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Abstrakt
Leukocyty sa v krvi nachadzaji v minoritnom zastipeni (menej ako 1%), preto ich

analyza nie je jednoducha. Naprick tomu sme uskutoénili proteomicku analyzu
leukocytov z krvi potkanov rodu Wistar. Proteiny ziskané precipitaénou metddou sme
separovali pomocou dvojdimenziondlnej gélovej elektroforézy, analyzovali a nasledne
identifikovali. Ur¢ili sme 50 proteinov,vd’aka ktorym sme ziskali cenné informacie
o jednotlivych proteinoch v bunkdch leukocytov. Zistili sme, Ze niektoré zo
stanovenych proteinov sa podiel'aji na signalnych drahach v bunke, iné su st¢astou
cytoskeletu, alebo si vyznamné v metabolizme bunky. Vysledky ukazuju, na moznost’
Studovania expresie proteinov z leukocytov na baze proteomiky. Cielom je vytvorenie
rozsiahlej databazy proteinov, ktoré budu pouzité pre d’alie stadie.

KI'ticové slova: proteomika, leukocyty, hmotnostna spektrometria, dvojdimenzionalna
elektroforéza

1.Uvod
Proteomika je dilezitym nastrojom pri Studovani proteinov pritomnych v bunkéch,

telesnych tekutinach a tkanivach (Sullivan, Freedman, 2009). Zaroveri je jednym
zmoznych ndstrojov na urCenie zmien prebiehajicich v bunkach na molekularnej
arovni (Aebersold, Mann, 2003). Proteomika je zaloZzena na hmotnostnej spektrometrii,
ktord réznymi metédami Uspedne realizuje analyzu protedému roéznych vzoriek. V nasej
praci sme venovali pozornost’ analyze krvi. Krv je zivotne dolezita tekutina, ktord plni
v organizme vyznamné funkcie. Krv pozostiva z plazmy a krvnych elementov
(leukocyty, erytrocyty, trombocyty). Najmensi podiel z krvi tvoria leukocyty
(Lymfoidné bunky), ktoré su obsiahnuté v krvi iba 1%. Na zaklade morfologickych
charakteristik st rozdelené do 5 tried (neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty
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a lymfocyty). Neutrofily, eozinofily a bazofily st zniame ako granulocyty, pretoze
obsahuji granule v cytoplazme. Na rozdiel od nich monocyty a lymfocyty sa nazyvaju
agranulocyty, lebo v ich cytoplazme sa granule nevyskytuji. Okrem toho sa oznacuju aj
pod spoloénym ndazvom mononukledrne bunky, pretoze su tvorené iba jednym jadrom
(Gartner, L. P. aHiatt, J. L. 2007).

V mnohych S§tadiach st leukocyty vyuzité vyhradne k Studovaniu bunkového
imunitného systému. Stidie sa zameriavaji na objasnenie povahy imunitného systému,
alebo na Studovanie tloh imunitného systému v ramci réznych druhov chordb napr.
zapal, lymfomy atd’. V sucastnosti sa proteomickou analyzou leukocytov zaobera mélo
publikacii. Po prvykrat bol proteém leukocytov z krvi potkanov popisany v roku 2002
v praci Piubelli a kol., ktory identifikovali 52 proteinov pomocou 2DE a hmotnostného
spektrometra MALDI-TOF (Piubelli a kol., 2002).

,,,,,,

a nasledne sme ich identifikovali pomocou MALDI-TOF MS. Ciel'om nasej stadie bolo
vytvorenie referenénej mapy proteinov, ktord by mohla byt pouzita pri d’alich
experimentoch.

