selektivitou. Byla
publikovana studie zaméfend na mezilaboratorni srovnani SRM metod, aplikovanych na
riizné piistroje a rtizné typy vzorkd.'”® Nejvétsi zdroj variabilit mé&feni byl odhalen
v souvislosti s pfipravou vzorktl. Ptitomnost vhodného vnitiniho standardu v podobé
proteinu nebo znac¢eného peptidu jiz od pocatku preanalytické faze se zda byt nezbytnosti a
to zejména v piipadech, kdy je kvantifikace hledaného markeru cilem provadéné studie.
Dal$im z vyznamnych aspektl je zvaZeni vlivu biologické variability vybraného ukazatele
v populaci. Hladiny typickych plazmatickych proteinti kolisaji okolo 40 % Vv ramci jedno
roku u jednoho cilového subjektu, Vv piipadé srovnani vice subjekti miize variabilita

161,162
%.6,6

dosahovat az 60 U studii zabyvajicich se detekovatelnosti kandidatnich peptidi
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ptidavanych do plazmy nebo séra je CV daleko mensi*?® a tedy variabilita SID-SRM-MS

analyz by neméla limitovat pouziti této metody v klinické praxi.163
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3 Cile prace

Hypertroficka kardiomyopatie je velmi komplikované dédicné onemocnéni
s rozséhlym genetickym pozadim. Diagnostika na zaklad¢ urceni pfiCinnych mutaci neni
jednoduchou a rychlou analyzou a vzhledem K faktu, ze velka ¢ast mutaci zdstava zatim
neodhalena, postrada i negativni predikéni hodnotu. Je zde tedy spousta prostoru pro
tvorbu pfijatelné laboratorni metody, ktera by nejen zhodnotila pfitomnost ¢i absenci
choroby, ale eventuelné i popsala uspésnost provedeného 1écebného zakroku vzhledem

k tizi onemocnéni.

Tato prace byla zamétena na tvorbu vhodné metody cilené proteomické analyzy pro
potencialni proteinové markery hypertrofick¢é kardiomyopatie, jejichz kvantitativni
charakteristiky by mohly pomoci pii diagnostice a sledovani této nemoci. Z metodického

hlediska 1ze celou studii rozdélit do nékolika dil¢ich cilu.

i.  urCeni kandidatnich proteinti na zakladé srovnavacich experimentt a diive
publikovanych dat
ii. tvorba SRM metody na vybrané proteiny
iii.  kvantifikace zvolenych markerti pomoci metody SRM

Iv.  ovéfeni a porovnani vysledkll pomoci jinych pouzivanych metod
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4.1 Material

. 0,22 um spin filtr Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, USA)

. Bézné laboratorni sklo (Ehrlenmeyerovy banky, lahve pro uchovavani roztokl)

. BD P100 odbérové sety (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)

. Centrifugaéni tuby, rtizné objemy (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

. Frity IntegraFrit Capillary (New Objective, Woburn, USA)

. Immobiline DryStrip Gel (GE Healthcare, Buckinghamshire, Velké Britanie)

. Indikatorové pH papirky (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. Koncentra¢ni a odsolovaci filtry Amicon, (rizné velikosti Amicon, Millipore
Corporation, Bedford, USA)

. Kryci folie na mikrotitra¢ni desticky (AB Sciex, Foster City, USA)

. Mikropipety, rizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

. Mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

. Mikrozkumavky, riizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

. Ochranné osobni pomtcky (nitrilové rukavice, oblicejovy §tit)

. Sprejovaci jehly PicoTip Emitter (New Objective, Woburn, USA)

. Spi¢ky pro mikropipety, riizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

. Vanic¢ky pro multikanalovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

. Vialky pro HPLC (Waters, Milford, USA)

4.2 Chemikalie

. 4700 peptide calibration mix 500 — 3500 Da (AB Sciex, Foster City, USA)

. a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CHCA) (LaserBio laboratories, Sophia-
Antipolis Cedex, Francie)

. Acetonitril (ACN) (Merck Group, Darmstadt, Némecko)

= Agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. AQUA peptidy (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

= Eluéni pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA)
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Etidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Hydroxid sodny (Lachema, Neratovice, Ceska republika)

CHAPS (Bio-Rad, Hercules, USA)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA)
Methanol (Merck, Darmstadt, Némecko)

Mocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Neutraliza¢ni pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA)

O’RangeRuler, 20 bp DNA ladder, 20 — 300 bp (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, USA)

Pufr A pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA)

Pufr B pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA)

S-methyl methanthiosulfonat (MMTS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
SpikeTides TQL peptidy (JPT Peptide technologies GmbH, Berlin, Némecko)
Stripping pufr (Sigma-Aldrich, Corp., St. Louis, USA)

Tracklt Cyan/Orange loading buffer (Invitrogen, Life technologies, New York,
USA)

Trifluoroethanol (TFE) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Tris(2-karboxyetyl)fosfan (TCEP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Trypsin, Sequencing Grade Modified (Promega, Madison, USA)

Voda LC-MS Chromasolv (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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AMS14 kit pro detekci HCV RNA (Clonit S.r.1., Milano, Italie)

AMSA47 kit pro detekci HIV RNA (Clonit S.r.1., Milano, Italie)

AMS92 kit pro detekci HBV (Clonit S.r.1., Milano, Italie)

Bicinchoninic acid (BCA) kit (Sigma, St. Louis, USA)

ITRAQ Reagents Multiplex Kit (AB Sciex, Foster City, USA)

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)
NuPAGE Novex 10% Bis Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, USA)

ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA)
QuantiMatrix Human Fibronectin ELISA kit (Merck Group, Darmstadt, Némecko)
ReadyPrep 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad, Hercules, USA)

RayBio Human IGF-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human MMP-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human MMP-2 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human MMP-9 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human P-selectin ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human TIMP-1 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RayBio Human TIMP-2 ELISA Kit (RayBiotech, Norcross, USA)

RT-kit-WR (Biognosys, Curych, Svycarsko)

USCN BNP Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,
Wuhan, Cina)

USCN bTG Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,
Wuhan, Cina)

USCN TFPI Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,
Wuhan, Cina)

4.3 Pristrojové vybaveni

Hmotnostni spektrometry

4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, Foster City, USA)
QTRAP 4000 (AB Sciex, Foster City, USA)
QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, USA)
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. TSQ Vantage (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Kapalinové chromatografy, kolony a prisluSenstvi

. Alliance 2695 separacni modul (Waters, Milford, USA)

. MARS Hu-14 imunoafinitni spin kolona (Agilent Technologies, Wilmington, USA)

. Cis stacionarni faze Magic AQ, 100 A, 5 um (Michrom BioResources, Auburn,
USA)

. Cig stacionarni faze PepMap, 100 A, 5 um (Dionex, Sunnyvale, USA)

. MARS Hu-14 imunoafinitni kolona (Agilent Technologies, Wilmington, USA)

. Microspin Cig kolonky (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

= NanoEase kolona, 100 A, 3 um (Waters, Milforg, USA)

. nanoL.C ultra 2Dplus system (AB Sciex, Foster City, USA)

. Probot mikrofrakéni kolektor (Dionex, Sunnyvale, USA)

. Tempo nano MDLC capLC HPLC systém (AB Sciex, Foster City, USA)

. UltiMate 3000 HPLC systém (Dionex, Sunnyvale, USA)

Ostatni pristrojové vybaveni

. Analytické vahy Mettler Toledo AG (Laboratory & Weighing Technologies,
Greifensee, Svycarsko)

. Eppendorf stolni minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= Eppendorf vakuova odparka 5301 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= Hlubokomrazici box PowerFREEZE -87°C VXE (Jouan SA, Saint Herblain,
Francie)

. Infinity VX2 system (Vilber Lourmat SAS, Marne la Vallée, Francie)

. Jouan RC10 09 a RCT60 vakuové odparka (Jouan SA, Saint Herblain, Francie)

= Magneticka michacka Hotplate & Stirrer JENWAY 1000 (Jenway, Dunmow, Velka

Britanie)
. Novex Mini-Cell Electrophoresis System (Invitrogen, Carlsbad, USA)
. Paradigm Detection Platform (Beckman Coulter, Brea, USA)
. pH-metr InoLab pH Level 1 (Wiessenschaftelich-Technische Werkstitten,

Weilheim, Némecko)
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. Plnicka kolon (Proxeon BioSystems, Odense, Dansko)
. Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA)
. PTC-200 DNA Engine Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA)

. Sonikaéni lazen Ultrasonic LC 30 H (Elma, Némecko)

. Spektrofotometr UV-VIS Heliosy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
. Stolni centrifuga Jouan B4i/BR4i (Jouan SA, Saint Herblain, Francie)

. Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

. Vac Elut 20 (Varian, Palo Alto, USA)
. Vortex MS2 (IKA Works, Wilmington, USA)

4.4 Programové vybaveni

. 4000 Series Explorer v3.5 (AB Sciex, Foster City, USA)

. Analystv1.5.1 (AB Sciex, Foster City, USA)

. GPS Explorer v3.6 (AB Sciex, Foster City, USA)

. GraphPad Prism v5.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA)
. Infinity-CAPT Software v15.12 (Vilber Lourmat SAS, Marne la Vallée, Francie)
. mQuest/mProphet v2.0 (Biognosys, Curych, Svycarsko)

. MultiQuant v1.1 (AB Sciex, Foster City, USA)

. MassLynx v4.0 (Waters, Milford, USA)

. ProteinPilot v2.0.1 (AB Sciex, Foster City, USA)

. Skyline v1.1 (MacCoss Lab, Seattle, USA)

. TIQAM Digestor v1.2.2 (Seattle Proteome Center, Seattle, USA)

69



4 Experimentalni ¢ast

4.5 Vzorky

4.5.1 Charakteristika skupiny pacienti

Pacienti zahrnuti do studie byli vybrani prof. MUDr. Radkem Pudilem, PhD. na
zakladé stanovené diagnozy obstrukéni hypertroficka kardiomyopatie. Diagnoza se opirala
0 vySetieni lékafem, echokardiografické vySetieni a vysledky ziskané pomoci srde¢ni

katetrizace.

Studovana skupina pacient byla sloZena ze sedmnécti 0sob. Median véku pacienti

v dob¢ odbéru byl 62 let (IQR: 50 — 69). Ve skupin¢ bylo zahrnuto Sest zen.

Vzhledem k vékové skladbé skupiny pacientll a prevalenci onemocnéni v populaci
se nelze vyhnout odbéru vzorkli od osob, které trpi jinym, Casto s vékem asociovanym
onemocnénim. Do skupiny pacienti bylo tedy zahrnuto devét pacientt s diabetes mellitus
Il. typu a dvanact pacientd bylo 1é¢eno na hyperlipoproteinémii. Dva pacienti byli kutaci.
Ze studie byli vylouéeni pacienti s pfidruzenym plicnim nebo ledvinovym onemocnénim,

malignitami, neurodegenerativnimi a autoimunitnimi chorobami.

Dle srovnani s klasifikaci NYHA bylo pét pacientl zafazeno do tiidy NYHA 1,

devét pacientli do NYHA II, dva pacienti do NYHA III a jeden pacient byl na rozhrani
NYHA T alV.

Vsichni pacienti byli léCeni vzhledem ktizi onemocnéni konvencni lécbou
pouzivanou ke zmirnéni projevi asociovanych s chorobou. Devét pacient uzivalo v dobé
odbéru betablokatory, deset pacient blokatory kalciovych kanali, devét pacientt uzivalo
statiny a uosmi pacientd byla nutnd 1écba diuretiky. P&ti pacientim byl jiz diive
implantovan kadioverter-defibrilator a u jedné osoby byla nutnd aplikace biventrikularni

stimulace.

Vsichni pacienti byli o pfedpokladaném prubéhu vyzkumu pln€ informovani a
svym podpisem potvrdili informovany souhlas se zatfazenim do studie. VySe uvedena data

jsou shrnuta v tabulce umisténé za charakteristikou kontrolni skupiny (Tab. 4.1).
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4.5.2 Charakteristika kontrolni skupiny

Tuto skupinu tvofilo sedmnact osob, které prokazatelné netrpély zavaznym
kardiovaskularnim onemocnénim. Vzorky plazmy od kontrolni skupiny byly odebirany od
pravidelnych darcti krve nebo v nékolika ptipadech od pacientii dochazejicich na autologni

odbéry krve pted planovanou operaci.

Dotazniky zamétfené na zjistovani pfitomnosti riznych onemocnéni nebyly od této
skupiny pozadovany, jelikoz je jakékoliv ndmi sledované onemocnéni kontraindikaci
k dobrovolnému darcovstvi krve. V piipadé autolognich odbérti §lo o star$i pacienty
Cekajici na ortopedické operace a i1 vtomto piipadé¢ byla pfitomnost jiné choroby
vyloucena pii urCovani pozadavkid na odbér vzorku na transfuznim oddé€leni Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (FN HK). V ramci skupiny byly odebrany tii vzorky od Zen.
Median véku v dobé odbéru byl 54 rokt (IQR: 45 — 57).

Souhrnna data

n muzi Zeny medidn véku (IQR)
pacienti 17 11 6 62 (50 — 69)
kontrola 17 14 3 54 (45 - 57)

Onemocnéni a NYHA Klasifikace

diabetes
mellitus I1. typu | hyperlipoproteinémie NYHA I NYHA I NYHA Il alV
pacienti 9 12 5 9 3
Lécba
B blokatory | blokatory Ca®* kanali statiny diuretika ICD
pacienti 9 10 9 8 5

Tab. 4.1 Souhrnnd data ziskand od pacientii a kontrolni skupiny. 1CD = kardioverter-defibrilator, n = pocet

vzorkii.
4.5.3 Preanalyticka faze piipravy vzorku
4.5.3.1 Odbér vzorku
Vzorky od pacientii byly odebirdny vzdy po vyplnéni dotazniku a po podpisu
informovaného souhlasu, na jehoz zakladé byl pacient zafazen do studie pod kédovym
oznacenim. Odbéry vzorki od pacientti a kontrolni skupiny probihaly v obdobi mezi zatim

2007 a lednem 2008 ve spolupraci s FN HK. Samotny odbér plné krve probihal

Vv dopolednich hodindch na centralnim odbérovém sale pavilonu internich obori FN HK
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povéfenou sestrou do zkumavek BD P100 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).
Pacient pti odbéru vzdy lezel, nebyl vyzadovan odbér nalacno. Odpovédnym Iékarem byl

prof. MUDr. Radek Pudil, PhD. z 1. interni kardioangiologické kliniky.

Na zakladé charakteristik skupiny pacienti (viz Tab. 4.1) byly stanoveny
pozadavky na skladbu kontrolni skupiny. Odbér vzorkli pro kontrolni skupinu
zajiStovalo transfuzni oddéleni FN HK. Podminky odbéru byly shodné s vySe uvedenym
postupem. Odpovédnym lékatem byl MUDr. Vit Rehaéek.

Celkem bylo odebrano 29 vzorkl v kontrolni skupin€ a 30 vzorki od pacientt.
4.5.3.2 Zpracovani odebranych vzorkii

Zkumavky, do kterych byly odbéry provadény, obsahuji separator s filtrem, ktery
béhem centrifugace oddéli bunééné soucasti plné krve a plazmatickou frakci. Zkumavka
obsahuje antikoagulant K;EDTA a také inhibitory proteaz, nutné pro zajisténi proteinové

stability odebraného vzorku.

Ihned po odbéru byly vzorky transportovany K dal§imu zpracovani. Zkumavky byly
centrifugovany v thlovém rotoru po dobu 5 minut pii 2 500 X g za laboratorni teploty.
Vyslednd plazma oddé€lend separatorem byla pfenesena do nové oznacené zkumavky a
znovu centrifugovana za stejnych podminek. Vznikly supernatant byl rozdélen do n€kolika

zkumavek a ulozen pfi teploté -80 °C k dalSimu zpracovani.

Nékteré vzorky byly vzhledem Kk vysoké chylozité plazmy nebo piitomnosti
hemolyzy vyfazeny z dalSich analyz. Pro konecné kvantitativni méfeni a ovéfeni metody
pomoci ELISA testi bylo pouzito pouze 17 vzorkl od pacientti a 17 vzorkli od kontrolni

skupiny.
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4.6 Metody

Schéma provadénvch experimenti
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4.6.1 Detekce pritomnych patogenti pomoci polymerazové retézové reakce

U vzorku plazmy pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii byla provedena detekce
vird hepatitidy B a C a viru HIV pomoci polymerazové tfetézové reakce z divodu ovétreni

bezpecnosti pred dal§i manipulaci.

Pro amplifikaci charakteristickych usekd nukleovych kyselin byly pouZity
komer¢né dodavané kity AMS47 pro detekci HIV, AMS92 pro detekci viru hepatitidy typu
B a AMS14 pro detekci viru hepatitidy typu C (vSe Clonit, Milano, Italie). Po amplifikaci
byly vzorky spolu se standardem naneseny na 2% agarézovy gel obsahujici ethidium

bromid. Jako zavadéci roztok byla pouZzita smés xylen cyanolu a Orange G Tracklt
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Cyan/Orange loading buffer (Invitrogen, Life technologies, New York, USA). Poté
nasledovala elektroforeticka separace probihajici po dobu 30 min pii napéti 100 V.

Vyhodnoceni jednotlivych gelti bylo provadéno Vv transluminatoru.

Pomoci uvedenych kitii nebyla v Zadném vzorku detekovana ptitomnost hledanych
patogeni.

4.6.2 Imunoafinitni odstranéni vybranych proteinii plazmy pomoci HPLC kolony
MARS Hu-14

4.6.2.1 Priprava vzorkii pred analyzou

Vzorky plazmy byly pozvolna roztaty na ledu, kde byly zaroven uchovavany do
chromatografické analyzy. Pfed imunoafinitni separaci byly vzorky plazmy zbaveny
pfipadnych srazenin a zbylych bunécnych soucasti pomoci filtrace pies 0.22 um spin filtr
Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, USA). Filtr byl nejprve promyt
centrifugaci 200 ul deionizované vody pii 10 000 x g, teploté¢ 4 °C, po dobu 5 minut.
Nasledné byl na filtr nanesen vypocitany objem plazmy a vzorek byl centrifugovan za
stejnych podminek, jako v pfipadé promyvaciho kroku. Po centrifugaci byly vzorky 4krat
nafedény MARS pufrem A (Agilent Technologies, Wilmington, USA).

Pro potieby optimalizace mnoZstvi nastiiku plazmy na imunoafinitni kolonu byly
pouzity smésné kontrolni vzorky a vzorky pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii. Pro
naslednou analyzu na hmotnostnim spektrometru byly depletovany individualni vzorky,

které byly ptipraveny v duplikatu.
4.6.2.2 Imunodfinitni chromatografie

Pro imunoafinitni separaci vzorkli plazmy byla v nasi studii pouzita MARS Hu-14
kolona (4.6 mm ID x 100 mm), spolu spufry dodavanymi vyrobcem (Agilent
Technologies). Analyza probihala na separaénim modulu Alliance 2695 (Waters, Milford,
USA) sUV detekci. Pied separaci jednotlivych vzorkd byla provedena optimalizace
objemu plazmy, ktery byl nandsen na chromatografickou kolonu v ramci jednoho nastiiku.
Byly pfipraveny Ctyfi smésné vzorky kontrolni plazmy a plazmy pacientd s hypertrofickou
kardiomyopatii, ve kterych byl objem plazmy 25, 30, 35 resp. 40 ul. Vzorky byly 4krat
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nafedény ekvilibraénim pufrem. Finalni objem vzorku nanaseného na kolonu byl 100, 120,

140 resp. 160 pl.