2. Material a metodiky
2.1 Izoldcia mononukledrnych buniek z krvi potkanov pre proteomickii analyzu
Podmienky avykon experimentu zodpovedali poziadavkam na ochranu zvierat

pouzivanych na pokusné a iné ucely v stlade s paragrafom 8 NV SR ¢&. 23/2009 Z.z.
Experiment bol schvaleny Etickou komisiou na LF UPJS. Krv bola odobrata z potkanov
rodu Wistar v objeme 7ml a nariedila sa roztokom PBS v pomere 1:1. Nariedena krv sa
¢o najskor a opatrne navrstvila na médium na separaciu lymfocytov, ktory deli bunky na
principe hustotnych gradientov (PAA the cell culture company, Canada). Jedna
skiimavka pozostavala z 3 ml gradientu a 6 ml krvi nariedenej s PBS. Nasledne sa
vzorka centrifugovala a na rozhrani medzi gradientom a plazmou sa vytvoril prstenec
MNB, ktory sa stiahol 1 ml mikropipetou do skiimavky. Nariedil sa PBS v pomere 1:1.
Obsah skumavky sa miedal 2 s a centrifugoval. Po odstraneni supernatantu sa k peletu
znova pridal 1 ml PBS premiesal a centrifugoval. Na odstranenie erytrocytov sa pridal 1
ml erytrocytarneho lyza¢ného roztoku (0,87% NHsCl). Vzorka sa inkubovala 5 min.
pricom sa nesmelo prevysit' 5 min. inak by uz doslo aj k lyze leukocytov. Vzorka sa
centrifugovala a pelet sa resuspendoval v I ml PBS na precistenie MNB. Premytie
buniek v PBS sa zopakovalo. MNB sa lyzovali lyzaénym timivym roztokom (50mM
TRIS, 15mM NaCl, 1% TWEEN 20, ImM EDTA, 0,1% SDS) pH=7.4. Proteiny sa
izolovali metddou zrazania pomocou 10% trichloroctovej kyseliny a acetonu.
Koncentracia jednotlivych proteinov  sa ur¢ila Bradfordovou metdédou podla
Standardného protokolu.
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2.2 Dvojdimenziondlna elektroforéza
Na platnicku sa naniesla vzorka proteinov (600 pg/125 ul) a prikryla sa s IPG

prizkom (ReadyStrip IPG Strips, pH 3-10 o dizke 7em, Bio-Rad, USA). Na IPG priizok
sa napipetoval minerdlny olej. Fokusaéna platni¢ka sa vlozila do izoelektrického
fokusdtora Protean IEF Cell (Bio-Rad, USA). Vzorka sa rehydratovala aktivne pri 50
pA na gél 15 h pri 20 °C. Po rehydratacii sa uskutoé¢nila separacia proteinov v prvom
rozmere tzv. IEF. Podmienky IEF boli: 250 V pomaly gradient 2 h, 4000 V linearny
gradient 20 h. IPG pruzky sa preniesli na plastova platni¢ku a redukovali sa 10 min v
ekvilibraénom roztoku pozostavajicom zo 6 mol dm™ mocoviny, 2% SDS, 0,375 mol
dm Tris-HCI, pH= 8.8, 20 % glycerolu a 0,130 mol dm™ DTT. Nasledne sa alkylovali
rovnaky ¢as v druhom ekvilibraénom roztoku rovnakého zlozenia ako prvy ekvilibraény
roztok iba miesto DTT obsahoval jodoacetamid. IPG prazky sa trikrat namacali do
roztoku TRIS/glycin/SDS a vlozili sa do 0,5 % agardzy vyhriatej na 96 °C. Agardzou sa
zaliali 4% gély navrstvené na 12,5% polyakrylamidové gély. Elektroforéza v druhom
rozmere sa uskutocnila v systéme Protean Il Cell (Bio-Rad, USA) v elektroforetickom
timivom roztoku za 60 min. pri 200 V a 400 mA.Gély sa premyli trikrat po dobu 5min
v dH20 na odstranenie elektrolytu. Po 60min sa farbili roztokom Comassie briliant Blue
G-250. Odfarbovali sa trikrdt po 20min v deionizovanej vode a oskenovali na
denzitometri GS-800TM Calibrated Densitometer (Bio-Rad, USA).

2.3 Digescia proteinov
Po analyzovani gélov sa jednotlivé spoty manualne vyrezali. Do mikroskiimavky

s kiiskom gélu sa pridal 25 mM NH4HCO3 v 50 % ACN. Mikroskiimavka sa mie3ala,
kym sa gél neodfarbil. Ku gélu sa pridal 100 % ACN. Po 10 min. gél zbelel
a supernatant sa odsal. Kasok gélu sa nechal vysusit' na vzduchu. Ku gélu sa pridal
trypsin. Mikroskimavky sa nasledne inkubovali 60 min. na l'ade a ku gélu sa pridal
NH4sHCO;. Vzorky sa inkubovali 12 h pri 37 °Cna termocykléry. Potom sa
centrifugovali a supernatant bol vyextrahovany protein. Ku gélu sa pridal roztok
pozostavajuceho z 50 % ACN a 0,1 % TFA v dH>O. Mikroskimavka sa miegala 15
min. pri 16 000 rpm. Supernatant sa pridal k vyextrahovanému proteinu a krok
s pridanim 50% ACN a0,1% TFA vdH.O sa zopakoval. Vzorka skoneénym
mnozstvom 65 ul sa zahustila na vikuovom koncentratore na objem 10 pl.

2.4 Stanovenie proteinov na hmotnostnom spektrometri MALDI-TOF
Roztok z extrahovanych peptidov bol zmieSany s roztokom matrice (6 mg/ml

kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoricovovej v acetonitril/metanol/0.1 % TFA vo vode,
84/14/2 v/v/v), v pomere 2:1. Zmes | pl peptidov/matrice bola aplikovana na ocel'ovu
platiiu a vyschnuta. Vzorky boli analyzované hmotnostnym spektrometrom MALDI
TOF/TOF UltrafleXtreme (BrukerDaltonik, Nemecko). Spektrd boli ziskané v reflektor
maode v rozsahu 700 - 3500 Da. Hmotnostna kalibracia bola vykonana pomocou PepCal
(BrukerDaltonik, Nemecko) standardu. Udaje boli vyhodnotené pomocou Mascot
algoritmu  (MatrixScienceLtd, UK). Hmotnostné spektra peptidov boli porovnané
$ NCBIr databazou. Pri hladani boli pouzité tieto parametre: taxondmia
Rattusnorvegicus (potkan), globalne modifikacie Carbamidomethyl (C), variabilné
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modifikacie oxiddacia (M), enzym trypsin, poet maximdlne vynechanych Stepov 1,
tolerancia chyby hmotnosti 100 ppm v MS a 0,3 Da v MS/MS made.

3. Vysledky a diskusia
Uskutocnili sme 2DE a jednotlivé proteiny sme odseparovali v prvom rozmere na

IPG pasiku s pH 3-10 (Obr. 1).

4 -
| ;’jf.g 23 28 M

& a3

2501 37

Obr. 1: 2DE proteinova mapa MNB potkana:

2 DE mapalyzatu MNB 500 pg proteinov separované na 7 cm IPG prazku pH 3-10 v
prvom rozmere. V druhom rozmere separacia prebiehala na SDS-polyakrylamidovom
gely 12,5 %. Gél bol zafarbeny farbivom Comassie briliant blue G-250.

Proteiny z gélu sme =ziskali prostrednictvom porovnavania identifikovanych
peptidov pomocou MALDI-TOF/TOF s databazou proteinov swissprot. V3etky
identifikované proteiny sme zhrnuli do tab.1 (vid’. priloha). Cisla proteinov na 2DE
mapach zodpovedaji ¢islam proteinov v tabulke. Na obrazku | moézeme sledovat
proteiny s molekulovou hmotnostou od 30-250 kDa. Na danom 2DE gély sme pomocou
hmotnostnej spektrometrie identifikovali 50 proteinov. 12 proteinov MNB sme
identifikovali s vysokym maskot skore nad 100. Najvyssie skore mal retazec tubulinu
beta-2A az 219. Proteiny s nizkym maskot skore sa vyskytovali predovietkym v oblasti
nizkych molekulovych hmotnosti od 30-50 kDa. Jednotlivé proteiny sme rozdelili do
tried podla funkcie, ktoré v bunke zastdvaji. Percentualne zastipenie jednotlivych
proteinov podla funkcie sme graficky znazornili (Obr.2).
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B transportné a kanalové proteiny  ® Strukturdlne proteiny