Karusel autosampleru byl temperovan na teplotu 4 °C. Po ekvilibraci
chromatografického systému byl na kolonu nanesen nafedény vzorek. Cilova frakce
proteint, které nejsou na koloné zachytavany (FT, prochazejici frakce, flow through), byla
eluovana zpravidla mezi 10 a 16 minutou pfi prutoku mobilni faze A 0.125 ml/min. Po
on-line pfepnuti pratoku mobilnich fazi z A (nanéaseci a ekvilibra¢ni pufr) na B (elucni
pufr) byly z vazby na imobilizované protilatky uvolnény vysoce zastoupené proteiny.
V poslednim kroku byla kolona ekvilibrovana opét mobilni fazi A. Prib¢h

chromatografické separace je shrnut v nasledujicim schématu (obr. 4.1)

120 - 1.2

100 — .
X
§ 80 - 08 pritok [ml]
°©s
=
S 60 - 0.6
£
K=
7]
2 40 - 0.4
]
w
~ mobilnifaze A

20 - 0.2

mobilnifaze B
ratok [ml
0 0 P [mi]
0 10 20 30 40 50 60
Cas [min]

Obr. 4.1 Pribéh imunoafinitni chromatografické analyzy.

FT frakce byla on-line zachycovana pomoci sbérace frakci Fraction Collector Il
(Waters). Na zakladé UV spektrometrické detekce vzorku pii jeho priichodu analytickou
celou (pouzita vinova délka - 280 nm) bylo stanoveno ¢asové rozmezi sbéru FT frakce na
5.5 — 22 minutu. V prabéhu separace byly jimané vzorky chlazeny na ledu v karuselu

sbérace.
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4.6.2.3 Zakoncentrovdni FT frakci a vvména pufru

Aplikaci imunodepleéni chromatografie doslo k odstranéni zhruba 95 % celkového
obsahu bilkovin. Pufry pouzivané pro imunoafinitni separaci pomoci MARS Hu-14 kolony
nejsou kompatibilni s naslednymi analyzami (stanoveni bilkoviny, tryptické Stépeni).

Vzorky tedy bylo tieba zakoncentrovat a vymeénit stavajici pufr za vhodnéjsi.

Po imunoafinitni separaci byly vzorky pfeneseny na centrifuga¢ni molekulovy filtr
0 velikosti poru 3kDa, Amicon Ultra 3K (Millipore Corporation). Nasledovala centrifugace
pii 7500 x g pii 4 °C po dobu 15 min. Po zakoncentrovani vzorku na cca 500 ul byl
stavajici pufr vymeénén za 4M mocovinu ve 100mM NH4HCO; pétindsobnym promytim a
naslednou centrifugaci za vySe uvedenych podminek. Po vyméné pufru byly vzorky

odpareny do sucha na vakuové odparce a ulozeny pii -80 °C do dal§iho zpracovani.

Stanoveni obsahu proteinii ve vzorcich bylo provedeno pomoci standardni BCA

metody na mikrotitracni desticce.

4.6.3 Imunoafinitni odstranéni vybranych proteini plazmy pomoci centrifugac¢nich
kolonek

Pro imunoafinitni separaci mensich mnozstvi vzorkd byla pouzita MARS Hu-14

centrifugaéni kolonka a odpovidajici pufry, dodavané vyrobcem (Agilent Technologies).

Vzorky plazmy byly ponechdny na ledu do tGplného roztati a néasledné upraveny
stejnym zpusobem, jako v kapitole 4.6.2.1 MARS Hu-14 centrifuga¢ni kolonka byla pred
pouzitim ekvilibrovana na laboratorni teplotu. Pro separaci bylo odebrano 10 ul vzorku a
smichano se 190 pl pufru A pro MARS analyzy. Vzorek byl navrstven na pfipravenou
kolonku a centrifugovan pti 100 x g, za laboratorni teploty po dobu 1 min. Po promyti

zbytku FT frakce byly vazané proteiny eluovany pomoci pufru B.

Proteiny FT frakce byly zpracovany stejnym zptisobem, jaky je popsany v kapitole
4.6.2.3.
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4.6.4 SniZeni koncentra¢niho rozpéti pomoci hexapeptidové knihovny

Pro snizeni koncentra¢niho rozpéti proteini lidské plazmy bylo testovano pouziti
technologie hexapeptidovych knihoven (ProteoMiner Protein Enrichment Kit, Bio-Rad

Laboratories, Hercules, USA).

Kolonka s hexapeptidovou knihovnou byla pted pouzitim ekvilibrovana. Nejprve
byl z kolonky odstranén skladovaci roztok centrifugaci pii 10 000 x g po dobu 2 minut pfi
teploté 4 °C. V dalSim kroku byl na kolonku navrstven 1 ml deionizované vody, obsah byl
promichdvan 5 minut a opét odstranén centrifugaci za stejnych podminek. Treti
ekvilibraéni krok probihal totozné s ptfedchozimi, pouze byl misto deionizované vody

pouzit promyvaci roztok o pH 7.4 (150mM NaCl, 10mM Na,HPQO, v deionizované vodg).

Pro testovani metody byl pouzit smésny vzorek obou skupin. Pied navrstvenim na
kolonku byl vzorek centrifugovan pii 10 000 X g po dobu 10 min pii 4 °C, ¢imz doslo
Kk odstranéni lipidové vrstvy (horni ¢ast) a ptipadnych srazenin (spodni peleta). Na kolonku
byl nanesen vzdy 1 ml smé&sného vzorku. Kolonka byla ponechana za velmi mirného
michani pii laboratorni teplot¢ 2 hodiny. Nenavazand frakce proteinti byla odstranéna
centrifugaci 1 000 x g po dobu 3 min pfi laboratorni teploté. Kolonka byla nasledné
promyta 3 x 1 ml promyvaciho roztoku. Po jeho pfidani byla kolonka vzdy mirné michana
po dobu 5 min a nasledné centrifugovana za podminek popsanych vyse. Zavére¢nym

krokem této Casti bylo promyti kolonky 1 ml deionizované vody.

Eluce navazanych proteinli z hexapeptidové knihovny byla provadéna pomoci
100 pl rehydratovaného elu¢niho roztoku (8M mocovina, 2% CHAPS v 5% kyseliné
octové), ktery byl navrstven na kolonku. Inkubace a eluce se tfikrat opakovala. Po
navrstveni elu¢niho roztoku byla kolonka 5 min extenzivné michana a nasledné 15 min
mirn¢ michana pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci pfi 1 000 x g po dobu 2 min za
laboratorni teploty byly jednotlivé eluaty spojeny a uchovany pii -80 °C do dal$iho

zpracovani.

Ziskany vzorek byl porovnavan pomoci jednorozmémné gelové elektroforézy se
smésnym vzorkem z imunoafinitni Separace pomoci MARS Hu-14 kolony a
s neupravovanou plazmou. Elektroforéza probihala na komerén¢ dostupném gelu NuPAGE
Novex 10% Bis Tris gel (Invitrogen). Celkem bylo pro analyzu pouZzito 20 pg kazdého
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vzorku. Jako standard byl zvolen Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad).
Zaroven byl s vyuzitim LC-MALDI-MS/MS srovnavan pocet identifikovanych
proteint/peptidi v obou depletovanych vzorcich. Identifikace naméfenych dat byla
provadéna pomoci programu Protein Pilot (AB Sciex) algoritmem Paragon s pouzitim
FDR analyzy (false discovery rate), v ramci které byla vytvofena tzv. reverzni decoy
databaze. Hrani¢ni hodnota pro vybér proteint byla stanovena na hladiné 5% globalniho

FDR.
4.6.5 Enzymatické stépeni

Pro analyzu na hmotnostnim spektrometru byly vzorky plazmy enzymaticky
Stépeny pomoci sekvencné specifické protedzy trypsin. Vysledna definovatelna smeés
peptidi byla nésledn¢ odsolena na kolonkach s C;g stacionarni fazi a odpafena do sucha.

Vzorky byly takto uchovany pii teploté -80 °C do dal§iho zpracovani.
4.6.5.1 Stépeniv roztoku

Vzorky plazmy byly nafedény 8M guanidin-hydrochloridem a nasledné 100mM
NH4HCO; Redukce probihala v pfitomnosti SmM TCEP pfti teploté¢ 37 °C po dobu
60 min. Nasledna alkylace pak probihala Vv prostitedi 15mM MMTS (S-methyl
methanthiosulfonat) v temnu za laboratorni teploty po dobu 10 min za stalého michani.
Proteiny byly Stépeny trypsinem v poméru zhruba 1:50 trypsin : protein (w/w). Reakce

byla zastavena po 16 hodinach ptidavkem 10% kyseliny mravenci.
4.6.5.2 Stépeni pomoci molekulového filtru

Pro $tépeni pomoci molekulového filtru (10kDa MWCO, Amicon, Millipore
Corporation) byly pouzity nékteré kroky, popsané v tzv. FASP technice enzymatického
$t&peni.

Vzorky byly natfedény 8M mocovinou ve 100mM TrisHCI (pH 8.5) a naneseny na
molekulovy filtr. Pro alkylaci byl pouzit SmM TCEP (30 min, 37 °C). Redukce probihala
pomoci 15mM IAA (5 min, 37 °C) vtemnu. Nadbytena mocovina byla odmyta a
nahrazena 100mM NH4HCO3;. Vzorky byly Stépeny trypsinem v poméru 1:50
trypsin : protein (w/w). Stépeni bylo zastaveno po 16 hodinach piidanim 10% kyseliny

mravenci.
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Po stépeni byly vzorky odsoleny centrifugaci pomoci kolonek pro extrakci na
pevné fazi (SPE, UltraMicroSpin Column, Harvard Apparatus, Holliston, USA) a odpaieny
do sucha na vakuové odparce Jouan RCT60 (Jouan SA, Saint Herblain, Francie). Pokud
byly vzorky nasledné kvantifikovany pomoci cilené proteomické analyzy, byly ke vzorku

pridany ve znamé koncentraci izotopicky znacené syntetické peptidy.
4.6.6 LC-MALDI-MS/MS analyza a identifikace proteinti

Pro separaci odsolené smési peptidi imunoafinitné oSetiené plazmy z MARS
Hu-14 kolony a hexapeptidové knihovny byla pouzita chromatografie na reverzni fazi
v usporadani koncentra¢ni piedkolonka — kolona. HPLC separace probihala na systému
UltiMate 3000 (Dionex, Sunnyvale, USA). Jako koncentra¢ni ptedkolonka byla pouzita
300 um x 5 mm kolonka, naplnéna Cig PepMap stacionarni fazi (100 A, 5 um, Dionex),
separace probihala na analytické 100 um x 150 um NanoEase koloné, naplnéné Cig
Atlantis staciondrni fazi (100 A, 3 um, Waters). Jako mobilni faze byly pouzity roztoky A
(5% ACN, 0.1% TFA) a B (80% ACN, 0.1% TFA). Kolona byla temperovana na teplotu
25 °C. UV detekce probihala pti 215 nm. Po zakoncentrovani vzorku na ptedkoloné po
dobu 5 min pfi pritoku mobilni faze A 20 pl/min byla smés peptidli separovéna na koloné
pomoci linearniho gradientu tvotfeného mobilnimi fizemi A a B. Eluce probihala po dobu
90 min za plynulé zmény zastoupeni mobilnich fazi z0 % B do 90 % B pfi pritoku
360 nl/min.

V pribéhu separace byl eluat vychdzejici z kolony misen s CHCA matrici
(LaserBio Labs, Sophia-Antipolis Cedex, Francie) o koncentraci 3 mg/ml v 70% ACN,
0.1% TFA v poméru 1 : 4 (vzorek : matrice). Sbér jednotlivych frakci probihal pomoci
sbérace frakci Probot (Dionex, Sunnyvale, USA) v intervalech po 12 s. Jednotlivé frakce
byly ihned nanaseny na vzorkovou desticku OptiTOF LC-MALDI (AB Sciex, Foster City,
USA).

Analyza byla provadéna na hmotnostnim spektrometru 4800 MALDI-TOF/TOF
(AB Sciex). Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu 800 az 4 000 m/z
Vv reflektron pozitivnim mddu, pocet dopadii laseru byl nastaven na 625 pulzl pfi intenzité
3150 (Nd:YAG laser, 355 nm). Fragmentacni spektra vybranych prekurzori byla

zaznamenavana V 1kV MS/MS pozitivnim modu. Automaticky bylo zjedné frakce
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vybrdno maximaln¢ 15 nejintenzivnéjSich prekurzorti, jejichz intenzita presdhla
stanovenou hranici poméru signalu k Sumu. Tyto prekurzory byly fragmentovany postupné
od nejmén¢ intenzivniho s pouzitim laseru o fixni intenzit¢ 4 100. Cela analyza byla fizena

pomoci programu 4000 Series Explorer v3.5 (AB Sciex).

Identifikace proteinti na zdklad¢ ziskanych MS/MS dat probihala za pomoci
programu ProteinPilot v2.0.1 (AB Sciex). Data byla vyhodnocovana algoritmem Paragon
s pouzitim FDR funkce. Pro identifikaci byla pouzita aktudlni UniProtKB/Swiss-Prot
databaze (verze dostupna v fijnu 2008) v kombinaci sin silico vytvofenou reverzni

databazi. Nastaveni charakteristik identifikace a popisu vzorku shrnuje nasledujici tabulka
(tab. 4.2).

Popis vzorku v nastaveni Paragon

Sample type Identification
Cys alkylation lodoacetamid
Digestion Trypsin
Special factors bez vybéru
Species Homo sapiens
Database UniProt-SwissProt

Parametry zpracovani dat

ID Focus Biological modification
Search Effort Thorough ID
Detected Protein Treshold 0.05 (10 %)
PSPEP Reversed

Tab. 4.2 Nastaveni parametrii vyhledavani pomoci programu Protein Pilot (AB Sciex).
4.6.7 iTRAQ mapovaci studie

Pro souhrnnou analyzu kvantitativnich rozdili mezi vzorky pacientl
s hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolni skupinou byly pouzity smésné vzorky.
Zkazdého vzorku byly vytvofeny dva replikaty a tyto byly nasledné¢ podrobeny
imunoseparacni chromatografii na MARS Hu-14 koloné. Postup je uveden v kapitole
4.6.2. Vzorky o priblizné koncentraci 1 pg/ul byly podrobeny enzymatickému §tépeni v
roztoku dle postupu popsaného vyrobcem iTRAQ Reagents Multiplex kitu (AB Sciex).
Stépeno bylo 25 ug kazdého vzorku. Nastépené vzorky byly nasledné znadeny pomoci

jednotlivych iTRAQ znacek rozpusténych v 70% etanolu. Kontrolni vzorky byly znaceny
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znackami 114 a 116, vzorky hypertrofické kardiomyopatie znackami 115 a 117. Vzorky
obsahujici jednotlivé reagenty byly promichény a inkubovany pfi laboratorni teploté po
dobu 1 hodiny. Poté byla odpovidajici ¢ast kazdého vzorku odebrana a smisena s ostatnimi

Vv poméru 1:1:1:1.

Vysledny vzorek byl separovan izoelektrickou fokusaci na Immobiline DryStrip
Gel stripu (GE Healthcare, Buckinghamshire, Velka Britanie) s ukotvenym linearnim pH
gradientem v rozmezi 3 — 10 na piistroji Protean IEF Cell (Bio-Rad). Délka pouzitého
stripu byla 17 cm. Pro fokusaci bylo odebrano 10 pg vzorku, nafedéného rehydrata¢nim
pufem (8M mocovina, 2% CHAPS, 50mM DTT) do finalniho objemu 300 pl. Pro ptekryti
stripu byl pouzit parafinovy olej. Po rehydrataci byly nastaveny fokusa¢ni podminky na
startovni napéti 0 V a maximalni koncové napéti 10 000 V nebo celkovych 60 000 V.h pti
teploté 20 °C. Strip byl po fokusaci rozdélen na 34 stejnych dilkli a z kazdého byly
vyextrahovany ptitomné peptidy. Extrakce probihala dvoukrokové nejprve pomoci 120 pl
0.1% TFA a nésledné pomoci stejného objemu 0.1% TFA v 50% ACN. V obou ptipadech
nasledovala sonikace po dobu 10 min. Oba extrakty byly spojeny do jednoho vzorku, ktery
byl nasledné odpaten na vakuové odparce Jouan RCT50. Ziskané peptidové frakce byly
rozpustény V mobilni fazi A (5% ACN, 0.1% TFA). Nasledovala LC-MALDI-MS/MS
analyza a identifikace proteinti dle postupu popsaném v kapitole 4.6.7. Vysledna data byla

statisticky hodnocena, statisticka vyznamnost byla stanovena na hladiné p<0.05.

4.6.8 Tvorba SRM metody pro kvantitativni zhodnoceni zastoupeni potencialnich
markeri hypertrofické kardiomyopatie v periferni plazmé

Ptiprava SRM kvantitativni metody hmotnostni spektrometrie sestava z nékolika

navazujicich postupd, shrnutych v nasledujicim popisu.
4.6.8.1 Vybér proteintii a jejich proteotypickych peptidii

Potencialni markery hypertrofické kardiomyopatie zahrnuté v této praci byly
vytipovany pomoci aktualné dostupnych literarnich tidaji. Vybrané proteiny byly popsany
v souvislosti s hypertrofickou kardiomyopatii. Jedinou vyjimku tvofil fibronektin, ktery
byl zahrnut do studie na zakladé iTRAQ mapovacich experimentt (kap. 4.6.7). Jednotlivé
peptidy pak byly vybirany bud’ na zakladé pozorovani v ptedchozich experimentech, nebo

pomoci dostupnych databézi a analyzy jejich syntetickych ekvivalentl (viz niZe).
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Vybér peptidi a vhodnych fragmentii pomoci SRM a nasledné MIDAS analyzy

FASTA formaty vybranych proteini byly vlozeny do programu TIQAM Digestor
v1.2.2 (Targeted Identification for Quantitative Analysis by MRM, Seattle Proteome
Center, Seattle, USA), ktery vytvaiti SRM metodu na zaklad¢ vlozenych udaji. Presné

nastaveni pouzitych parametrd shrnuje nasledujici tabulka (tab. 4.3).

Parametry nastavené v programu TIQAM Digestor

Generate peptides Popis
Enzyme trypsin Stépici enzym

Pep lenght > 5 Minimalni délka peptidu
Pep mass > 500 Nejniz§i hmota peptidu
Pep mass < 5000 Nejvyssi hmota peptidu

Vylouéeni peptida
Exclude patterns [M], N_[ST] obsahujicich metionin a

glykosylaéni motiv

Generate transitions

Q> 300 Rozsah hmot pro ptechody
S m/z vy$$im nez hmota
Qs < 1600 prekurzoru
Nejmensi povoleny rozdil
Q:>Q, 20 mezi hmotou fragmentu a
prekurzoru
Q> 300 Rozsah hmot pro piechody
S m/z niz§im nez hmota
Q3> 300 prekurzoru
Nejmensi povoleny rozdil
Q:> Qs 20 mezi hmotou fragmentu a
prekurzoru
Transition per precursor ion 8 Podet pfechodii na jeden
peptid
Z1 +2 +3 Nabojové stavy prekurzori
lon series y+ b+ Typy fragmentovych fontii a
jejich naboj
Modification Cys_CAM Mozna modifikace
Save to file Full, Q-trap Typ exportovanych soubort

Tab. 4.3 Nastavené parametry pouzité programem TIQAM Digestor.