® koagulacné proteiny W proteiny so Saperonovou aktivitou
® signdlne proteiny ® proteiny s katalytickou aktivitou
u regulacné proteiny @ metabolické proteiny

Obr. 2: Grafické zobrazenie percentuilneho zastipenia jednotlivych proteinov
podla funkcie:

Najpocetnejsiu skupinu tvoria Strukturdlne proteiny (26 %). Rovnaké percento (16 %)
maji proteiny so Saperénovou a katalytickou aktivitou. NajmenSou skupinou
proteinovsu proteiny s koagulaénou funkciou (5 %).

Vii¢Sina proteinov (26%) patri do skupiny Strukturdlnych proteinov. Tieto proteiny
tvoria sucast cytoskeletu bunky. Tvoria aktinovéfilamenty alebo sivisia s tvorbou
aktinovych filamentov. Patria sem proteiny ako gelzolin, vinkulin, aktin. Proteiny ako
tubulin spolu so svojimi izoformami st st¢ast'ou mikrotubul.

Pocetnt skupinu proteinov tvoria proteiny teplotného Soku (16%) vyskytuji sa v
bunke bud’ v dosledku stresovej reakcie a ako antiapoptické faktory (napr. stresom
indukovany fosfoprotein 1, 78 kD glukézu-regulovany protein, protein teplotného
Soku s molekulovou hmotnost'ou 71 kDa, stresovy protein 70, mitochondriilny, 60
kDa protein teplotného Soku, mitochondridlny), alebo s dolezité v procese
spravneho zbal'ovania proteinov ako napr. protein disulfid-izomeraza, kalretikulin,
endoplazmin.

K rovnako pocetnej skupine (16%) patria aj proteiny s katalytickou aktivitou.
Zastupcovia proteinov tejto skupiny maju katalyticku aktivitu z ¢oho vyplyva, Ze su
schopny urychl'ovat alebo spomal'ovat’ chemické reakcie.

Priblizne 5% identifikovanych proteinov patri ku koagulaénym proteinom, ktoré sa
vyskytuju v plazme. Ich pritomnost’ v MNB je znakom kontaminacie. Pravdepodobne v
pricbehu izolacie MNB pri nedostatoénom odstraneni plazmy sa fragmenty
fibrinogénovych retazcov pripojili k MNB leukocytov. Dokazom kontaminécie si aj
serotransferin a sérum albumin patriace do skupiny transportnych proteinov. Do tejto
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skupiny (16%) sme zaradili ATP syntetazu, ktora okrem syntézy ATP aj prenasa proton
cez membréanu.

Regulacné proteinytvoria 10%. Tieto proteiny maju za ulohu regulovat’ procesy
prebichajuce v bunke. Napr. Alfa-enoldza reguluje rast bunky a riadi alergicku odpoved’
bunky. Myozin-9 ma délezita Glohu v cytokinéze.

Skupinu signalnych proteinov (2%) tvoria proteiny, ktoré su nezastupitelné
v bunkovej signalizacii ako napr. protein viazuci guanin nukleotid podjednotka beta 5.

Nadobudnuté vysledky ukazuji na moznost skimat proteinyz leukocytov
a Studovat’ expresiu proteinov vybranych MNB na proteomickej Grovni.