Takto ziskané metody pro naslednou SRM analyzu obsahovaly sekvence vSech
peptidi  zadanych proteint, spliujicich pfednastavend kritéria. Automaticky byly
vypocitany parametry kolizni energie a deklasteriza¢niho potencidlu pro kazdy peptid.
Vytvofené metody byly aplikovany na smésné vzorky imunodepletované plazmy obou
skupin. Celkové¢ byl pro jednu chromatografickou a naslednou SRM analyzu pouzit 1 pg

plazmy nastépené v roztoku.
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Prvnim krokem analyzy byla separace vzorku pomoci chromatografie na reverzni
fazi, probihajici na HPLC systému Tempo nano MDLC capLC (AB Sciex) spojeném
s autosamplerem Tempo Autosampler (AB Sciex). Jako ptedkolona byla pouzita 300 um
ID x 5 mm kolona Acclaim PepMap100, naplnéna Cig stacionarni fazi (100 A, 5 um,
Dionex), vlastni separace probihala na analytické 75 um ID x 15 cm koloné¢ Acclaim
PepMap100, naplnéné Cig stacionarni fazi (100 A, 3 um, Dionex). Jako mobilni fize byly
pouzity pufry A (2% ACN, 0.1% FA) a B (98% ACN, 0.1% FA). Po zakoncentrovani
vzorku na pfedkolon¢ po dobu 5 min pfi pritoku mobilni faze A o rychlosti 20 ul/min byla
smés peptidi separovdna na koloné a eluovana pomoci linedrniho gradientu tvotfeného
mobilnimi fdzemi A a B. Celkovy ¢as analyzy byl 45 min, linedrni gradient trval 30 min za

plynulé zmény zastoupeni mobilnich fazi z 0 % B do 40 % B pfi prutoku 250 nl/min.

SRM analyza probihala online na pfipojeném hmotnostnim spektrometru QTRAP
4000 (AB Sciex), ktery byl opatien ioniza¢nim zdrojem Nanospray III se sprejovaci jehlou
PicoTip Emitter SilicaTip s vnitinim pramérem $pi¢ky 15 um (New Objective, Woburn,
USA). V jenom SRM meéfeni bylo cileno cca 200 — 300 piechodd pii nastaveném DT
10 ms na jeden prechod. Celkovy cas jednoho cyklu nepiesahl 5 s. Velikost napéti
Vv iontovém zdroji bylo 2 500 V, rozliSeni v kvadrupdlech Q; a Qs bylo nastaveno jako
jednotkové (unit). Parametry zmlzovciho a pomocného plynu (ion source gas 1 a 2, GS1 a
GS2), cloniciho plynu (curtain gas, CUR) a teplota vyhtivaného rozhrani (interface heater
temperature, IHT) byly nastaveny na hodnoty 18, 0, 12 a 150. Analyza na spektrometru
QTRAP 4000 byla fizena pomoci programu Analystv1.5.1 (AB Sciex).

XIC chromatogramy ze ziskanych SRM zaznam byly manualn€ vyhodnoceny a
unikatnost peptidi, jez byly uspésné detekovany, byla ovéfena nastrojem BLAST. Poté¢
byla z detekovanych peptidll vytvofena nova metoda, ktera byla znova ovéfovana v dal$im
méfeni pii 60 min linearnim gradientu metodou MIDAS. Celkovy ¢as analyzy byl 85 min,
DT byl prodlouZzen na 15 ms, ostatni parametry zlistaly shodné s pfedchozimi SRM
metodami. Fragmentace probihala vzdy u dvou v daném okamziku nejintenzivnéjSich
peptidd, jejichz intenzita signalu ptesahla nastavenou hodnotu. Tolerance rozdilné hmoty
byla nastavena na 250 mDa, jednotlivé fragmenty byly zaznamenavany V rozmezi hmot
250 az 1 400 Da. Rychlost skenovani byla nastavena na 4 000 Da/s. Ziskana fragmentac¢ni

spektra byla porovnana sm/z hodnotami vypocitanymi teoreticky pomoci volné
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dostupného webového nastroje MS/MS Fragment Ion Calculator

(http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/). Po  manualn¢  provedeném

vyhodnoceni vSech fragmentacnich spekter a vybrani péti nejintenzivnéjSich prechodt pro
kazdy peptid a jeho dominantni nabojovy stav byla vytvofena souhrnndé SRM metoda,
pouzita dale pro relativni kvantifikaci pomoci srovnani celkovych ploch pod pikem mezi
smésnym kontrolnim vzorkem a smésnym vzorkem od pacientd s hypertrofickou
kardiomyopatii (kap. 4.6.11).

Vybér peptidi a vhodnych fragmentii pomoci databaze SRM zaznamu a analyzy
syntetickych ekvivalentt

Alternativou k tvorbé SRM metody pomoci nastépenych vzorka plazmy je postup,
vyuzivajici dat, ziskanych pomoci analyzy syntetickych peptidl, jejichz sekvence se
shoduji se sekvencemi nami hledanych peptidt. Tato faze prace probihala ve spolupraci
s Institutem molekularni systémové biologie v Curychu (IMSB, Curych, Svycarsko) a
spole¢nosti Biognosys (Schlieren, Svycarsko). Seznam spole¢né vybranych peptidi
cilovych proteinii byl porovnan s jejich databdzi uz vytvofenych a ovéfenych SRM
ptechodii. Pro peptidy nalezené v databazi byla extrahovana potiebnd data (jednotlivé
prechody, kolizni energie, predpokladany reten¢ni Cas aj.). Peptidy, které nebyly v databazi
jesté zahrnuty, byly zadany k syntéze v neznacené formé (JPT Peptide technologies,
Berlin, Némecko). Unikatnost vybranych peptidi byla ovéfena nastrojem BLAST.
Ptechody pro nové syntetizované peptidy a vypocet parametri kolizni energie probihal
v programu TIQAM Digestor, podle pfedem nastavenych podminek. Vybrané peptidy byly

analyzovany v nékolika naslednych krocich.

V prvnim kole byly smé&sné vzorky syntetickych peptidii analyzovany metodou
MIDAS. Pro kazdy peptid a oba jeho hlavni nabojové stavy byl sledovén jeden y fragment,
jehoz m/z byla minimalné 0 20 vétsi nez hmota prekurzoru. Vznikla fragmentacni spektra
byla zaznamenéna. Zaroven byly sledovany 1 prechody vytvofené pro peptidy s reverzni
aminokyselinovou sekvenci (decoy pfechody), zdavodu zabezpeceni spravnosti
identifikace. Analyza probihala na hmotnostnim spektrometru QTRAP 5500 s iontovym
zdrojem Nanospray Il (AB Sciex) a s prediazenou on-line nanoL.C separaci, provadénou
na pfistroji Tempo nano LC system (AB Sciex). Vzorek, temperovany na teplotu 4 °C byl

na kolonu nanasen pomoci Tempo autosampleru (AB Sciex). Kolonu tvofila in situ

84


http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/

4 Experimentalni ¢ast

vytvorena sprejovaci kapilara o priméru 75 pm, naplnénd cca 15 cm Cig stacionarni faze
Magic AQ, o velikosti ¢astic 5 um (Michrom BioResources, Auburn, USA). Separace
probihala pomoci linearniho gradientu, tvofeného mobilnimi fazemi A a B (sloZeni viz
vyse). Celkovy ¢as analyzy byl 45 min, linearni gradient trval 30 min a probihal za plynulé
zmény zastoupeni mobilnich fazi z 2% do 30% ACN pii priatoku 300 nl/min. Sbér SRM
dat byl provadén pii jednotkovém rozliSeni v kvadrupdlech Qi i Qsz. Celkem bylo
monitorovano cca 300 ptrechodl v jedné analyze, dwell time na jeden piechod byl 10 ms.
MS/MS spektra byla ziskavana v EPI modu (Enhanced Product Ion) pii Q; rozliSeni
nastaveném na low. Rozsah m/z byl 300 az 1 400, rychlost skenovani 4 000 amu/s. Pro LIT
byl nastaven dynamicky plnici ¢as (dynamic fill time). Pomoci prohledavaciho algoritmu
MASCOT (Protein Pilot software, Matrix Science, Boston, USA) byla ziskana data
porovnéna s umeéle vytvofenou databazi obsahujici kromé hledanych peptidi i jejich
reverzni, tzv. decoy sekvence pro vylouceni chybné identifikace. Hmotnostni tolerance m/z
prekurzoru byla nastavena na 2.0 Da, resp. 0.8 Da u fragmentu. Byly potvrzovany pouze
plné tryptické peptidy bez tolerance variabilniho Stépeni. Peptidy, které takto nebyly
potvrzeny, byly analyzovany znovu stejnym postupem s vétSim poctem cilenych prechodd.
Pokud ani poté nebyly nalezeny, byly vyfazeny z dal§iho méfeni. Z potvrzenych peptida
byla vytvofena knihovna jejich spekter, obsahujici tdaje o retencnim case peptidu,
relativnich intenzitach fragmentl a pouzitych koliznich energiich. V ptipad€ vyskytu vice
odpovidajicich spekter u jednoho peptidu bylo jako referencni zaznam vybrano spektrum

s nejlepsi hodnotou tzv. ion score.

Pro potvrzovaci €asové zdvislou SRM analyzu v druhém kroku bylo vybrano az
8 nejintenzivnéjSich prechodl na jeden peptid a jeho zvoleny dominantni nabojovy stav,
pouzity byly fragmenty y i b série. Pro porovnani byly pouzity v jedné metod¢ také shodné
izotopicky znacené ekvivalenty peptidii a méfeny byly zaroven i tzv. decoy obracené
piechody vsech sledovanych peptida (na jeden peptid bylo méteno 5 klasickych prechodi
a 5 tézkych piechodi a 10 decoy piechodil). Pro sledovani ptipadnych odchylek
Vv reten¢nim Case byla v kazdém méteni pouzita specificka peptidova smées, tzv. RT peptidy
(RT calibration kit, Biognosys). Méfeni probihala na ptistroji QTRAP 5500 (AB Sciex)
nebo TSQ Vantage (Thermo). Parametry méfeni byly shodné s vySe uvedenymi daty, oba
kvadrupély pracovaly v jednotkovém rozliseni. Casové okno ¢asové zavislé SRM analyzy

bylo nastaveno na 300 s. Data byla zpracovana v platformé mProphet/mQuest (Biognosys
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AG, Schlieren, Svycarsko),"® umoziujici komplexni analyzu SRM dat. Ziskané zaznamy
peptidi a jejich odpovidajicich fragmenti byly porovnany s knihovnou spekter,
vytvofenou pii piedchozim méfeni v MIDAS moédu. Sledovany byly zejména retencni
casy, poméry intenzit odpovidajicich fragmentt, tvary jednotlivych pikii a dalsi parametry,
které ve vysledku vytvorily tzv. souhrnné diskrimina¢ni d-skére, hodnotici celkovou
kvalitu zdznamu. Po celkovém vyhodnoceni vSech naméfenych dat byla vytvoiena

souhrnna SRM metoda, ktera byla v poslednim kroku testovana na komplexni matrici.
4.6.8.2 Ovéreni SRM metody na biologické matrici

Jako komplexni biologicky material byly pouZzity smésné vzorky imunodepletované
kontrolni plazmy a plazmy pacientti s hypertrofickou kardiomyopatii, pfipravené stépenim
trypsinem v roztoku (viz kapitola 4.6.6). Odpafené vzorky nastépené plazmy byly
rozpustény v pufru A (2% ACN, 0.1% FA). Ke vzorku byly pifidany RT peptidy
v koncentraci 1:10. Celkové bylo analyzovano 0.1 pg vzorku v jedné analyze. Sledovano
bylo 5 nejintenzivnéjSich piechodii na jeden peptid. Méfeni probihala na hmotnostnim
spektrometru TSQ Vantage (Thermo) v ¢asové zavislém SRM méficim modu. Separace
probihala na on-line pfipojeném kapalinovém chromatografu nanoLC 2Dplus system
(Eksigent) s kolonou o délce 10 cm, vnitinim primérem 75 um, plnénou Magic Ci3 AG
5 um stacionarni fazi (Michrom BioResources). Analyza probihala za linedrni zmény
gradientu ACN (5% - 35%) ve vodé obsahujici 0.1% FA po dobu 45 min pfi pritoku 300
nl/min. Rozliseni v Q1 a Q3 bylo nastaveno na parametr unit, ¢asové okno pro jeden

prekurzor bylo nastaveno na 240 s, ¢as cyklu byl 2 s.

Nameéfend data byla zpracovana pomoci platformy mProphet/mQuest. VSechny
naméfené zdznamy byly manudlné validovany a zhodnoceny pomoci d-skore. Zavérem
byla vytvofena findlni SRM metoda, testovana Vv dalSich krocich pro pouziti ke

kvantitativni analyze potencidlnich markera hypertrofické kardiomyopatie v plazmé.
4.6.9 Priprava vzorki s izotopicky znacenymi peptidy

Pro SID kvantifikaci byly pouzity peptidy SpikeTides TQL (JPT Peptide
technologies) a peptidy AQUA (Sigma Aldrich). Peptidy byly dodany v mnozstvi 5 x 1

nmol, izotopicky znacené na uhliku a dusiku C-koncového argininu nebo lysinu (13C,
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15N). JPT peptidy ve své struktuie nesly navic kvantifika¢ni znacku, tzv. JPT tag, ktery
bylo nutné pfed SRM analyzou trypticky odstranit (obr. 4.2)

Spike Tides TQL peptid Spike Tides TQL peptid

._. — . .

Obr. 4.2 Odstépeni JPT tagu z peptidu Spike Tides TQL. K*/R* = izotopicky znaceny Arg nebo Lys.

Pro ovéfeni ptitomnosti jednotlivych peptida a revizi jejich fragmentacnich spekter
byl vytvofen smésny vzorek syntetickych peptida. Zkumavka obsahujici 1 nmol JPT
peptidu, byla rozpusténa ve 100 ul 1M mocoviny v 100mM hydrogenuhli¢itanu amonném.
Nésledné byly zkumavky michdny 60 min a poté na 10 min vlozeny do ultrazvukové lazné.
Takto rozpusSténé vzorky byly centrifugovany 5 min/4000 x g/25 °C. Poté z nich byl
vytvofen smésny vzorek, jehoz objem byl zredukovan na cca 100 pl odpafenim ve
vakuové odparce. Takto ptipraveny vzorek byl Stépen trypsinem v poméru 1:50
(trypsin : protein) pies noc pii teplot¢ 37 °C. Vzorek byl nasledné ptecistén pomoci
centrifuga¢nich kolonek (UltraMicroSpin Column, Harvard Apparatus) a odpafen do sucha
na vakuové odparce. Pro dal$i analyzu na hmotnostnim spektrometru byl vzorek rozpustén
v 2% ACN, 0.1% FA. Takto pfipravené peptidy byly ve zndmém mnozstvi pfidavany
K ptipravenym vzorkim plazmy. Peptidy AQUA nevyzaduji pfed pouzitim tryptické

Stépeni a proto byly po nafedéni ithned ptidavany ke vzorku.
4.6.10 Optimalizace a validace kvantifika¢ni SID-SRM-MS metody

Optimalizace a validace metody pro kvantifikaci potencialnich biomarkert ve
vzorcich plazmy probihala s vyuzitim izotopicky znacenych syntetickych peptidi o
aminokyselinové sekvenci shodné s cilenymi nativnimi peptidy. Pro ovéteni identity
znacenych peptidll a ziskani jejich fragmentacnich spekter byla pouZzita data z finadlni SRM
metody vytvorené v Curychu. Smésny vzorek téchto peptidi byl podroben MIDAS analyze
na hmotnostnim spektrometru QTRAP 4000 (AB Sciex) s ptedfazenou kapalinovou
chromatografii. Analyza probihala podle vyse popsanych podminek (DT 15 ms, gradient
30 min). Naméfena data byla identifikovana v programu ProteinPilot s vyuzitim noveé
vytvofené databaze obsahujici sekvence syntetickych peptidi. Po analyze byla tato data

zpracovana Vv programu Skyline v1.1 (MacCoss Lab, Seattle, USA). Vsechna méfeni
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probihala na hmotnostnim spektrometru QTRAP 4000 AB Sciex) za vyse uvedenych

podminek, data byla vyhodnocovana v programu Skyline.

Podle zadanych parametrti (step size 1, step count 4) byla v programu Skyline
vytvoiena SRM metoda pro optimalizaci Kkolizni energie vychazejici z obecné platnych
rovnic pro vypocet kolizni energie v zavislosti na nabojovém stavu a m/z prekurzoru. Tato
metoda byla nasledné¢ aplikovana na vzorek obsahujici izotopicky znacené peptidy. Na

zéklad¢ vysledki byly optimalizovany jeji hodnoty pro kazdy peptid.

Mira shody (preciznost méieni) mezi jednotlivymi méfenimi byla zjiStovana
VvV ramci analyz technickych replikatd findlnich vzorkid (viz dale). U jednotlivych peptidii
shodnych replikath byl sledovan pomér L/H. Namétené hodnoty byly zprimérovany a byla

vypoctena smérodatna odchylka a ptislusny CV, ktery hodnotil miru preciznosti.

V ramci urc¢ovani pracovniho rozsahu byly zjistovany parametry linearity odezvy
pouzitych syntetickych peptidi ve sledované oblasti. Komplexni matrici pro odhad téchto
parametra tvofila nastépena imunodepletovand smésnd plazma o koncentraci 1 pg/ul nebo
naStépend smésnd plazma o koncentraci 0.1 pg/ul, do které byly pfidavany izotopicky
znacené peptidy o vyslednych koncentracich 0.8; 4; 20; 100 a 200 fmol/ug. Pro urceni
linearniho rozsahu koncentraci byl kazdy koncentra¢ni bod analyzovan metodou SRM ve
ttech technickych replikatech. Z poméri ploch pod pikem nejintenzivnéjSiho ptrechodu
syntetického standardu a nativniho peptidu a jejich znamych koncentraci byla vytvorena
grafickd zavislost charakterizovana regresni rovnici a hodnotou spolehlivosti R.*%® Pomoci

ziskané regresni rovnice byla vypoctena koncentrace sledovanych peptidd.