Skratky
ACN - acetonitril: ATP - adenozintrifosfat; 2DE - dvojdimenzionalna gélova

elektroforéza; dH2O - deionizovand voda: DTT - ditiotreitol; EDTA - kyselina
ethyléndiamintetraoctova; IEF -  izoelektrickd  fokusdcia; IPG -  pruzok
s imobilizovanym linedrnym pH gradientom; MALDI — TOF - matrixom spojenej
laserovej desorbénej ionizdcie c¢asu letu: MNB - mononuklearne bunky; MS -
hmotnostna spektrometria; NaCl - chlorid sodny; NH4CI - chlorid aménny; NH4HCO3
- hydrogénuhli¢itan amoénny; PBS - fosfatovy tlmivy roztok; SDS - dodecylsiran sodny;
TFA - trifluoroctova kyselina; TRIS - tris(hydroxymethyl)aminometéan
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5. Priloha

Tab. 1: Identifikované proteiny mononuklearnych buniek z potkana na 2D gély

S§kvrna | SwissProt Nizov proteinu skore | Mw (kDa) | pl
1 P60711 aktin, cytoplazmaticky 1 68 42,1 5.2
2 P63259 aktin, cytoplazmaticky 2 103 42,1 5,2
3 Q5XIF6 4A ret’azec tubulinu alfa 120 50,6 4,8
4 P85108 2A retazec tubulinu beta 219 50,3 4.6
5 P04785 protein disulfid-isomeriza 74 57,3 4,7
6 P11598 Protein disulfid-isomeriza A3 199 57 58
7 P18418 kalretikulin 55 42,1 4,2
8 P63039 60 kDa protein teplotného Soku, 101 61,1 5.8

mitochondriilny
9 P63018 71 kDa protein teplotného Soku 142 71 5,2
10 FIM953 70 protein stresu, mitochondridlny 58,2 73,7 5.8
11 035814 Stresom indukovany fosfoprotein 1 49,6 63,2 6,4
12 P06761 78 kDa protein regulovany glukézou 87 12.5 4,9
13 Q66HDO endoplazmin 76 93 4,6
14 QO8FP1 gelzolin 72,6 86,4 S
15 P85972 vinkulin 139 117,1 5,7
16 P50442 glycinamidinotransferiza, 48,7 7.8
mitochondriilna
17 P04764 alfa-enolaza 147 47.4 6,2
18 Q62736 nesvalovy kaldezmon 59 60,3 6,3
19 P11884 aldehyddehydrogendza, mitochondriilna 132 57 9,7
20 P04797 glyceraldehyd-3-fosfiat dehydrogen:za 83 36,1 9
21 P15999 ATP syntetiza podjednotka alfa 110 59,8 9,7
mitochondriilna
22 P10719 ATP syntetiza podjednotka beta, 205 56,3 5.1
mitochondriilna
23 Q9ER34 Akonitat hydratiza, mitochondridlna 53 86,1 8,7
24 Q6AYD6 PDZ a LIM doménovy proteinl 115 36 7
25 P06399 fibrinogén alfa ret’azec 66 87.4 5.4
26 P14480 fibrinogén beta ret’azec 129 54.8 8.8
27 P02680 fibrinogén gama ret’azec 83 51,2 5,6
28 P12346 serofransferin 103 78,5 7.8
29 P02770 sérovy albumin 69,6 68,7 6
30 Q62812 myozin-9 103 226,3 3,5
31 Q6PI9TS 4B ret’azectubulinu beta 46 50,2 4.6
32 Q4QRB4 beta-3tubulin 52 50,6 4,7
33 Q5XI32 F-aktin protein podjednotky beta 133 31 5,6
34 P16617 fosfoglycerit kindza 1 91 449 9
35 P62882 guanin nukleotid-viazici protein 93,4 38 5,6
podjednotky beta-5
36 Q97244 GMP-reduktaza | 35.3 37.9 6,6
37 P05370 glukoza-6-fosfat 1 dehydrogenaza 74,4 59,8 59
38 Q68FW4 syntaxin-18 39 38,7 5.5
39 Q08163 Adenylyl cyklazou spojeny protein | 43,2 51,9 7,8
40 D4A6A2 Heterogén jadrovy ribonukleoprotein A3 873 37.5 9,3
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41 P05065 fruktéza — biofosfat aldoliza A 151 39,8 92
42 P32198 KarnitinO-palmitoyltransferaza 1, izoforma 38 88,8 9,5
pecene
43 AOJPM9 Eukaryoticky transla¢no iniciac¢ny faktor 3 62 36 33
podjednotky 1
44 Q7TNY BTB/POZ doména-adaptér CUL3-mediator 50,7 36,1 58
RhoA degradaény protein 2

45 P11974 izozym M1/M2 pyruvat Kinazy 111 58,3 6,7

46 Q5RKI0 WD opakovania obsahujuci protein 1 35,9 66,8 6,2

47 Q97210 Napit'ovo zavisly aniénovy selektivny 109 30,9 9,2
kanalovy protein 1

48 P81155 Napitovo zavisly aniénovy selektivny 72,7 324 8,7
kanalovy protein 2

49 Q4KM37 centrozomalny protein 41 kDa 37,1 373 53

50 Q4VBGSE tektin-3 30,8 56,9 6,6
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Abstrakt
K vyhodam vyuzitia slin ako diagnostického ndstroja nesporne patri l'ahkost

a neinvazivnost’ odberu, mensia komplexnost v porovnani so sérom a skuto¢nost, ze
sliny presnejSie a rychlejsie reflektuju zmeny prebichajice v organizme. Proteiny slin
separované 2D elektroforézou boli po enzymatickom Stiepeni v géli identifikované
pomocou MALDI-TOF MS. V proteinovom profile sa vzskytly niektoré proteiny
v minulosti iyolované z inych telesnych tekutin a tkaniv: Zn-u2 glykoprotein;
synaptotagmin-1; ret'azec A, Struktira 'udského sekretorneho komponentu: alfa-enolaza
a 78 kDa protein regulujici glukoézu, ktoré mozu odrdzat’ zdravotny stav l'udského
organizmu.

Krucové slova: sliny, 2D elektroforéza, MALDI-TOF MS

1. Uvod
LCudské sliny obsahuju vel'ky pocet rozmanitych peptidov a proteinov v Sirokom

intervale koncentracii. K vyhodam vyuzitia slin ako diagnostického nastroja nesporne
patri l'ahkost' a neinvazivnost odberu, mensia komplexnost v porovnani so sérom
a skutocnost, Zze sliny presnejSie arychlejSie reflektuji zmeny prebiehajice
v organizme. K nedostatkom mozno zaradit' velky podiel amylazy, ktora pri
koncentracii rddovo mg ml' maskuje pritomnost menej hojnych proteinov, ktoré si
casto z hl'adiska stanovenia moznych biomarkerov slinach najdolezitejsie [1].

Zdokonalenie proteomickych metdéd v poslednych rokoch sa odrazilo na néraste
identifikovanych proteinovych zloziek uzdravych jedincov [2], Tudi trpiacimi
ochoreniami Gstnej dutiny [3,4] alebo systematickymi ochoreniami [5,6].

Cielom tejto prace bolo skumat proteinovy profil plnych nestimulovanych
fudskych slin dvojrozmernou gélovou elektroforézou a MALDI-TOF hmotnostnou
spektrometriou a identifikovat’ proteiny délezité z hladiska klinického vyskumu. Praca
predstavuje vyznamny krok pri dalSom uGsili zameranom na pochopenie zmien
prebiehajicich v ustnej dutine a vyvoj neinvazivnych spdsobov stanovenia skorych
stadii chorab.
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2. Materialy a metody
Kokteil inhibitorov proteaz [CIP] (Sigma), kyselina trichléroctova [TCA]