Stabilita piipravenych vzorki pted jejich analyzou je jednou z klicovych otdzek
prubéhu celého analytického postupu. Vychozim materidlem byla nedepletovana plazma,
ve které byly sledovany dva vybrané endogenni peptidy a jejich syntetické ekvivalenty
(VDVIPVNLPGEHGQR, STTPDITGYR). Bylo urceno né€kolik proménnych: ¢asovy tsek
od Sté€peni k samotné analyze (ihned, tyden, dva tydny, tfi tydny), pocet rozmrazovacich
cykli (bez zmrazeni pii 8 °C, jedno az tfi zmrazeni/rozmraZzeni) a otdzka okamziku
ptidavku syntetickych peptidd, tj. zda ptidat peptidy ke vzorku hned po $tépeni nebo az
pted vlastni analyzou. Pro kazdy sledovany bod byly naméfeny dva analytické a z nich tfi

technické replikaty. Ziskana data byla statisticky hodnocena pomoci programu GraphPad
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Prism v5.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). U ziskanych proménnych byla
testovana normalita rozlozeni pomoci D"Agostino-Pearsonova testu, dale byly provadény
parové i neparové t-testy, u neparametrickych dat Mann-Whitneyho test. U opakovanych
m¢éfeni byla provedena analyza rozptylu v¢etné post hoc Tukeyho testu pro porovnani vice

skupin. Statistickd vyznamnost byla stanovena na hladin¢ p < 0.05.

Pienos vzorku do naslednych analyz (oznaCovany jako carry over) je jednim
Z problému pfii analyzach nejen biologického materialu. Pti analyze slepého vzorku (pufr
A) jsme metodou pouzitou pro kvantifikaci sledovanych peptidi byli schopni detekovat
nékteré peptidy z ptedchozi analyzy a to az do vySe 5 % predchozi odezvy. V ramci
testovani metody tedy byla charakterizovana mira tohoto pfenosu pomoci tiech méteni
vzorkd imunodepletované $tépené plazmy s pfidavkem syntetickych peptidi o zndmé
koncentraci, po kterych vzdy nasledovala analyza slepého vzorku stejnou metodou,
pouzitou v ptedchozim experimentu. Ze zjisténych ploch pod pikem nejintenzivnéjSich
prechodli peptidi obou forem (nativni i1 synteticky) byla vypocitdna jejich primérna
procenta pienosu. Zaroven byly testovany kroky vedouci ke snizeni tohoto pienosu
popsané V literatufe.'®” Mezi jednotlivé vzorky byl vkladan kratky chromatograficky krok,
pii kterém bylo na piedkolonu aplikovano 5 ul 50% roztoku trifluoroetanolu (TFE)

v acetonitrilu.
4.6.11 Kvantifikace potencialnich proteinovych markeru

Pro relativni kvantifikaci potencidlnich markert hypertrofické kardiomyopatie byly
pouzity imunoafinitné¢ separované smésné vzorky kontrolni skupiny a skupiny pacient
s hypertrofickou kardiomyopatii. Pro jednu analyzu byl pouzit vzdy 1 pg naStépené
peptidové smési (kap. 4.6.5.1). Vzorek byl rozpustén v 2% ACN, 0.1% FA. Analyza a
separace probihala na hmotnostnim spektrometru QTRAP 4000 (AB Sciex) s pfipojenou
nanokapalinovou chromatografii podle dfive uvedenych parametru (kap. 4.6.8.1 - Vyber
peptidii a vhodnych fragmentii pomoci SRM a ndsledné MIDAS analyzy). Data byla
ziskana z analyzy dvou technickych replikatl. Vyhodnoceni analyz probihalo pomoci

programu MultiQuant v1.1 (AB Sciex, Foster City, USA) a programu Microsoft Excel.

Pro absolutni kvantifikaci potencialnich markerd hypertrofické kardiomyopatie

byly pouzity neseparované (kvantifikace fibronektinu) i imunoafinitné separované (ostatni
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proteiny) vzorky plazmy pacientd a kontrolni skupiny, nastépené pomoci postupu,
popsaného v kapitole 4.6.5.2. Rozpustény byly v 2% ACN, 0.1% FA. Koncentrace peptida
plazmy a koncentrace piidanych izotopicky znacenych peptidu byla zavisla na pifedchozich

experimentech.

Kvantifikacni analyza metodou SID-SRM-MS probihala na hmotnostnim
spektrometru QTRAP 4000 podle diive uvedenych parametrti. Separace probihala na in
situ pInéné kolon¢ PicoTip Emmiter (75 um, 100 mm, stacionarni faze Cig, velikost ¢astic
3 um, velikost porti 100 A) zakoncené sprejovaci jehlou, které byla piedfazena 2.5 cm
dlouha koncentra¢ni piedkolonka plnéna stejnou stacionarni fazi, tvofena kapilarou
IntegraFrit (New Objective) s vnitinim pramérem 100 um. Jako mobilni faze byly pouzity
pufry A (2% ACN, 0.1% FA) a B (98% ACN, 0.1% FA).

Po zakoncentrovani vzorku na ptedkoloné po dobu 10 min pii pratoku mobilni faze
A rychlosti 2 pl/min byla smés peptidi separovana na koloné a eluovana pomoci
linedrniho gradientu tvofené¢ho mobilnimi fazemi A a B. Celkovy ¢as analyzy byl 45 min,
linearni gradient trval 30 min za plynulé zmény zastoupeni mobilnich fazi z0 % B do
40 % B pti rychlosti pratoku 360 nl/min. Celkem byly sledovany tii nejintenzivngjsi
ptechody pro dany peptid.

Od kazdého vzorku byly pfipraveny dva analytické replikaty, u nichz byly
nezavisle na sobé méfeny tfi technické replikaty. Celkem tedy bylo na jeden vzorek
provedeno Sest shodnych analyz. Ziskana data byla zpracovana v programu Skyline, kde
byly zaznamy upraveny pomoci Sawitzky-Golay transformace. Po zpracovani v tomto
programu byly extrahovany informace o plose pod pikem nejintenzivnéj$iho piechodu
y fragmentu kazdého peptidu a 0 L/H poméru korespondujicich piechodt. Takto ziskana
data byla v programu Microsoft Excel dale zpracovana (pramérné hodnoty, smérodatné
odchylky, CV). Vzhledem ke znamému mnozstvi pfidaného syntetického peptidu bylo
mozné urcit i kvantitu jednotlivych sledovanych peptidi v analyzovanych vzorcich.
Hodnoty primérnych koncentraci nativnich peptidd byly statisticky zpracovany
v programu GraphPad Prism. Parametricka data byla hodnocena neparovym t-testem,
vysledné hodnoty jsou wuvadény jako primér =+ smérodatna odchylka. Data
S neparametrickym rozdélenim byla testovana pomoci Mann-Whitney statistického testu a

vysledné hodnoty jsou prezentovany jako median (IRQ). Ze statistického hodnoceni byly
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vyrazeny vzorky, jejichz CV mezi jednotlivymi replikéaty presahl hodnotu 0.25. Statisticka

vyznamnost byla stanovena na hladin€ p < 0.05.
4.6.12 ELISA stanoveni vybranych markerti

Cast vybranych proteinti byla stanovovana V plazmé pacientii i kontrolni skupiny
pomoci metody ELISA s cilem porovnat vysledky stanoveni s daty ziskanymi kvantitativni

metodou cilené proteomické analyzy.

Pro vybrané proteiny byly pouzity komercné dostupné kity QuantiMatrix Human
ELISA Kit (Millipore Corporation), RayBio Human ELISA Kit (RayBiotech, Norcross,
USA) nebo USCN Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,
Wuhan, Cina) (tab. 4.6).

Ptehled pouzitych ELISA Kkiti

Protein Vyrobce Rozsah kitu
BNP USCN Life Science 31.2—-2 000 pg/ml
TIMP-2 RayBiotech 1.6 —1 200 pg/ml
TIMP-1 RayBiotech 24.69 — 18 000 pg/ml
MMP-1 RayBiotech 24.69 — 18 000 pg/ml
MMP-9 RayBiotech 8.24 — 6 000 pg/mli
FN Millipore Corporation 3-1000 ng/ml
bTG USCN Life Science 46.88 — 3 000 pg/ml
P-sel RayBiotech 0.041 - 30 ng/ml
TFPI USCN Life Science 78 — 5000 pg/ml
IGF-1 RayBiotech 0.25 - 60 ng/ml
MMP-2 RayBiotech 3.3 -800 ng/ml

Tab. 4.6 Prehled pouzitych ELISA kitii. BNP = mozkovy natriureticky peptid, TIMP-1 a 2 = tkanovy inhibitor
metaloprotedz 1 a 2, MMP-1, 2 a 9 = matrixmetaloprotedaza 1, 2 a 9, FN = fibronektin, bTG =
[- tromboglobulin, P-sel = P selektin, TFPI = inhibitor tkanového faktoru, IGF-1 = somatomedin C.

Koncentrace vzorkll byla upravena deionizovanou vodou nebo pfiloZzenym fedicim
roztokem podle informaci vyrobce nebo podle dostupnych literarnich zdroji. Konkrétni
postup stanoveni se fidil protokolem vyrobce. Kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl analyzovéan
ve tiech replikatech, jednotlivé vzorky byly stanovovany v duplikatu. Absorbance
jednotlivych vzorki byla odecitdna pfi 450 nm na pfistroji Paradigm Detection Platform
(Beckman Coulter, Fullertone, USA) s vyuzitim programu Multimode Analysis Software

(Beckman Coulter).
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Tvorba kalibra¢nich kiivek a nasledna interpolace naméfenych dat byly provadény
pomoci statistického programu GraphPad Prism. Statisticka analyza dat jednotlivych
vzorkt byla provadéna téz pomoci vySe zminéného programu. Nejprve byla hodnocena
normalita rozlozeni testovanych hodnot pomoci D’Agostino-Pearsonova testu.
Parametricka data byla hodnocena neparovym t-testem a vysledné hodnoty jsou uvadény
jako priimér + smérodatna odchylka. Data s neparametrickym rozd€lenim byla testovana
pomoci Mann-Whitney statistického testu a vysledné hodnoty jsou prezentovany jako
median (IRQ). Ze statistického hodnoceni byly vyfazeny vzorky, jejichz CV mezi
jednotlivymi replikaty ptesahl hodnotu 0.25. Statisticka vyznamnost byla stanovena na
hladin€ p < 0.05. Pfi korelacni analyze dat cilené proteomické analyzy a ELISA stanoveni
byly pouzity praimérné hodnoty obou biologickych replikat. Pro statisticky vyznamné
vysledky byly vytvofeny ROC kiivky charakterizujici vzdjemny vztah senzitivity a

specifi¢nosti pouzité metody.
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5 Vysledky a diskuse

Problematika hledani proteind vyuzitelnych jako laboratorni markery rdznych
patologickych stavii a zejména vyuziti proteomickych technologii v oblasti biomediciny je
stale velmi diskutovanym tématem ve védeckych i l€karskych kruzich. Na jedné strané
stoji zékladni proteomicky vyzkum, na stran¢ druhé pozadavky klinickych pracovnikli na
vysokou senzitivitu a selektivitu novych metod a v neposledni fad€¢ potieby spravné
laboratorni praxe. Klinickd proteomika balancuje na tenké hranici mezi témito dvéma
oblastmi. V poslednich letech je popisovano stale vice proteinti s definovanym vztahem
K uréittmu onemocnéni nebo stavu organismu. Vybrat ztéto dlouhé fady kandidatt
opravdu validni ukazatele se stalo pro metody zalozené na detekci protilatek problémem,
jelikoz jejich vyvoj a uvedeni do praxe je v mnoha ptipadech nemozné a hlavné casové a
finan¢né naro¢né. Naopak pro Klinickou proteomiku, pracujici s metodami hmotnostni
spektrometrie, je to vyzvou. Zejména technika piesné kvantifikace SID-SRM-MS,
zalozena na detekci hledaného analytu pomoci zaznamu kombinace hmot m/z peptidu a
jeho fragmentu, ve spojeni s paralelni detekci odpovidajiciho identického analytu
znaceného izotopicky, nabizi zajimavou alternativu ke stanovenim pomoci imunoanalyzy.
Nespornou vyhodou této metody je moznost soucasné detekce a kvantifikace az stovek

analytd béhem jednoho méfteni.

Cilem predkladané prace bylo nalézt a vybrat vhodné proteiny s popsanym vztahem
ke kardiovaskularnimu onemocnéni hypertrofickd kardiomyopatie a pomoci dostupnych
proteomickych metod vytvofit kvantifikacni metodu, schopnou charakterizovat rozdily
mezi pacienty a kontrolni skupinou. Hypertroficka kardiomyopatie ptedstavuje velmi
komplikované onemocnéni, Uizce souvisejici s vrozenymi defekty urcitych gent, jejichz
fenotypovy projev byva cCasto modifikovan vnéjSimi podminkami. Bohuzel, mnoho
neobjasnénych patofyziologickych souvislosti a netplné popsané genetické pozadi velmi
komplikuje pfesnou charakterizaci proteinovych zmén. Ziskané unikatni vysledky mohou
V budoucnu pozitivné prispét k lepsimu sledovani jejiho rozvoje ¢i vlivu lécebnych

intervenci.

Kapitola Vysledky a diskuse je tematicky rozdélena do péti podkapitol. V prvni

podkapitole Optimalizace pripravy vzorku jsou diskutovany zejména rizné postupy jeho
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zpracovani pro ucely kapalinové chromatografie a navazujici analyzy na hmotnostnim
spektrometru. Druha kapitola se vénuje vysledkim ziskanym kvantitativni iTRAQ
analyzou na smésnych vzorcich (iTRAQ porovnavaci studie), kterda méla za cil nalézt dalsi
vyuzitelné proteinové indikatory. Zde je zaroven vice rozvedena problematika nového
potencialniho markeru — plazmatického fibronektinu. Ve treti kapitole Tvorba a
optimalizace SRM metody jsou shrnuty cesty, vedouci k vybéru vhodnych peptida a jejich
fragmentii a pouzité optimalizadni a validacni postupy. Ctvrta podkapitola Kvantifikace
peptidii se vénuje dvéma oblastem, a to jednak relativni kvantifikaci zalozené na
porovnavani ploch pod pikem mezi smésnymi vzorky pacienti a kontrol, a jednak
absolutni kvantifikaci provadéné technikou SID-SRM-MS. Zavére¢na kapitola Verifikace
vybranych ukazatelii pomoci imunostanoveni prezentuje a komentuje data, ziskana pomoci

ELISA stanoveni vybranych markert.
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5.1 Optimalizace pripravy vzorku

Velkou piekazkou pii analyze biologickych vzorkd je obrovska komplexita
proteinového slozeni, spojend s nékolikatadovymi rozdily v koncentracich obsaZzenych
proteint. Jak jiz bylo zminéno v Gvodni c¢asti, diagnosticky zajimavé proteiny o
koncentracich v fddu ng/ml byvaji zpravidla zastinény pfitomnosti n¢kolika malo vysoce
zastoupenych proteint, které téméf znemoznuji jejich analyzu. V ptipad¢é vzorka plazmy,
u kterych dominuje zejména albumin a imunoglobuliny, se v mnoha ptipadech osvédcilo

jejich odstranéni technikou imunoafinitni Separace na chromatografické koloné.

V nasem pftipad¢ jsme pro snizeni komplexity plazmy testovali pouziti kolony
MARS Hu-14 (Agilent) a technologii peptidovych knihoven. V piipadé kolony MARS
Hu-14 bylo nejprve optimalizovano mnozstvi plazmy pouzité pro jednu imunoafinitni
separaci. Z ptipojenych chromatogrami (obr. 5.1) je patrné zvySujici se mnoZzstvi
prochazejici i vazané frakce proteinti u obou druhti smésnych vzorkt (kontrolni i vzorek od
pacientii s kardiomypatii). NanaSka s nejvétSim obsahem plazmy (40 pl) je maximum
doporu¢ované¢ vyrobcem kolony. Vzhledem k pomérné rozdilné koncentraci proteinti
plazmy v jednotlivych vzorcich byl uren maximalni objem plazmy pro tuto
chromatografii na 37.5 ul plazmy, resp. 150 pl celkového objemu nafedéného vzorku

V jedné analyze.

smésné vzorky pacientd F

I
---25 Lll ’| =
30 Lll |
— 354l ‘ ] L
---40 pl

kontrolni smésné vzorky

---25pl

|
\

— 40 pl /

Obr 5.1 Optimalizace separovaného mnoZstvi plazmy. Byly pouZity smésné vzorky plazmy kontrolni skupiny a

plazmy nemocnych hypertrofickou kardiomyopatii.

95



5 Vysledky a diskuse

DalSim krokem bylo orienta¢ni ovéfeni obsahu proteinti ve smésném vzorku, ktery
byl pouzit pro imunoafinitni separaci i pro otestovani technologie peptidovych knihoven.
Metodou mikroBCA byla stanovena koncentrace vychozi plazmy, FT a vazané frakce
z imunoafinitni separace pomoci MARS Hu-14 kolony a koncentrace vzorku po aplikaci
peptidovych knihoven. Ziskané hodnoty byly pfepocitany na celkovy vytézek z vychoziho
plazmatického vzorku. Obsah bilkoviny u smésného vzorku byl stanoven na 74.8 pg/ul
(100 %). Technikou peptidovych knihoven bylo ziskdno zhruba 8.1 % pivodniho vzorku,
u FT frakce z imunodeplecni kolony byl zjistén zisk zhruba 4.6 % ptvodniho vzorku a

U vazané frakce byl obsah celkové bilkoviny vypocitan na 95.4 % ptivodniho vzorku.

Pro orienta¢ni porovnani ziskanych vzorkii byla provedena jednorozmérna SDS
gelova elektroforéza ziskanych vzorkll. Na vysledném gelu je patrné odstranéni velké casti
vysoce zastoupenych proteinli, zarovein je zejména u FT vzorku vidét nértst poctu
ostatnich proteinii pfitomnych v plazmé, jejichz detekce by v pfitomnosti vysoce

zastoupenych proteinti byla znacné omezena (obr. 5.2).

TN — \— N n—— T p— " Nzl T
by
—_— -
= -
. r— o
— —— — A —FT frakce peptidovaknihovna
— -
B —FT frakce MARS
C — smesna plazma
— — - D — proteinovy standard
-
A B & D
 —

Obr 5.2 1D SDS elektroforeticky gel se vzorky pripravenymi technikou peptidovych knihoven (A),
imunoafinitni separaci pomoci HPLC kolony MARS Hu-14 (B) a vzorkem smésné plazmy (C).

Vzorek ziskany technikou peptidovych knihoven byl spolu s FT vzorkem ziskanym
pomoci imunoafinitni separace HPLC kolonou MARS Hu-14 podroben
LC-MALDI-MS/MS analyze na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF/TOF. Celkem
bylo v obou vzorcich identifikovano 113 proteinii. Ve vzorku zpracovaném pomoci

peptidovych knihoven bylo identifikovano celkem 66 proteinii. Ve vzorku pfipraveném
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pomoci imunoafinitni separaci bylo identifikovano celkem 85 proteinti. Shodné bylo
V obou vzorcich identifikovano 38 proteini. V piipadé imunoafinitni separace pomoci
MARS Hu-14 kolony bylo tedy identifikovano navic 47 proteint, ve vzorku ziskaném
pomoci peptidovych knihoven 28 proteinti. Piehled identifikovanych proteinii
V jednotlivych vzorcich je uveden v nasledujici tabulce (tab. 5.1). Rozdily v absolutnich
poctech identifikovanych proteini v jednotlivych vzorcich jsou nezanedbatelné. Navic i
s ohledem na principy obou pouzitych metod byla pro upravu koncentra¢niho rozpéti
plazmy s naslednou kvantitativni analyzou jako vhodnéjsi technika zvolena imunoafinitni
separace pomoci MARS Hu-14 HPLC kolony.

Proteiny shodné identifikované v obou vzorcich

n Identifika¢ni ¢islo v UniProt databazi  Nazev proteinu
1 Q15848 Adiponectin
2 P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein
3 P02647 Apolipoprotein A-I
4 P02652 Apolipoprotein A-l1
5 P06727 Apolipoprotein A-IV
6 P04114 Apolipoprotein B-100
7 P02656 Apolipoprotein C-1l1
8 P02649 Apolipoprotein E
9 P04003 C4b-binding protein alpha chain
10 P20851 C4b-binding protein beta chain
11 P00450 Ceruloplasmin
12 P10909 Clusterin
13 P05160 Coagulation factor X1l B
14 P02745 Complement C1q subcomponent subunit A
15 P02746 Complement C1q subcomponent subunit B
16 P02747 Complement C1g subcomponent subunit C
17 P00736 Complement C1r subcomponent
18 P09871 Complement C1s subcomponent
19 P01024 Complement C3
20 POCOL5S Complement C4-B
21 P02748 Complement component C9
22 P08603 Complement factor H
23 Q03591 Complement factor H-related protein 1
24 P02671 Fibrinogen alpha chain
25 P02675 Fibrinogen beta chain
26 P02679 Fibrinogen gamma chain
27 P02751 Fibronectin
28 P02790 Hemopexin
29 P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
30 P04264 Keratin, type 1l cytoskeletal 1
31 P00747 Plasminogen
32 P02760 Protein AMBP
33 P00734 Prothrombin
34 P02753 Retinol-binding protein 4
35 P02743 Serum amyloid P-component
36 P27169 Serum paraoxonase/arylesterase 1
37 P07225 Vitamin K-dependent protein S
38 P04004 Vitronectin
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Proteiny identifikované pouze ve vzorku po imunoafinitni separaci

n Identifika¢ni ¢islo v UniProt databazi Nazev proteinu
1 P43652 Afamin
2 P01011 Alpha-1-antichymotrypsin
3 pP04217 Alpha-1B-glycoprotein
4 P08697 Alpha-2-antiplasmin
5 P01019 Angiotensinogen
6 P01008 Antithrombin-I11
7 075882 Attractin
8 P02749 Beta-2-glycoprotein 1
9 P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase
10 Q961Y4 Carboxypeptidase B2
11 P15169 Carboxypeptidase N catalytic chain
12 P22792 Carboxypeptidase N subunit 2
13 P00742 Coagulation factor X
14 P00748 Coagulation factor XII
15 P06681 Complement C2
16 P01031 Complement C5
17 P13671 Complement component C6
18 P10643 Complement component C7
19 P07357 Complement component C8 alpha chain
20 P07358 Complement component C8 beta chain
21 P07360 Complement component C8 gamma chain
22 P00751 Complement factor B
23 Q02985 Complement factor H-related protein 3
24 P05156 Complement factor |
25 P08185 Corticosteroid-binding globulin
26 Q9H1D9 DNA-directed RNA polymerase 111 subunit RPC6
27 P06396 Gelsolin
28 P05546 Heparin cofactor 2
29 P04196 Histidine-rich glycoprotein
30 Q14520 Hyaluronan-binding protein 2
31 P35858 Insulin-like growth factor-binding protein complex
32 P19827 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
33 Q06033 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3
34 Q14624 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
35 P29622 Kallistatin
36 P01042 Kininogen-1
37 P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
38 P51884 Lumican
39 QINYL2 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase MLT
40 Q96PD5 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
41 P36955 Pigment epithelium-derived factor
42 P03952 Plasma kallikrein
43 P05155 Plasma protease C1 inhibitor
44 P27918 Properdin
45 P05452 Tetranectin
46 P05543 Thyroxine-binding globulin
47 P02774 Vitamin D-binding protein
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Proteiny identifikované pouze ve vzorku ziskaném technikou peptidovych knihoven

n  Identifika¢ni ¢islo v UniProt databazi  Nazev proteinu
1 P03950 Angiogenin
2 P03973 Antileukoproteinase
3 P02654 Apolipoprotein C-I
4 P05090 Apolipoprotein D
5 P49747 Cartilage oligomeric matrix protein
6 P12259 Coagulation factor V
7 P00488 Coagulation factor XIII A chain
8 Q12805 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1
9 P23142 Fibulin-1
10 Q15485 Ficolin-2
11 Q08380 Galectin-3-binding protein
12 pP22352 Glutathione peroxidase 3
13 P04196 Histidine-rich glycoprotein
14 P01876 Ig alpha-1 chain C region
15 P01857 Ig gamma-1 chain C region
16 P01859 Ig gamma-2 chain C region
17 P01860 Ig gamma-3 chain C region
18 P01761 Ig heavy chain V-I region SIE
19 P01768 Ig heavy chain V-III region CAM
20 P01834 Ig kappa chain C region
21 P04208 Ig lambda chain V-1 region WAH
22 POCGO05 Ig lambda-2 chain C regions
23 P01871 Ig mu chain C region
24 P48740 Mannan-binding lectin serine protease 1
25 P59666 Neutrophil defensin 3
26 P02768 Serum albumin
27 P02766 Transthyretin
28 P04070 Vitamin K-dependent protein C

Tab. 5.1 Souhrn identifikovanych proteinii ve vzorcich ziskanych technikou imunoafinitni separace a

metodou peptidovych knihoven.

Dal8im krokem preanalytické faze, ktery bylo nutno zvazit, byla volba optimalniho
postupu trypsinového $té€peni vzorkd. Byly srovnavany dva pfistupy; tzv. §tépeni v roztoku
a postup vychazejici z tzv. FASP protokolu (viz kap. 4.6.5). Pro hodnoceni ucinnosti
jednotlivych postupii bylo pouzito sledovani koncentraci plazmatického proteinu
fibronektinu pomoci srovnani ploch pod nejintenzivnéj$im prechodem vybranych nativnich
peptidit s jejich izotopicky znafenymi ekvivalenty. Pro test byla pouzita smésna
neseparovana kontrolni plazma. Byly sledovany dva vybrané tryptické peptidy
VDVIPVNLPGEHGQR a STTPDITGYR. Celkové byly analyzovany metodou SRM tfi
vzorky z kazdého S$tépiciho postupu. Pfi samotné analyze bylo pouzito vzdy 0.1 pg
peptidové smeési a rostouci koncentrace jednotlivych izotopicky znacenych peptidii
(10 fmol, 20 fmol a 50 fmol, resp. 5 fmol, 10 fmol a 20 fmol). Ziskana data byla

vyhodnocena v programu Skyline. Pro porovnani byly pouzity hodnoty prumérnych ploch
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pod pikem nejintenzivnéjsiho piechodu nativniho peptidu (pro oba peptidy y7) a jejich L/H
pomgery.

Rozdil v koncentraci STTPDITGYR peptidu Vv nativnim vzorku piipraveném
metodou S$té€peni na filtru (vzorky A; B; C) byl ve srovnani s peptidem ze vzorku
pfipraveného pomoci Stépeni Vroztoku vice nez dvojnasobny. V pifipadé peptidu
VDVIPVNLPGEHGQR byl dokonce ¢trnactinasobny (vzorky D; E; F) (obr. 5.3, tab. 5.2).
Stépeni pomoci molekulového filtru je snadno aplikovatelné na vétsi skupiny vzorkd a jeho
vyhodou je zisk Cisté peptidové smeési v n€kolika malo krocich, bez nutnosti dalSiho
odsolovani a ¢isténi vzorku. V ptipadé fibronektinu byla navic experimentalné prokazana

vEtsi vytéznost analytu pii pouziti této metody Stépeni.

Ackoliv tyto zavéry nelze zobecnovat pro ostatni proteiny, vzhledem k ziskanym
vysledkiim byla pro dalsi pfipravu vzorki pro SRM kvantifika¢ni analyzu zvolena tato
metoda. V ptipadé jinych proteini ovSem mize napiiklad vlivem vyssi afinity
k molekulovému filtru dochazet k jejich ztratam. ProtoZze ale neexistuje jedna idealni
metoda, je dulezité zvolit takovou, u které benefity aktualné pfevazuji nad negativy, jez je

ovSem nutno vést v patrnosti.

mmm VDVIPVNLPGEHGQR - 543.9618+++ mmm STTPDITGYR - 555.7749++
= /DVIPVNLPGEHGQR - 547.2979+++ (heavy) . STTPDITGYR - 560.7791++ (heavy)
35 1 30 1

30 ¢ stepeni pomoci filtru stepeni v roztoku 25} stépeni pomoci filtru stepeni v roztoku

Peak Area (10%6)
Peak Area (1046)

AFB1A AF81B AF81C AFB0A AFB0B AF8OC AFB1A AF81B AFB1C AFBOA AF80B AFBOC
replikaty replikaty

Obr. 5.3 Porovndni celkovych ploch pod pikem peptidit VDVIPVNLPGEHGQR a STTPDITGYR ve vzorcich
ziskanych $tépenim pomoci molekulového filtru a Stépenim v roztoku. Cervené sloupce zndzoriuji nativni

peptidy plazmy, modré jsou jejich izotopicky znacené ekvivalenty.
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¢ zna¢eného peptidu Plocha pod Filtr/ v
Peptid [fmol] Vzorek pikem L/H roztoku
STTPDITGYR 5 A 140883 0.58 2.7
STTPDITGYR 10 B 125007 0.22 2.1
STTPDITGYR 20 C 115256 0.11 19
STTPDITGYR 5 D 65429 0.22
STTPDITGYR 10 E 51301 0.11
STTPDITGYR 20 F 55742 0.06
VDVIPVNLPGEHGQR 10 A 308647 0.66 137
VDVIPVNLPGEHGQR 20 B 276642 0.33 16.7
VDVIPVNLPGEHGQR 50 C 239528 0.12 12.9
VDVIPVNLPGEHGQR 10 D 19968 0.05
VDVIPVNLPGEHGQR 20 E 18396 0.02
VDVIPVNLPGEHGQR 50 F 21300 0.01

Tab. 5.2 Souhrn zjisténych ploch pod pikem a L/H pomérii jednotlivych peptidii v mérenych vzorcich.
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5.2 iTRAQ porovnavaci studie

Béhem pocatecni faze experimentd byly porovnavany pomoci ,,shot-gun*
proteomické strategie spojené s iTRAQ kvantifikaci smésné imunoafinitné¢ separované
vzorky pacientl a kontrolni skupiny. Cilem bylo identifikovat nové potencidlni proteinové

ukazatele hypertrofické kardiomyopatie.

Provedené srovnavaci studie odhalily vyznamné rozdily v kvantitativnich profilech
obou skupin vzorkl. Z celkového poctu 234 jednoznacné identifikovanych proteini na
hlading 5% globalniho FDR jich zhruba pétina vykazuje zmény v plazmatické koncentraci
(tab. 5.3). Zna¢na Cast téchto proteinti se Gcastni lipidového metabolismu nebo procesu
srazeni krve. Vzhledem k Casté hypolipidemické a antikoagulacni 1é¢bé pacientl
S hypertrofickou kardiomyopatii se da ocekdvat, ze hladiny téchto proteini budou
vyznamné ovlivnéné pouzitou medikaci a nejsou tedy vhodné pro dalsi faze studie
potencialnich proteinovych ukazateli stavu onemocnéni. Jednim ze zajimavych vysledkt
je signifikantné snizena hladina solubilniho fibronektinu u pacientt s hypertrofickou
kardiomyopatii. Na zaklad¢ nize uvedenych informaci byl tento protein zahrnut do dalsich
experimentll zaloZenych na cilené proteomické analyze. O zafazeni fibronektinu do
skupiny potencialnich markertt hypertrofické kardiomyopatie rozhodla i skute¢nost, ze
byly v ramci dizertacni prace sledovany proteiny MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitory
TIMP-1 a TIMP-2, které mohou mit na jeho hladiny v plazmé zna¢ny vliv.

Nizev proteinu 115/114 phodnota  117/116 p hodnota
Apolipoprotein B-100 0.77 0.00 0.82 0.00
Fibronectin 1 isoform 4 preprotein 0.80 0.00 0.86 0.00
Ceruloplasmin 1.7 0.01 1.22 0.00
Complement C5 13 0.01 1.4 0.00
Prothrombin 0.89 0.00 0.92 0.00
Apolipoprotein Al 0.72 0.00 0.76 0.00
Complement component C7 1.39 0.00 1.44 0.00
Heparin cofactor 2 0.92 0.00 0.95 0.02
Coagulation factor X111 B chain 0.92 0.00 0.93 0.00
Complement component C9 1.6 0.00 1.10 0.00
Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 1.15 0.00 1.21 0.00
Apolipoprotein E2 0.80 0.00 0.77 0.00
Isoform 1 od Pregnancy zone protein 0.86 0.00 0.84 0.00
Insulin-like growth factor binding protein 0.95 0.02 0.91 0.00
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Isoform F of Proteoglycan 4 0.87 0.00 0.84 0.00
Apolipoprotein A-II 0.74 0.00 0.75 0.00
Alpha-2-glycoprotein 1, zinc 0.76 0.00 0.76 0.00
Thyroxine-binding globuline 1.16 0.05 1.21 0.01
Apolipoprotein M 0.64 0.00 0.64 0.00
IgGFc-binding protein 1.23 0.00 1.21 0.00
Coagulation factor X111 Al subunit precursor 0.77 0.00 0.82 0.00
Serum amyloid P component 0.93 0.01 0.94 0.00
Corticosteroid-binding globulin 1.12 0.01 1.19 0.00
Isoform 1 of Sex hormone-binding globulin 1.34 0.00 1.34 0.00
Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin 1.37 0.00 1.42 0.00
Apolipoprotein C-111 variant 1 0.64 0.00 0.67 0.00
Thrombospondin-1 0.77 0.00 0.72 0.00
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1.18 0.00 1.22 0.00
Isoform 1 of Serum albumin 1.25 0.00 1.26 0.00
Carbonic anhydrase | 1.29 0.02 1.29 0.00
Apolipoprotein C-I 0.67 0.00 0.70 0.00
Apolipoprotein C-11 0.63 0.00 0.67 0.00
Cystatin-C 1.20 0.04 1.17 0.00
Adiponectin 1.16 0.00 121 0.00
Beta-2-microglobulin 1.25 0.00 1.25 0.00
Platelet basic protein 0.72 0.00 0.74 0.00
Alpha-2-macroglobulin 2.68 0.00 2.79 0.00
Mannose-binding protein C 1.44 0.00 1.31 0.00
Apolipoprotein C-1V 0.72 0.01 0.73 0.02
Platelet factor 4 0.66 0.01 0.75 0.05

Tab. 5.3 Seznam proteinii identifikovanych v ramci iTRAQ mapovaci studie rozdilné zastoupenych ve
vzorcich plazmy pacientii s hypertrofickou kardiomyopatii a v kontrolnich vzorcich. Statistickd vyznamnost
byla stanovena na hladine p<0.05. Vzorky pacientii byly znaceny znackami 115 a 117, vzorky kontrolni

skupiny znackami 114 a 116.

Fibronektin je pomérné velky glykoprotein (~440 kDa) vyskytujici se v organismu
ve dvou hlavnich formach, plazmatické a bunécné. Plazmatickd forma je produkovana
zejména hepatocyty a jeji koncentrace v plazmé se pohybuje kolem 300 pg/ml.168
Nerozpustna bunécna forma tvoii hlavni slozku extracelularni matrice a je sekretovana
riznymi typy bunék (napi. fibroblasty, epitelidlni buiiky). Tento protein se vyskytuje
nejcastéji v heterodimerni formé, kde jsou fetézce ksobé spojeny v blizkosti
karboxylového konce proteinu pomoci dvou disulfidickych mustki. Jednotlivé monomery
(~240 kDa) jsou slozeny ze tii typt opakujicich se jednotek: FN repeat type I — 11, a jsou

produktem stejného genu. Vysledny pocet az dvaceti znamych izoforem fibronektinu je
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disledkem alternativniho sestfihu jedné mRNA molekuly, ktery probihd v zavislosti na
typu produkujici buflky.169 Fibronektin hraje vyznamnou ulohu v procesech bunécné
diferenciace, rtstu, migrace, proliferace a bunécné adheze.'® Jeho rozmanité funkce
vyplyvaji z velkého poctu vazebnych mist pro rizné molekuly a receptory. Vyznamna jsou
zejména vazebnd mista pro integriny, zprostfedkujici vazbu intracelularniho cytoskeletu na
extracelularni matrix a bunécnou signalizaci. Dal§imi vazebnymi misty jsou napiiklad
domény pro heparin, kolageny a fibrin, které jsou schopné vazat ruzné dalsi molekuly jako
napiiklad chondroitinsulfat, glykosaminoglykany nebo interagovat s bakterialni butikou.
Fibronektin mtize byt proteolyticky stépen na definované fragmenty, které maji zpravidla
zachovanou vazebnou aktivitu a vykondvaji dal$i biologicky vyznamné funkce.
Fibronektinové fragmenty se pak naptiklad Gc€astni procesu hojeni ran, kdy zesiluji adhezi
bunék a pozitivng ovliviuji celkovou kontrakei okolni matrice.”* Velmi zajimavé je té7
antagonistickd aktivita intaktniho fibronektinu a jeho fragmentd pfi ovliviiovani sekrece
matrixmetaloprotedzy 9 monocyty a jejich daldi role vzan&tem postizené tkani.'”
Z hlediska hypertrofick¢é kardiomyopatie jsou =zajimavé kolagen-vazajici domény
fibronektinu, které vykazuji vysokou vaznost k denaturovanému kolagenu, respektive
Kk mistim na jeho molekule, kde dochazi k rozvolfiovani jeho struktury trojité Sroubovice.
Diive se pfedpokladalo, Ze biologicky vyznam této vazby spociva zejména v odstraiiovani
degradovaného kolagenu z krevniho ob¢hu nebo tkané. Posledni studie ale ukazuji, zZe
kolagen je schopen svoji tercidlni strukturu rozvolnovat lokalné a pirechazet zpét do
nativniho stavu.'”® Fibronektin tedy mtZe s molekulou kolagenu voln& interagovat a
ucastnit se tak aktivné jeho metabolismu v postizeném myokardu. Dfive se pfedpokladalo,
ze tvorba fibrotickych loZisek u hypertrofické kardiomyopatie se objevuje az v pozdnéjsich
fazich onemocnéni a byla povaZovéna za dusledek patofyziologickych zmén srde¢ni
svaloviny. Posledni studie ale naznacuji, Ze markery zvySené syntézy kolagenu typu I lze
nalézt v periferni krvi uz ve fazi, kdy jestd neni pozorovatelna hypertrofie myokardu.'™
Pficiny tohoto procesu nejsou zatim uspokojivé objasnény a je otazkou, jakou roli zde

hraje plazmaticky fibronektin.
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5.3 Tvorba a optimalizace kvantifikacni SRM metody

Prevazna cast cilové skupiny proteini byla vybrana pomoci studia dostupnych
literarnich zdroji. Druhou ¢ast skupiny tvofi biochemické markery (kreatinkindza MB,
myoglobin, glykogenfosforylaza izoforma BB, protein vazajici mastné kyseliny,
karboanhydraza III, srde¢ni troponin I), vybrané ve spolupraci s klinickymi pracovniky FN
HK. Zadny ztéchto proteintt druhé skupiny neni specificky pro hypertrofickou
kardiomyopatii, jde ale o proteiny signalizujici poskozenim myokardu.*” Jako posledni byl
na zékladé vysledkli iTRAQ mapovaci studie vybran protein fibronektin. Celkem bylo pro
cilenou proteomickou analyzu vytipovano 35 proteinii vyskytujicich se v plazmé, u nichz
byly popsany nebo experimentilné zjiStény kvantitativni rozdily pfi porovnani skupiny
pacientl s hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolni skupiny nebo u nichz se tento rozdil
predpokladd vzhledem k charakteru onemocnéni (tab. 5.4). Zakladnim cilem bylo
vytvoteni SRM metody pro tyto proteiny, ktera by v rdmci jedné analyzy umoznila jejich

identifikaci a kvantifikaci.