(AppliChem), ditiotreitol [DTT] (BioRad), voda pre HPLC/MS (Merck), aceton
(AppliChem), mocovina (BioRad), tiomocovina (BioRad), CHAPS (Sigma),
bromfenolovda modra (Sigma). stiprava na Bradfordovu skusku koncentracie proteinov
(BioRad), bovinny albumin zo séra (BioRad), minerdlny olej (BioRad), tris (BioRad),
jodoacetamid [IAA] (BioRad), agardza (BioRad), tris/glycin/SDS 10x koncentrovany
(BioRad), amfolyty pH 3-10 (BioRad), farbiaci roztok Coomassie blue (BioRad), 30%
akrylamid/0.8% bis-akrylamid (BioRad), persulfit amonny (BioRad), TEMED
(BioRad), hydrouhli¢itan aménny (AppliChem), acetonitril [ACN] (Merck), trypsin
(Promega), kyselina trifludéroctova [TFA] (Merck), dodecylsulfit sodny [SDS]
(BioRad). Vsetky pouzité chemikalie, vratane izopropylalkoholu a glycerolu, boli
v ¢istote vhodnej pre elektroforézu resp. v Cistote vhodnej pre MS.

Vzorky slin pouzité v experimentoch boli odobraté od zdravych dobrovolnikov.
Ziaden z nich netrpel na ochorenie astnej dutiny, v minulosti neprekonal Ziadne maligne
ochorenie, nelieci sa na autoimtnne ochorenie, hepatitidu ani HIV. Sliny v objeme asi 5
ml boli odoberané po predchadzajicom vyplachnuti Gstnej dutiny vodou do sterilnych
50 ml skamaviek (Falcon, BD Biosciences)., ktoré boli po¢as manipulacie so vzorkou
ulozené na l'ade. Thned’ po odbere, ktory netrval viac ako 10 min, bol na kazdy ml slin
pridany 1 ul kokteilu inhibitorov protedz ako prevencia degradéacie proteinov pocas
pripravy vzorky. Hrubé necistoty, bunky a nerozpustné tlomky zo sliznic boli zo slin
odstranené centrifugaciou pri 14000xg trvajicou 30 min pri 4°C.

Na pripravu proteinovej vzorky pre 2D elektroforézu bol pouzity precipitacny
roztok ml salivy bol pridany rovnaky objem roztoku 20% w/v TCA, 90% v/v acetonu
a20mM DTT [7]. Po kratkom vortexovani nasledovala inkubacia vzorky cez noc pri -
20°C. Po nej boli centrifugaciou pri 14000xg trvajicou 30 min pri 4°C oddelené
proteiny od supernatantu. Peleta bola dva krat premyta chladenym acetonom
obsahujucim ditiotreitol [8]. Prvy krat 90% v/v chladeného aceténu a 20 mM DTT,
v druhom pripade 80% v/v acetonu a 10 mM DTT. Peleta bola pri 24°C vysasana 10
min vakuovou centrifiigou, aby bol zo vzorky odstraneny zvyskovy acetdn.
V nasledujucom kroku boli proteiny rozpustené v solubilizaénom roztoku vhodnom pre
2D elektroforézu.

Precipitaty proteinov boli solubilizované v rehydratatnom roztoku, ktory sluzi
sucasne na rehydrataciu IPG prazkov. V priebehu experimentov bol pouzity nasledujice
rehydrata¢né roztok pozostavajuci z: 7 M urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 1% DTT, 1%
pH 3-10 amfolyty a 0,002% bromfenolovej modrej.

Koncentricia proteinov bola stanovena pomocou stpravy na Bradfordovu skiasku
koncentracie proteinov (Quick Start Bradford Protein Assay, BioRad). Stanovenie
prebichalo  podla  odporacani  vyrobcu s pomocou  nanospektrofotometra
(NanoPhotometer, Implen GmbH) pri 595 nm s pouzitim bovinného albuminu zo séra
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ako proteinového Standardu. PretoZe solubilizované proteiny ponechané pri izbovej
teplote znovu precipituju, pred stanovanim koncentracie bola vzorka vortexovana a asi
5 min centrifugovand pri 14000 x g, aby sme z nej odstranili nerozpustené zlozky.
Kazdé stanovenie koncentracie bolo opakované tri krat.