UniProt
Ukazatel dislo Charakteristika, vyskyt Reference
Angiotenzinogen, ANGT P01019 troficky faktor, vazokonstrikce Pan et al. (2008)
Dimitrow et al.
Antitrombin 111, ATN3 P01008 tromboza, tromboembolické ptihody  (2007)
Friedecky et al.
Atriovy natriureticky peptid, ANP P01160 tlakové a objemové pietizeni (2008)
porusena funkce endotelu cév, Hasegawa et
Endotelin, ENDO1 P05305 hypertenze al.(1996)
Yamamoto et al.
Fibrinogen a fetézec, FPA P02671 tromboza, tromboembolické ptihody  (1995)
porucha metabolismu kolagenu,
Fibronektin, FN P02751 fibroza iTRAQ studie
Glykogenfosforylaza izo BB, GP-BB P11216 ischemie myokardu Pudil et al. (2010)
IGF vazebny protein 1, IGFBP1 P08833 rustovy faktor Saeki et al. (2002)
Dimitrow et al.
Inhibitor tkafiového faktoru, TFPI P10646 dysfunkce endotelu (2007)
Interleukin 6, IL6 P05231 zanétlivé procesy, apoptoza Zen et al. (2005)
nespecificky marker srde¢niho Horéakova et al.
Karboanhydraza 111, CA3 P07451 poskozeni (2010)
Kolagen typu I al fetézec, PICP P02452 porucha metabolismu kolagenu Fassbach et al. (2005)
Lombardi et al.
Kolagen typu IIT al fetézec, P3NP P02461 porucha metabolismu kolagenu (2008)
Friedecky et al.
Kreatinkindza izoforma MB, CK-MB P12277 marker nekrézy myocytu (2008)
Matrixmetaloprotedza 1, MMP-1 P03956 porucha metabolismu kolagenu Fassbach et al. (2005)
Lombardi et al.
Matrixmetaloproteaza 2, MMP-2 P08253 porucha metabolismu kolagenu (2008)
Matrixmetaloprotedaza 9, MMP-3 P14780 porucha metabolismu kolagenu Noji et al. (2004)
Mozkovy natriureticky peptid, BNP P16860 tlakové a objemové pietiZeni Orgino et al. (2004)
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Myoglobin, MYO

Protein vazajici mastné kyseliny,FABP
Protrombin, TROMB

P-selektin, PSEL

Solubilni CD 40 receptor, sCD40L
Solubilni Fas6, SFAS6
Solubilni receptor TNF1, sSTNFR1

Solubilni trombomodulin, sTM
Somatomedin C, IGF-1A
Srdecni troponin I, Tnl

Srde¢ni troponin T6, TnT

Tkanovy inhibitor metaloproteaz 1,
TIMP-1

Tkanovy inhibitor metaloproteaz 2,
TIMP-2

Tkanovy inhibitor metaloproteaz 4,
TIMP-4

Transformujici rastovy faktor 1,
TGFbl

Tumor-nekrotizujici faktor o, TNFa

B-tromboglobulin, bTG

P02144
P05413
P00735
P16109

P29965
P25445-1
P19438

P07204

P01343-1
P19429

P45379-6
P01033
P16035
Q99727

P01137
P01375

P02775

nespecificky marker srde¢niho
poskozeni

marker ischémie/nekrozy myokardu
trombdza, tromboembolické pithody
porucha funkce a morfologie

trombocytl

protein aktualni trombogenni aktivity
apoptoza

zanétlivé procesy, apoptoza
porusena funkce endotelu cév
ristovy hormon, metabolismus
myokardu

mutace genu, poskozeni myokardu
mutace genu, poskozeni myokardu
porucha metabolismu kolagenu
porucha metabolismu kolagenu

porucha metabolismu kolagenu

profibroticky faktor

zanétlivé procesy, apoptoza
porucha funkce a morfologie
trombocytl

Schneiderka (2006)
Friedecky et al.
(2008)

Dimitrow et al.
(2007)

Dimitrow et al.
(2007)

Friedecky et al.
(2008)

Zen et al. (2005)

Penicka et al. (2001)
Dimitrow et al.
(2007)

Marian (2000)
Friedecky et al.
(2008)
Friedecky et al.
(2008)

Roldan et al. (2008)
Noji et al. (2004)
Stroud et al. (2005)

Patel et al. (2000)

Buzas et al. (2004)
Dimitrow et al.
(2007)

Tab. 5.4 Prehled vybranych potencidlnich markerii hypertrofické kardiomyopatie.

Zasadnim krokem procesu tvorby SRM metody je volba vhodnych proteotypickych

peptidi, tedy takovych peptidi, které jsou pro dany protein unikatni a jejichz

charakteristiky umoznuji spolehlivou detekci pouzivanymi analytickymi postupy. Nami

puvodné pouzity piistup se zakladal na analyze vSech tryptickych peptidd kazdého

proteinu splnujicich stanovend kritéria (kap. 4.6.8.1). Fragmentacni spektra ziskana

MIDAS analyzou byla srovnavana s teoreticky vypocitanymi hodnotami fragmenti

jednotlivych peptidi a manualné hodnocena (obr. 5.4). Celkem bylo timto pfistupem

nalezeno 13 peptidi ze Sesti proteind (shrnuto v kap. 5.4, tab. 5.9).
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Obr. 5.4 Priklad fragmentacniho spektra peptidu proteinu trombin. V levém hornim rohu jsou uvedeny
vybrané nejintenzivnéjsi fragmenty, v pravém rohu je SRM zdznam peptidu. Cervenym ovilem je zvyraznéna

hmota prekurzorového peptidu.

Tento postup ptinesl né€kolik vysledkt, které byly dale vyuzity pro kvantifikaci na
zaklad¢ srovnani ploch pod pikem nejintenzivnéjsiho piechodu (kap. 5.4). Lze jej
s vyhodou pouzit u studii s minimalnim poctem cilovych proteind, kdy je mozné ziskana
data detailn¢ prochdzet a hodnotit. Vybér peptidi neni nijak ovlivnén predikénimi
algoritmy a zéalezi na zkuSenostech analytika. Vyhodou je soucasnad piitomnost hmoty
prekurzorového peptidu ve spektru, jeji absence ale nesnizuje kvalitu zdznamu. Naopak
pokud je intenzita tohoto iontu pfili§ vysoka, je tieba zvazit optimalizaci pouzité kolizni
energie. Nevyhodou tohoto postupu je Casova naro¢nost. Protoze se cCasto jedna o
komplexni smési peptid, je tfeba zvazit ptipadné interference signalu s ostatnimi

fragmenty.

Novou alternativou, ktera se v dob& dokoncovani téchto analyz objevila, byla
moznost kvantifikace peptidi metodou SID (kap. 4.6.9). Ve spolupraci s Institutem
molekularni systémové biologie (ISMB, ETH Curych, Svycarsko), ktery se problematikou
proteinovych markerli intenzivné zabyva, jsme nésledné zcela odliSnym postupem vyvinuli
novou metodu cilené proteomické analyzy zamétfenou na ty samé proteinové ukazatele

cilené v predchozim experimentu.
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Vychozi seznam unikatnich peptidit byl sestaven firmou Biognosys a cerpal
zejména z vysledki jejich pfedchozich experimenti sméfujicich k vytvofeni volné
piistupného SRM atlasu fragmentaénich spekter. Cast informaci byla ziskana z predikénich
algoritmt (kombinace vysledki ze SRM Collideru, SSRCalc programu, PeptideCutter
programu aj.). Kazdy protein z naSeho seznamu byl zastoupen nékolika peptidy, které byly
nasyntetizovany v neznacené forme. Z téchto peptidi byl nasledné vytvoien smésny
vzorek a ke kazdému detekovanému peptidu bylo naméfeno jeho fragmentacni spektrum.
Podle postupu popsaného v kapitole 4.6.9 jsme ziskali prvni metodu, aplikovatelnou na
komplexni smésny vzorek imunodepletované plazmy. Na zdklad¢ vysledki byly vybrany
vzdy alespoil dva peptidy pro kazdy protein, které mély byt pouZity pro jejich kvantifikaci
v individualnich vzorcich (tab. 5.5). V tabulce 5.5 jsou barevné odliSeny peptidy S riznym
kvantifikatnim potencidlem, pficemz zelen¢ zvyraznéné peptidy jsou pro kvantifikaci
nejvhodnéjsi. Ackoliv Cervené oznacCené peptidy jsou ke kvantifikaci malo vhodné
z ditvodu nizké detekovatelnosti, byly zahrnuty do finalnich experimenti, aby byla splnéna
podminka detekce a kvantifikace alespot dvou peptidii na jeden protein. Ve smésnych
vzorcich dochazi ke stirani individualnich rozdili mezi jednotlivymi hladinami analyt, a
tudiz tu byl predpoklad, Ze by tyto peptidy u ¢asti vzorkli mohly byt vyuzitelné. Vybér
jednotlivych peptidi probihal na zakladé manualniho vyhodnoceni a s ohledem na d-skore
programu mProphet, popisujici detekovanou skupinu piechodi. Toto skére pod sebou
shrnuje nékolik parametrui (shape score, delta iRT, intensity-correlation-with-assay-score,
transition-coelution score, total-intensity score) popisujicich jednotlivé napiiklad tvar piku,
retenéni Cas, pfitomnost koeluci nebo jeho intenzitu vzhledem k uloZenym referen¢nim

datim (obr. 5.5).
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eak group rank [discri mination score relativa intensity fintensity correlation] feoelution score][shape scoral[ Tr [s] [[Tr deviation [s)]| wse [assayid|[deita-
1] 2.581 1 0.891 2043 o069019.047]] -57.4200.718|[233093
2 1.737 0.502 0.728 2200 0.506/|18.608| -31.100(j0.679|[233093|
3 0.751 0.280 -0.131] 2525 060218200 -6.600][0.862|233093

Yot groi Bight) o pseudospectrum target PGiassay

Obr. 5.5 Piiklad vystupu z programu mProphet. Tabulka shrnuje vyhodnocent pouzitych parametrii. VIevo je
extrahovany iontovy chromatogram daného peptidu v ocekdavaném retencnim case, vpravo nahore je zdaznam
srovnani uloZeného fragmentacniho spektra s nové namérenym (pomér intenzit by mél zistat zachovan),
Vpravo dole je vyhodnoceni tvaru jednotlivych zaznamii spolu s vyhodnocenim potencialnich koeluujicich

slozek.

K témto vybranym peptidim byly nasyntetizovany jejich izotopicky znacené
ekvivalenty. Po pfeneseni vytvoiené metody na hmotnostni spektrometr QTRAP 4000 a po
proméfeni smésnych vzorkd pacienti a kontrolni skupiny bylo ke kvantifikaénim

experimentim vybrano 10 peptidt zastupujicich 7 proteind plazmy (tab. 5.6).

Selektivita SRM stanoveni je ddna samotnym principem této metody a vychazi
zejména z peclivého vybéru proteotypickych peptida a jejich fragmentt (kap. 4.6.8.1).
V néekterych ptipadech jsme ovSem zvolili 1 peptid, ktery ve své struktufe obsahuje sporné

aminokyseliny. Dlivodem byl nedostatek jinych peptida splitujicich podminku unikatnosti
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vzhledem ke studovanému proteomu, které by byly detekovatelné nami pouZitou
technikou. Pomoci izotopicky znacenych peptida byly vybrany tiéi nejintenzivngjsi
fragmenty dominantniho nébojového stavu a postupné optimalizovdny podminky pro
vyvoj kvantifikacni metody. Ackoliv v soucasné dobé neexistuji striktné dand pravidla pro
ovéfovani metod cilené proteomické analyzy, rozhodli jsme se fidit doporucenimi, ktera
vychazi z platnych evropskych norem, a kterd se tykaji validaci bioanalytickych metod

stanoveni malych molekul v klinickych laboratotich (viz kap. 4.6.9).
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Obr. 5.6 Priklad grafického zndazornéni vzajemného procentudlniho zastoupeni ploch pod pikem sledovanych
prechodii peptidu VDVIPVNLPGEHGQR u jednotlivych replikatii vzorkii pacientii s hypertrofickou
kardiomyopatii (vystup z programu Skyline). KMP = oznaceni vzroku plazmy pacientii s hypertrofickou

kardiomyopatil.

Z hlediska pfitomnosti interferujicich slozek ve vzorku bylo dilezité sledovat
presné poradi intenzit jednotlivych fragmentt, které by mélo odpovidat naméfenym
referenénim MSMS spektrim syntetickych izotopicky znacenych peptidii, nemélo by tedy
dochazet ke zménam jejich vzajemného procentualniho zastoupeni o vice nez 15 % (obr.

5.6). Tato podminka byla ovéfena manualné vypoctem. Pro ovéfeni lze téZ vyuZit volné
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dostupny  program  AuDIT  (http://www.genepattern.org/modules/AuDIT.html).}"

Fragmenty pouzivané pro kvantifikaci, které tyto podminky nesplnily, byly vytazeny.

Pted zaCatkem samotnych kvantifika¢nich analyz byl studovéan vliv preanalytické
faze, konkrétné stabilita enzymaticky Stépenych vzorkit béhem jejich uchovavani, na
kvalitu kvantifikacnich méfeni (viz kap. 4.6.9). Zjistény CV poméri ploch pod pikem
nejintenzivnéj§iho prechodu méfenych peptidii nepiesahl 20 % u 93.3 % méfeni peptidu
VDVIPVNLPGEHGQR, resp. 86.7 % méteni peptidu STTPDITGYR. Byly porovnavany
pomeéry ploch nativniho a izotopicky znac¢eného peptidu pod nejintenzivnéj$im piechodem.
Ze statisticky  hodnocenych vysledkii je patrné, Ze zejména u  peptidu
VDVIPVNLPGEHGQR ma na kvalitu zasadni vliv prvni rozmrazeni (obr. 5.7). Druhy
sledovany peptid neukazal statisticky vyznamné rozdily. Ackoliv se zd4, ze skladovani pfi
8 °C nebo okamzity ptidavek syntetickych peptidii tento problém dokéaze vyfesit, je nutné
zde poznamenat, ze 1 kdyZ se pomér L/H s postupujici dobou uchovévani neménil, kvalita
SRM zaznamu a detekovatelnost jednotlivych peptidii postupné klesala. Po tfech tydnech

nebylo ve vétsing€ vzorkli mozné nalézt pouzitelny zaznam obou peptidii.
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Uchovavani pfi 8 °C, standardy pfidany
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Obr. 5.7 Grafickda ukdzka hodnocent viivu pripravy a uchovivani vzorku pred analyzou. V ovdlech jsou

zvyraznéné statisticky vyznamné rozdily mezi koncentracemi sledovaného peptidu VDVIPVNLPGEHGQR.

Idedlni postup pfipravy a uchovavani vzorku neexistuje. Je ovSem nutné, pokud to

jde, ptedchazet zndmym uskalim pii jeho pfipravé a skladovani, piipadné zvolit aktudlné

nejvhodnéjsi strategii. V nasem ptipad¢ byly syntetické peptidy o znamé koncentraci

pridavany do vzorku po Stépeni, a pokud vzorky nebyly pouzity k analyze ihned, byly na
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nezbytn¢ dlouhou dobu zamrazeny a uchovavany pii -80 °C a po dalS§im rozmrazeni

analyzovany.

Poté byla provedena optimalizace CE pro vybrané piechody sledovanych peptida
(obr. 5.8; tab. 5.6). Takto stanovené hodnoty CE byly nadale vylu¢né pouzivany.
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Obr. 5.8 Prikliad optimalizace CE jednoho z vybranych peptidii. Vievo je XIC vybraného peptidu, resp. jeho
y6 fragmentu. Puvodni automaticky vypocitana CE je zobrazena jako jasné Cerveny zdaznam (vystup

z programu Skyline).
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protein peptid naboj Q1 Q3 fragment CE
DPTFIPAPIQAK 2+ 649.36 724.43 y7 32.7
649.36 837.52 y8 32.7
649.36 556.34 y5 327
ANGT
DPTFIPAPIQAK (heavy) 653.37 732.45 y7 327
653.37 845.53 y8 32.7
653.37 564.36 y5 327
DDLYVSDAFK 2+ 655.31 704.34 y6 33.1
655.31 803.4 y7 33.1
655.31 966.47 y8 33.1
DDLYVSDAFK (heavy) 659.31 712.35 y6 33.1
659.31 811.42 y7 33.1
659.31 974.48 y8 33.1
ANT3

LQPLDFK 2+ 430.75 619.34 y5 20.3
430.75 567.31 b5 20.3
430.75 747.42 y6 20.3
LQPLDFK (heavy) 434.75 627.35 y5 20.3
434.75 567.31 b5 20.3
434.75 755.42 y6 20.3
NIQSLEVIGK 2+ 550.82 873.5 y8 27.1
550.82 745.44 y7 27.1

bTG
NIQSLEVIGK (heavy) 554.83 881.51 y8 27.1
554.83 753.46 y7 27.1
ADSGEGDFLAEGGGVR 2+ 768.85 1077.53 yl1 27.1
768.85 645.33 y7 27.1
768.85 445.25 y5 39.6
FIB ADSGEGDFLAEGGGVR (heavy) 773.85 1087.56 yl1 39.6
773.85 655.34 y7 39.6
773.85 455.26 y5 39.6
HPDEAAFFDTASTGK 3+ 531.91 679.33 y7 39.6
531.91 826.4 y8 39.6
531.91 564.3 y6 23.6

FIB
HPDEAAFFDTASTGK (heavy) 534.58 687.34 y7 23.6
534.58 834.4 v8 23.6
534.58 572.3 y6 23.6
STTPDITGYR 2+ 555.77 821.42 y7 23.6
555.77 496.25 v4 23.6
555.77 609.33 y5 37.4

FN

STTPDITGYR (heavy) 560.77 831.42 y7 314
560.77 506.25 y4 37.4
560.77 619.34 y5 37.4
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VDVIPVNLPGEHGQR 3+ 543.96 780.37 y7 33.9
543.96 1007.5 y9 33.9
FN 543.96 893.46 y8 33.9
VDVIPVNLPGEHGQR (heavy) 547.29 790.37 y7 33.9
547.29 1017.5 y9 33.9
547.29 903.46 y8 33.9
ELLESYIDGR 2+ 597.8 710.35 y6 29.8
597.8 839.39 y7 29.8
597.8 952.37 y8 29.8
TROMB
ELLESYIDGR (heavy) 602.81 720.35 y6 29.8
602.81 849.4 y7 29.8
602.81 962.48 y8 29.8
EYLIAGK 2+ 397.23 275.17 y3 18.4
397.23 501.34 y5 18.4
TIMP-2
EYLIAGK (heavy) 401.23 283.18 y3 18.4
401.23 509.35 y5 18.4

Tab. 5.6 Vybrané peptidy a jejich charakteristiky, pouzité pro kvantifikacni experimenty pomoci SID SRM
MS.

Dale byla u vSech sledovanych peptidii experimentalné zjistovana linearita jejich
odezvy na pozadi biologické matrice v rozsahu piedpokladaného vyuziti ke kvantifikacni
analyze (viz kap. 4.6.9). Pomoci tii technickych replikatt pro kazdy koncentra¢ni bod byla
vytvofena pétibodova linearni zavislost pomérti ploch pod pikem nejintenzivnéjsiho
prechodu syntetického standardu a nativniho peptidu na pouzité koncentraci syntetického
peptidu, charakterizovana regresni rovnici a hodnotou spolehlivosti R. Na zakladé¢ téchto
méteni byla ur€ena koncentrace syntetickych peptidi ve vzorku pouzitych pro kvantifikaci
na 4 fmol (DPTFIPAPIQAK, DDLYVSDAFK, LQPLDFK, NIQSLEVIGK,
ADSGEGDFLAEGGGVR, HPDEAAFFDTASTGK, EYLIAGK, ELLESYIDGR), 5 fmol
(STTPDITGYR) a 10 fmol (VDVIPVNLPGEHGQR). Koncentrace plazmy pro
kvantifikaci fibronektinu byla stanovena na 0.1 pg proteini plazmy dale S$tépenych
trypsinem, u ostatnich peptidi byl pouzit 1 pg proteind imunoafinitné separované plazmy

dale Stépené trypsinem na jednu analyzu.

V ramci ovéfovani metody bylo také urCovano procento pienosu vzorkid mezi
dvéma analyzami. Zaroven byly testovany kroky vedouci k eliminaci tohoto jevu a tim ke
sniZeni potencialni faleSné pozitivity vysledkd (viz kap. 4.6.9). Bylo zjisténo, ze vSechny

peptidy, pouzité nasledné ke kvantifikaci, vykazuji miru pfenosu mezi jednotlivymi vzorky
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pod 4 % v piipad¢ izotopicky znacenych standardi a pod 3 % Vv ptipadé nativnich peptidi
(tab. 5.7).

Primérna hodnota pienosu [%0]

Sledované peptidy Standardni peptid Nativni peptid
DPTFIPAPIQAK 1.83 0.47
DDLYVSDAFHK 0.71 1.49
LQPLDFK 1.98 0.04
NIQSLEVIGK 1.16 2.12
ADSGEGDFLAEGGGVR 2.77 -
HPDEAAFFDTASTGK 1.57 0.22
ELLESYIDGR 3.58 0.11
EYLIAGK 1.75 1.85
STTPDITGYR 1.25 0.96
VDVIPVNLPGEHGQR 1.97 0.88

Tab. 5.7 Priimérné procentualni hodnoty prenosu vzorku mezi dvéma analyzami, hodnoty byly ziskany ze tri

shodnych replikati.

Ackoliv jsou tyto vysledky piijatelné pro dalsi analyzy, rozhodli jsme se miru
prenosu jests snizit pomoci postupu, popsaného v literatute.’®” Mezi jednotlivé vzorky byl
vkladan kratky chromatograficky krok, pfi kterém bylo na piedkolonu aplikovdno 5 pl
50% roztoku TFE v ACN. Ackoliv doslo ke snizeni pfenosu vzorku pod 2 % v obou
pfipadech, 1 pfes nasledny extenzivni promyvaci krok byla v dalSim vzorku vyznamné
narusena separace na chromatografické kolon¢ a tim i néslednd kvantifikace. V naSem
usporadani nanoHPLC nelze dosdhnout takovych prutoku, které by efektivné TFE ze
systému odstranily pfi zachovani akceptovatelné ¢asové narocnosti celého postupu. Pii
dal§ich analyzach byla tedy mezi vzorky vkladana vZzdy jedna analyza standardniho
roztoku peptida p-galaktosidazy. Jednak tim bylo snizeno procento pifenosu vzorkl a
zérovenl jsme mohli pribézné sledovat kvalitu analyz ze strany vykonu kapalinové

chromatografie i hmotnostniho spektrometru.

Presnost vytvofené metody mezi jednotlivymi technickymi replikaty definovana
koeficientem variace byla sledovana béhem konecné kvantifikace vybranych peptidi. Pro
kazdy z analytickych replikati byly sledovany tf1 technické replikdty a z praméri
zjisténych poméra L/H nejintenzivnéjSich fragmentii jednotlivych peptidi byly pocitany
jednotlivé CV [%] (tab. 5.8). Ze ziskanych dat je patrné, Ze u prevazné vétSiny vzorkl

(92.5 %) nepresahuje CV pro jejich replikaty 15 %.
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Definice a analytické hodnoceni jevii, které by mohly mit zasadni vliv na uspé$nou
kvantifikaci metody cilené proteomické analyzy, jesté¢ dalece presahuje ramec pouzitych
oveétovacich postupti. Vysledek maze byt ovlivnén nejen chybou v samotné analyze, ale i
biologickou variabilitou méfeného parametru nebo dal$imi vlivy souvisejicimi se
zpracovanim vzorku. Z hlediska ovéteni pozadavkut na selektivitu, kalibra¢ni rozmezi nebo
vlivy matrice lze ptfedkladanou metodu povazovat za vhodnou ke kvantifikacnim
experimentim a jako takova byla téZ pouzita na malém souboru vzorki (kap. 5.4).
Nicméné¢ vyznamné se zdaji byt odchylky v piesnosti metody, konkrétné porovnani vzorki
v rdmci obou analytickych replikati dohromady. Separatné v ramci jednoho analytického
replikatu ukazuji vypocitané CV pomérmné dobrou piesnost méfeni (viz tab. 5.8).
V okamziku, kdy jsme porovnali vSech Sest teoreticky shodnych analyz mezi sebou (dva
analytické a z kazdého tii technické replikaty), CV dramaticky narostl. Problém s nejvétsi
pravdépodobnosti neni v samotném postupu cilené analyzy, ale Vv nékterém
z ptedchazejicich krokl. Po zvazeni vSech moznosti jsme dosli k zavéru, ze nejvétsim
zdrojem variabilit je enzymatické $tépeni vzorku a imunoafinitni separace, pokud je
provadéna. V ptipadé, ze predmétem kvantifikace je protein, jehoz koncentrace v plazmé
je dostatecné vysoka na to, aby piekonala interferencni vliv vysoce zastoupenych proteint;
imunoafinitni separaci ani frakcionaci vzorku neni nutné provadét. Tuto vyhodu ma ovSem
jen velmi madlo proteint a vétSinou nejsou diagnosticky zajimavé. Princip cilené
proteomické analyzy sice zaruCuje vysokou selektivitu stanoveni, ale v pfitomnosti
velkého mnozstvi interferujicich slozek zdaleka nedosahuje Casto publikované efektivity
v fadech fmol az amol hledaného analytu. Pokud se tedy zajimame o proteiny v plazmé

nizce zastoupené, imunodeplecni krok je 1 se vS§emi svymi negativy nevyhnutelny.

Kvantifikace proteini na Grovni peptid pomoci hmotnostni spektrometrie s sebou
nese urcita rizika. Jednim z nich je proces enzymatického §tépeni proteinové smeési. | za
piesné definovanych podminek neni proteolyza snadno reprodukovatelnym postupem.
Ideou kvantifikace pomoci izotopicky znacenych peptidil je predpoklad, ze nativni peptid i
peptid synteticky pfipraveny a izotopicky znaeny maji stejné chromatografické vlastnosti.
Tento fakt velmi usnadiuje detekci a identifikaci nativniho peptidu v komplexnich
vzorcich. Oba peptidy eluuji ve stejném retenCnim case, maji shodné ionizacni vlastnosti,
jejich nébojovy stav se nelisi. Kvantifikace zalozena na principu porovnavani ploch pod
pikem jejich nejintenzivnéjSich pfechodii ovSem piedpoklada, Zze sledovany nativni peptid
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bude stechiometricky ekvivalentni ke svému proteinu, coz Zadnym zptisobem zajistit nelze.
Aby tedy byla kvantifikace co nejpfesnéjsi, objevila se mysSlenka na pifidani standardniho
peptidu jesté pied zahajenim proteolyzy. Otazkou je, zda je toto vhodnym feSenim pro
absolutni kvantifikaci. V nasSem ptipad¢ vzhledem k pouzitému postupu §tépeni musely byt
peptidy pfidavany az k vysledné peptidové smési. Nicmén¢ jediné v tomto piipadé jsme si
byli zcela jisti, ze zjiSténa hodnota plochy pod pikem standardu opravdu odpovida jeho
udavané pouzité koncentraci a neni nijak ovlivnéna piedchozimi kroky. DalSim
publikovanym pokusem o minimalizaci vlivu proteolyzy na kvantifikaci je metoda
QconCAT, u které je standard je pfidavan do vzorku a podléha stejnému procesu $tépeni.
OvSem Ucinnost proteolyzy urcuji téZ okolni aminokyseliny a posttransla¢ni modifikace.
Tato metoda nerespektuje tento tzv. kontext okolni sekvence a tudiz se protedzova ucinnost
muze liSit a opét narusovat ideu absolutni kvantifikace cilenou proteomickou analyzou.
Resenim by bylo ziejmé pouze pouziti standardniho proteinu shodného s nativnim
stanovovanym markerem (metoda PSAQ), ktery by byl izotopicky znaCeny na vSech
teoretickych Stépicich mistech (s ohledem na pouZitou proteazu). Toto feSeni by ovSem
bylo neporovnatelné¢ nakladnéj$i nez ndmi testované vyuziti syntetickych peptidi pro

absolutni kvantifikaci proteinii metodou SID-SRM-MS.

Jak je uvedeno vyse a v nasledujici kapitole (kap. 5.4), proces kvantifikace proteint
pomoci izotopického znaceni peptidil je zatizen n€kolika podstatnymi nedostatky. I piesto,
Ze pocatecni nadSeni pro tuto metodu kvantifikace pon€kud opadlo a je nutné dobie zvazit
jeji vystupy, stale zastava jednou z nejslibnéjsich proteomickych aplikaci smétujicich ke

klinickému vyuZziti.
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5.4 Kvantifikace peptidii metodou SRM

Kvantifikace peptidi pomoci SRM cilené proteomické analyzy probihala dvéma
odlisSnymi zptsoby (kap. 4.6.11). Prvni experimenty zahrnovaly relativni kvantifikaci
porovnanim ploch pod pikem nalezenych peptidi ve smésnych vzorcich kontrolni skupiny
a vzorcich pacientli s hypertrofickou kardiomyopatii. Pomoci relativni kvantifikace byly

porovnany a zhodnoceny peptidy, shrnuté v tabulce 5.9.

Protein Peptid KMP/K CV [%]
antitrombin FATTFYQHLADSK 2.5 5.2
LQPLDFK 2.0 6.1
VAEGTQVLELPFK 1.9 2.0
IEDGFSLK 2.4 1.2
B-tromboglobulin NIQSLEVIGK 1.5 5.2
fibrinopeptid A ADSGEGDFLAEGGGVR 3.9 3.8
matrixmetaloproteaza 2 ESCNLFVLK 2.4 179
matrixmetaloprotedza 9 FQTFEGDLK 4.6 52.3
trombin TATSEYQTFFNPR 2.6 0.7
ETAASLLQAGYK 1.7 4.1
VTGWGNLK 1.8 4.5
troponin | NITEIADLTQK 2.0 12.5

Tab. 5.9 Vysledky relativni kvantifikace smésnych vzorki pomoci cilené proteomické analyzy. KMP =
hypertrofickda kardiomyopatie, K= kontrola. KMP/K = pomér ploch pod nejintenzivnéjsim piechodem.

V druhé casti kvantifika¢nich experimentd byla provadéna absolutni kvantifikace
vybranych peptidi nové vytvofenou metodou SID-SRM-MS. Stanoveni peptida
plazmatického fibronektinu bylo provadéno oddé€lenég, protoze byly k analyze pouZity jinak
zpracované vzorky. Vyslednd primérna koncentrace stanovovanych peptidi je uvadéna
Vv jednotkach fmol/ul analyzovaného vzorku, tj. v 1 pg trypticky §tépené imunoafinitné
separované plazmy, resp. u stanoveni fibronektinu v 0.1 pg trypticky $tépené plazmy.
Ziskané hodnoty koncentraci byly zpracovany v programu GraphPad Prism, kde byly
podrobeny statistické analyze hodnotici kvantitativni charakteristiky sledovanych peptid
ve skupiné vzorki od pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii a v kontrolni skupiné
(tab 5.10).
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Souhrn vysledki SID-SRM-MS analyz

Protein Peptid R KMP [fmol/ul] K [fmol/pl] p pocet vzorkd KMP/K
+ +
ANGT DPTFIPAPIQAK Al 5.413.3 5.8+3.0 0.7820 16/15
A2 6.9+5.1 3.6x2.7 0.0473 12/14
+ +
DDLYVSDAEK Al 4.8+0.9 8.2+2.2 <0.0001 16/12
+ +
ANT3 A2 5.710.3 5.410.1 0.5448 14/17
.615. .0+2. .
LQPLDFK Al 4.615.3 3.0£2.2 0.2731 16/15
A2 8.1¢7.3 3.0£2.4 0.0218 15/13
+ +
bTG NIQSLEVIGK Al 8.916.3 9.3+10.7 0.9536 11/6
A2 11.2+9.8 8.4+11.9 0.5532 12/10
ADSGEGDFLAEGGGVR AL 3.0(2.1-3.8) 3.5(3.0-4.5) | 0.1312 17/9
FIB A2 3.1(2.0-5.1) 3.4(2.2-4.5) | 0.9800 17/17
.61, J1+3. .
HPDEAAFFDTASTGK Al 2.6+1.8 7.1+£3.9 0.0059 9/10
A2 3.913.6 2.2+1.8 0.1713 11/12
+ +
STTPDITGYR Al 4.8+0.7 5.3+0.7 0.0485 17/16
EN A2 5.0+0.9 5.3+0.9 0.4533 17/16
21, 31 .
VDVIPVNLPGEHGQR Al 6.211.3 7.3t1.5 0.0295 17/16
A2 6.611.8 7.5+2.1 0.1953 17/16
412, 8+1. .
TROMB ELLESYIDGR Al 6.412.5 4.8+1.2 0.0626 16/11
A2 5.211.6 5.2+1.5 0.9937 17/17
Al 3.845.2 1.9+1.8 0.2535 8/12
TIMP-2 EYLIAGK
A2 1.6+1.5 2.3%1.6 0.2804 10/11

Tab. 5.10 Koncentrace vybranych peptidii ve vzorcich pacientii s hypertrofickou kardiomyopatii a

kontrolnich vzorcich stanovené metodou SID SRM MS. R = oznaceni replikatu, K = kontrolni skupina, KMP

= hypertroficka kardiomyopatie. Koncentrace je vyjadrena jako primér *+ SD nebo medidn (IQR). ANGT =

angiotenzinogen, ANT3 = antitrombin, bTG = 8-tromboglobulin, FIB = fibrinogen, FN = fibronektin, TROMB = trombin,

TIMP-2 = tkdriovy inhibitor metaloprotedz 2.

Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny pro peptidy proteinu fibronektin

(peptid VDVIPVNLPGEHGQR, hypertroficka kardiomyopatie 6.2 + 1.3 fmol/ul, vs.
kontrolni skupina 7.3 + 1.5 fmol/ul, p = 0.0295; peptid STTPDITGYR, hypertroficka
kardiomyopatie 4.8 + 0.7 fmol/ul, vs. kontrolni skupina 5.3 £ 0.7 fmol/ul, p = 0.0495; obr.

5.9).
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Obr. 5.9 Grafy vysledkii kvantifikacnich analyz petidi fibronektinu. KMP = hypertrofickd kardiomyopatie,

K = kontrola. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku od priimérné hodnoty.

Dalsi statisticky vyznamny rozdil (p = 0.0218) mezi méfenymi skupinami vzorkt
byl nalezen u peptidu LQPLDFK proteinu antitrombin (hypertroficka kardiomyopatie
8.1+ 7.2 fmol/ul, vs. kontrolni skupina 2.9 + 2.3 fmol/ul). U druhého antitrombinového
peptidu nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (peptid DDLYVSDAFK, hypertroficka
kardiomyopatie 5.7 + 1.3 fmol/ul, vs. kontrolni skupina 5.4 £ 1.1 fmol/ul, p = 0.5448),
nicméné vysledky vykazuji stejny trend jako v pfipad¢ prvniho peptidu (obr. 5.10).
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Obr. 5.10 Grafy vysledki kvantifikacnich analyz. KMP = hypertroficka kardiomyopatie, K = kontrola.

Chybove usecky zndazornuji smerodatnou odchylku od priomérné hodnoty.

Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan také u proteinu angiotenzinogen,
konkrétné peptidu DPTFIPAPIQAK (hypertroficka kardiomyopatie 6.9 = 5.1 fmol/ul, vs.
kontrolni skupina 3.6 = 2.7 fmol/ul, p = 0.0473). U proteinu fibrinogenu byl sledovan
peptid HPDEAAFFDTASTGK, ktery je soucasti jeho a-fetézce, i samotny fibrinopeptid A
(ADSGEGDFLAEGGGVR) vznikajici od$tépenim pomoci trombinu pii piemeéné

fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Ackoliv oba sledované peptidy vykazovaly shodny
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trend v koncentraci u analyzovanych vzorka (obr. 5.11), jejich rozdily mezi hypertrofickou
kardiomyopatii a kontrolni skupinou nebyly statisticky vyznamné (hypertroficka
kardiomyopatie 3.9 = 3.7 fmol/ul, vs. kontrolni skupina 2.2 + 1.9 fmol/ul, p = 0.1713; resp.
hypertroficka kardiomyopatie 3.1 fmol/ul, IQR: 2.0 — 5.1 fmol/ul, vs. kontrolni skupina
3.3 fmol/ul IQR: 2.2 — 4.5 fmol/ul, p = 0.9800).

HPDEAAFFDTASTGK ADSGEGDFLAEGGGVR
15- " | 15- ; - 1
p=0.1713 p =0.9800
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Obr. 5.11 Grafy vysledkii kvantifikacnich analyz. KMP = hypertrofickd kardiomyopatie, K = kontrola.

Chybove usecky zndazornuji smerodatnou odchylku od priomérné hodnoty.

Stejné tak peptid B-tromboglobulinu NIQSLEVIGK (hypertroficka kardiomyopatie
11.0 + 9.8 fmol/ul, vs. kontrolni skupina 8.4 + 12.0 fmol/ul, p = 0.5532), peptid trombinu
ELLESYIDGR (hypertroficka kardiomyopatie 5.2 + 1.5 fmol/ul, vs. kontrolni skupina
52+ 1.5 fmol/ul, p = 0.9937) a peptid tkanového inhibitoru matrixmetaloproteaz 2
EYLIAGK (hypertroficka kardiomyopatie 1.6 + 1.5 fmol/ul, vs. kontrolni skupina
24+1.6 fmol/ul, p= 0.2804) neukazaly statisticky vyznamné rozdily mezi svymi
koncentracemi v plazmé pacientti s hypertrofickou kardiomyopatii a v plazmé kontrolni

skupiny.

Problémem, ktery vyvstal po zpracovani ziskanych dat, byly rozdilné trendy ve
vysledcich u  jednotlivych  analytickych  replikath  peptidi  DDLYVSDAFK,
HPDEAAFFDTASTGK a EYLIAGK (viz piiklad peptidu HPDEAAFFDTASTGK,
obr. 5.12).

Pokud budeme vychazet zptfedpokladu, ze samotnd analyza na hmotnostnim
spektrometru s prediazenou separaci pomoci kapalinové chromatografie v nano usporadani

probihala bez problémi (coz doklada velmi nizky CV mezi jednotlivymi technickymi
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replikaty), miize byt pfi¢ina tohoto rozdilu v koeluci interferenéniho signélu, ptipravé
vzorkl pro kvantifikacni analyzu, v nejednotnosti procesu tryptického Stépeni jednotlivych

vzorkl nebo v imunoafinitni separaci plazmy.

HPDEAAFFDTASTGK; A1 HPDEAAFFDTASTGK, A2
p =0.0059 p=01713
15+
_ _ 104
= —_— =
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Obr. 5.12 Grafy vysledkii kvantifikacnich analyz, porovnani dvou odlisnych analytickych replikatit A1 a A2.
KMP = hypertrofickd kardiomyopatie, K = kontrola. Chybové usecky zndzornuji smérodatnou odchylku od

prumeérné hodnoty.

Domnivame se, Ze pfitomnost interference lze vyloucit na zakladé¢ porovnani
poméru intenzit fragmentovych iontd, které se ani v tomto pifipadé neliSily od ostatnich
analyz a zarovenl méteni standardniho peptidu. Navic je patrné, Ze ke zméné muselo dojit u
vSech vzorkdi vtomto konkrétnim analytickém replikatu. Je pravdépodobné, Ze se
Vv individualnim vzorku mutze interferen¢ni signal objevit, ale neni realné, aby k tomu doslo
u celé skupiny. Nasledujici otazkou tedy je, zda se tento problém mohl objevit béhem
pfipravy vzorku pro analyzu, konkrétné¢ b&hem kroku, kdy je ve vialce misena smés
tryptickych peptidi se standardnimi peptidy. Pro analyzu na hmotnostnim spektrometru
V naSem uspofadani je potfeba pouze velmi malé mnozstvi analytu v fadu mikrolitri.
Béhem prvnich méfeni byla pipetovana mnoZstvi neptesahujici 2 pl. Ackoliv je presnost
analytickych pipet velmi dobra, vysledky ziskané z téchto analyz nebyly reprodukovatelné.
Pii ovéfovani spravnosti pipetovani jsme prokazali, Ze pfi pfenaSeni takto malych objem,
1 pii snaze o maximalni pfesnost, neni problémem vyrobit statisticky vyznamné rozdily.
Prenaseny objem naStépené plazmy byl tedy u finalnich vzorkd vzdy minimélné 5 pl a
standardni peptidy byly pfidavany ve formé smési, tedy ne kazdy separatné, coz by opét
podstatné zvySovalo nepfesnost analyz. Pokud bychom pfipustili, Ze pozorované rozdily

pochézi z této Casti piipravy vzorkill, vyvstdva zde otdzka, pro¢ nejsou ovlivnény 1 jiné
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peptidy, pochazejici ze stejnych vzorki. Ttetim a nejvyznamnéjSim zdrojem variabilit je
proces enzymatického Stépeni. Problematika tohoto kroku byla nastinéna v piedchozi
kapitole. Pro minimalizaci vlivu rozdilného tryptického Stépeni by v idealnim ptipadé mély
byt vzorky nasStépeny vSechny nardz v jedné smési. To ovSem neni realné. Redlné je
pfipravovat vzorky ve stejny Casovy okamzik, pomoci stejnych chemikalii a jedné Sarze
Stépicitho enzymu. VSechny tyto kroky byly dodrzeny, a pfesto jsme pozorovali vyse
uvedené¢ nepiesnosti. Poslednim uvazovanym zdrojem variabilit mtze byt krok
imunoafinitni separace. V zavéru piedchozi kapitoly jiz zaznéla obhajoba tohoto postupu.
Dokud se neobjevi vhodnéjsi alternativa pro snizeni komplexity vzorki plazmy, bude

imunoafinitni separace i nadale provadéna.

Prava pfi¢ina téchto rozdill zlstavd neodhalena, ptiklanime se ale nejspise
k moznosti, Ze tyto rozdily vznikly béhem enzymatického Sté€peni. Vzhledem Kk tomu, ze
studované skupiny vzorkt byly pomérné malé a z hodnoceni byly vytazeny vzorky, jejichz
CV u poméru L/H presahoval 15 %, bylo by minimaln¢ vhodné tato pozorovani ovétit na

vétSich skupinach vzorkd.
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5.5 Verifikace vybranych ukazateli pomoci imunostanoveni

VétSina nami analyzovanych proteinii byla vybrana na zaklad¢ informaci ziskanych
z literarnich zdroju. V nekterych ptipadech se koncentrace jednotlivych proteind v rliznych
publikacich vyznamné liSily. Proto jsme na vybrané skupiné né€kolika proteini ovéfili
pomoci ELISA stanoveni jejich koncentraci v plazmé v ramci naseho souboru vzorki.
V piipadé fibronektinu, B-tromboglobulinu a tkanového inhibitoru metaloproteaz 2 byla

ziskana data korelovana s daty ziskanymi SID-SRM-MS analyzou.

BNP byl vzhledem ke svému diagnostickému potencialu pii tlakovém pietizeni
srdce zvolen za ukazatel relevantnosti pouzitych vzorku. V té samé souvislosti byl vybran i
protein somatomedin C (IGF-1), ktery je popisovan jako marker bunécného stresu a
rastovy faktor s mnohostrannym vlivem na srde¢ni funkce. Analyza fibronektinu byla
provadéna na zakladé vysledkli ziskanych v iTRAQ studii. Souvislost plazmatické
koncentrace  fibronektinu s dynamikou  extracelularni  martix a  zejména
S probihajicimi fibrotickymi zménami v srde¢ni tkdni u hypertrofick¢ kardiomyopatie
pfedznamenala i analyzu né€kolika ostatnich proteinii — metaloprotedz a jejich inhibitord,
ucastnicich se metabolismu kolagenu (MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2).
Dalsim stanovovanym proteinem byl inhibitor tkdnového faktoru (TFPI), ktery se podili na
spravné funkci endotelu cév a Ucastni se koagulacni kaskady. Jeho rozdilné plazmatické
hladiny byly ocekavany vzhledem k ¢astym mikrovaskuldrnim endotelovym porucham
vazodilatace cév myokardu pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii. S poruchami

koagulace souvisi i P selektin zminovany jako marker aktivace krevnich desticek.

Pii ELISA stanoveni byly porovnavany plazmatické koncentrace proteinli mezi
skupinou pacientli s hypertrofickou kardiomyopatii a kontrolni skupinou. Statisticky
vyznamné rozdily (p<0.0001) v plazm¢ byly nalezeny u koncentraci BNP (hypertroficka
kardiomyopatie 86.0 + 51.2 pg/ml, resp. kontrolni skupina 7.4 £ 6.4 pg/ml) a TIMP-2,
ktery vykazoval stejny trend jako BNP (hypertroficka kardiomyopatie 91.9 + 23.8 ng/ml,
resp. kontrolni skupina 69.6 + 16.1 ng/ml; p = 0.0180). Zaroven byly statisticky vyznamné
(p<0.0001) i rozdily v hladinach fibronektinu v plazmé (hypertroficka kardiomyopatie
210.0 pg/ml, IQR: 177.1 — 245.6 pg/ml vs kontrolni skupina 365.3 ug/ml, IQR: 289.2 —
443.0 pg/ml). Ostatni stanovované proteiny neukdzaly statisticky vyznamné rozdily

v koncentracich v plazmé mezi témito dvéma skupinami vzorkt. Byly stanoveny
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koncentrace MMP-2 (hypertroficka kardiomyopatie 479.6 + 190.4 ng/ml, kontrolni
skupina 429.3 £+ 162.3 ng/ml, p = 0.4428), TIMP-1 (hypertrofickd kardiomyopatie
299.6 = 67.0 ng/ml, kontrolni skupina 267.8 + 85.9 ng/ml, p = 0.2677), MMP-9
(hypertroficka kardiomyopatie 93.2 ng/ml, IQR: 54.9 — 175.8 ng/ml vs kontrolni skupina
113.0 ng/ml, IQR: 91.1 — 179.3 ng/ml; p = 0.3308), bTG (hypertroficka kardiomyopatie
23.8 +4.1 ng/ml, kontrolni skupina 24.8 + 7.5 ng/ml, p = 0.6407), P-selektin
(hypertroficka kardiomyopatie 129.2 + 22.2 ng/ml, kontrolni skupina 153.2 + 47.9 ng/ml,
p= 0.0956) a TFPI (hypertrofickd kardiomyopatie 97.4 + 25.0 ng/ml, kontrolni skupina
87.3 £ 12.3 ng/ml, p = 0.1565). Koncentrace proteint IGF-1 a MMP-1 se pohybovaly pod
pracovnim rozsahem pouzitych kitl. Ziskand data jsou uvedena v tab. 5.11, grafické
znazornéni vysledkd je na obr. 5.13. Pro statisticky vyznamné vysledky byly vytvoieny
ROC kiivky a zjisténa hodnota jejich ploch pod kiivkou (AUC) a statisticka signifikance p
(obr. 5.14).

Souhrn vysledkii ELISA analyz

Hypertroficka

Protein kardiomyopatie Kontrolni skupina p
Mozkovy natrureticky peptid [pg/mi] 86.0+51.2 7.4+64 0.0001
Tkanovy inhibitor metaloproteaz 2 [ng/ml] 91.9+23.8 69.5+£16.1 0.0180
Tkanovy inhibitor metaloproteaz 1 [ng/ml] 299.6 £ 67.0 267.8+85.9 0.2677
Matrixmetaloproteaza 2 [ng/ml] 479.6 £190.4 429.3+162.3 0.4428
Matrixmetaloprotedza 9 [ng/ml] 93.2 (54.9-175.8) 113.0 (91.1-179.3) 0.3308
Fibronektin [pg/ml] 210.0 (177.1-245.6) 365.3 (289.2-443.0)  0.0001
B-tromboglobulin [ng/ml] 23.98+ 4.1 248+7.5 0.6407
P-selektin [ng/ml] 129.24+£22.2 153.2+47.9 0.0956
Inhibitor tkafiového faktoru [ng/ml] 97.4+25.0 87.3+£12.3 0.1565
Somatomedin C [pg/ml] mimo rozsah mimo rozsah n

Matrixmetaloproteaza 1 [ng/ml] mimo rozsah mimo rozsah n

Tab. 5.11 Hladiny potencidlnich markerii hypertrofické kardiomyopatie Vv plazmé stanovené metodou ELISA.

Vzhledem k omezené velikosti studovanych skupin bylo stanoveni rozdilnych
hladin BNP pozitivnim signalem v souvislosti s otazkou relevantnosti souboru vzorkd.
Velmi zajimavym vysledkem je stanoveni hladin plazmatického fibronektinu, markeru
navrhnutého na zakladé¢ iTRAQ mapovaci studie. Ostatni stanovované proteiny krome
TIMP-2 nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily mezi obéma skupinami. U nékterych
Z nich je ovSem jisty rozdil patrny a v pfipadé matrixmetaloproteaz a jejich inhibitora by

mohly tyto rozdily podporovat status solubilniho fibronektinu jako nového potencialniho
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proteinového ukazatele hypertrofické kardiomyopatie. Pro ovéreni téchto vysledka by bylo

vhodné v budoucnu pouzit vétsi skupiny vzorki.

bTG
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Obr. 5.13 Grafy vysledkii ELISA analyz.

hodnoty.

Chybové usecky zndzornuji smérodatnou odchylku od priimérné
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Mozkovy natriureticky peptid Fibronektin
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Obr. 5.14 ROC kiivky pro ELISA stanoveni mozkového natriuretického peptidu (AUC = 0.9615, p<0.0001),
fibronektinu (AUC = 0.9044, p<0.0001) a tkanového inhibitoru metaloprotedaz 2 (AUC =0.7521, p=0.0453).

Korelace metod SRM a ELISA byly provedeny u tiech proteini (FN, bTG a
TIMP-2). Vysledky neukazaly statisticky vyznamnou korelaci mezi daty ziskanymi
metodou absolutni kvantifikace pomoci SID-SRM-MS a verifikaénim ELISA stanovenim.
Nicméne¢ diky vysledkim ELISA stanoveni, zejména pak stanoveni markeru BNP,
muzeme konstatovat, Ze 1 kdyz jsou nadmi porovnavané skupiny vzorkidi pomérné malé, 1ze

na nich nalézt signifikantni rozdily, a tudiz je jejich pouZiti pro SRM analyzy relevantni.

Ackoliv se tento vysledek muze zdat prekvapivy a na prvni pohled by mohl metodu
cilené proteomické analyzy odsoudit k nezdaru na poli kvantitativni proteomiky, je tfeba si
uvédomit jeden zdsadni aspekt tohoto porovnavani. Pfi kvantifikaci vybraného proteinu
pomoci ELISA metody je stanovovan zpravidla cely protein ve své nativni konformaci.
Reakce hledaného antigenu s protilatkou probihd na specifickych epitopech souvisejicich
S prostorovym uspofadanim proteinu. Pokud tedy dojde k degradaci proteinu jeho

nastépenim nebo ke zméné jeho konformace, nemusi byt ELISA metodou stanoven.
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Naopak SRM analyza je zalozena na peptidech, tedy potazmo na primarni struktufe a je to
metoda absolutni kvantifikace peptidii, nikoliv proteini. Pomoci SRM mohou byt
samoziejmé detekovany i peptidy z degradovanych ¢asti molekuly. Z hlediska kvantifikace
metodou SID-SRM-MS muize nastat mnoho odlisnych situaci. Za predpokladu, ze
nedochazi béhem degradace k rozstépeni peptidu, ktery sledujeme a pokud se tvorba
cilového proteinu v organismu neméni (pouze tieba rychlost nebo zpusob jeho degradace),
nebude rozdil v hladinach sledovanych proteinti u nemocnych a zdravych detekovatelny.
Muze se ale stat, ze i kdyz bude tvorba proteinu nezménéna, muze dochazet vlivem
onemocnéni k jeho degradaci odliSnym zptsobem, ktery miize a nemusi porusit primarni
strukturu sledovaného peptidu a tim opét dojde ke vzniku faleSné pozitivnich nebo falesné
negativnich vysledkd ve srovnani s ELISA stanovenim. Podobnych piikladi by se dalo
nalézt mnoho, véetné¢ chyb vzniklych nespravnou manipulaci se vzorkem, kdy jsou
napiiklad inhibitory protedaz pfidany v nedostatecném mnozstvi nebo s delsi casovou

prodlevou.

Provadéni kvantitativnich experimentd cilenou proteomickou analyzou nezahrnuje
tedy pouze precizné¢ zvladnutou piipravu metody nebo vybér nejvhodnéjsiho postupu
tryptického Stépeni vzorku. Stejné nebo mozné i vice zaleZi na porozuméni biologické

strance experimentu a na zpuisobu hodnoceni ziskanych vysledki v celkovém kontextu.
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6 Zaveéer

Hypertroficka kardiomyopatie je komplikované onemocnéni povazované V dnesni
dob¢ spiSe za soubor mnoha geneticky podminénych poruch nez za jednu nosologickou
jednotku. Jeho obrovska genotypova i fenotypova heterogenita umoziuje pozorovat
Sirokou $kalu individuélnich ptfiznaki od uplné absence hypertrofickych zmén levé komory
komplikace — nahlé smrti je u obou forem stejné pravdépodobné. Kromé dédi¢nych forem
hypertrofické kardiomyopatie se mohou vyskytnout i sporadicky vzniklé nové mutace.
Vzhledem Kk tomu, Ze jde o velmi Casté kardiovaskularni onemocnéni a jeho prvni projevy
mohou byt fatdlni, je zde nutnost zavést do klinické praxe metodu, s jistotou odhalujici

toho onemocnéni jiz v jeho ranych fazich nebo u bezsymptomatickych jedinct.

VySetfovani pomoci genetickych metod je u hypertrofické kardiomyopatie ve
vétsim métitku zatim nerealné. Diky progresi v oblasti instrumentace mohla pfijit ke slovu
proteomika. NaSim cilem nebylo najit primdrné nové potencidlni markery tohoto
onemocnéni, ackoliv se to nakonec Vv jednom ptipadé podafilo. Chtéli jsme vyvinout
metodu cilené proteomické analyzy schopnou kvantifikace vybranych a jiz publikovanych
markerti hypertrofické kardiomyopatie. Z vybranych proteini se zde podafilo na ¢ast
Z nich tuto metodu vytvoftit, charakterizovat a ovéfit jeji ucinnost na malé skupiné redlnych
vzorkl. Z hlediska naplnéni cilii vyty€enych na zacatku postgradudlniho studia lze uvést,
ze jednotlivé body byly uspésné realizovany. Na zaklad¢ publikovanych praci o markerech
hypertrofické kardiomyopatie byly vybrany kandidatni proteiny, jejichz seznam byl
obohacen o protein, nalezeny pomoci srovnavacich proteomickych experimenti. Nékolik
dalsich kandidatt bylo pfidano po konzultaci s klinickymi pracovniky FN HK. Pro studium
koncentrace téchto vybranych proteint resp. jejich proteotypickych peptidi byla vytvotena
metoda cilené proteomické analyzy, kterd byla nasledné aplikovana na dostupny soubor
klinickych vzorkd zahrnujici vzorky od pacientti s hypertrofickou kardiomyopatii a vzorky
kontrolni, pochazejici ve vétsSiné od dobrovolnych darct krve. Pro srovnani a urceni
relevantnosti téchto dvou skupin byla provedena téZ enzymoimunoanalyticka stanoveni

nékolika vybranych proteint.
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Metoda cilené proteomické analyzy vyuzivajici hmotnostniho spektrometru
s trojitym kvadrupdlem a linearni iontovou pasti v kombinaci s nanoelektrosprejovou
ionizaci byla v pocatku feSeni dizertacni prace na naSe pracovis$té zavadéna a v ramci
Ceské republiky byla a dodnes v nékolika ohledech je unikétni technikou. B&hem feseni
této prace byly ziskdny nejen soubory originalnich dat, ale hlavné nedocenitelné zkusenosti
VvV oblasti pouzivané instrumentace. Dnes je metoda cilené proteomické analyzy bézné
pouzivéana i na nékolika dalSich pracovistich. I kdyz jsou analyzy tohoto typu diky vyvoji
hmotnostnich spektrometri a souvisejiciho programového vybaveni dnes mnohem
jednodussi, nejzasadnéj$i podminkou stale zastava dobie zvazit, co koneény vysledek ve

své podstaté znamena. Pravda o vysledku méfeni neni pouze ¢islo na obrazovce pfistroje.
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