Pred aplikaciou proteinovej vzorky na IPG prizky bola, v zéavislosti od
experimentu, upravend jej koncentracia v intervale od 1,2 mg/ml do 2,0 mg/ml.
Standardne bolo na rehydratdciu linearnych 7 ¢cm dlhych IPG prazkov s pH 3-10
(BioRad) pouzitych 125 ul vzorky. Izoelektrickd fokusdcia vo fokusaénom pristroji
(Protean IEF Cell, BioRad) prebiehala nasledovne: prvych 45 min boli IPG prazky
rehydratované pasivne bez nanesenia vrstvy minerdlneho oleja. Po ich uplynuti bol
kazdy prazok pokryty 2 ml minerdlneho oleja, ktory brani ich vys(3aniu. Nasledovala
aktivna rehydratacia prebichajica 12 hod pri 50 V. V prvom kroku — 250 V, 5 hod - boli
pruzky odsolené. Nasledoval linedrny nérast napitia na 500 Vv trvani 1,5 hod. Po
ukonceni tohto kroku prebichala fokusacia pri 500 V 2,5 hod. Nasledoval linedrny
narast napétia na 1000 Vv trvani 2 hod, sdvojhodinovou fokusaciou pri 1000 V.
Dal3im krokom bol linedrny rast napitia do kone¢nej hodnoty 4000 V (2,5 hod) a
fokusacia pri 4000 V (20000 Vhod).

Pred uskuto¢nenim elektroforézy v druhom rozmere boli IPG prazky ekvilibrované
v dvoch krokoch: Ekvilibraény roztok I pozostdval z 50 mM Tris-HCI, pH 8.8; 6 M
urei, 30% glycerolu, 2% SDS; 0,002% bromfenolovej modrej a 1% DTT — pdsobenie
|5 min. Ekvilibraény roztok Il pozostaval z 50 mM Tris-HCI, pH 8.8; 6 M urei, 30%
glycerolu, 2% SDS, 0,002% bromfenolovej modrej a 2,5% IAA — pdsobenie 10 min.

Po izoelektrickej fokusacii boli ekvilibrované a osuené IPG prazky umiestnené na
polyakrylamidovom géli pozostdvajicom zdvoch vrstiev: spodnej - 12,5% tzv.
resolving gél a hornej - 4% tzv. stacking gél. Kontakt IPG prazku s gélom poskytovala
vrstva 0,5% agardzy v roztoku tris/glycin/SDS s0,003% bromofenolovej modrej.
Proteiny boli  separované podla ich molekulovej hmotnosti horizontalne
v elektroforetickom zariadeni (Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad) 60 min pri
konStantnom napiti 200 V v roztoku tris/glycin/SDS. Sledovat migrdciu proteinov
v horizontdlnom smere umoziovali farebné proteinové Standardy (Precision Plus
Protein Dual Xtra Standards, BioRad). Na vizualizaciu proteinovych spotov boli gély
zafarbené Coomassie blue (Bio Safe Coomassie Stain, BioRad). Pre ucely
dokumentacie anaslednti analyzu boli gély naskenované pomocou kalibrovaného
densitometra (GS-800 densitometer, BioRad) s pouzitim softvéru Quantity One
(BioRad) s rozlisenim 700 dpi.

2D proteinové mapy boli analyzované pomocou softvéru PDQuest (PDQuest
Advaced 8.0.1 2D Gel Analysis Software, BioRad). Z map boli ,,vystrihnuté* oblasti
obsahujtce rovnaké klastery spotov. Na vytvorenie suborov zodpovedajicich spotov
boli vybrat¢ dva az tri reprezentativne gély. Spoty boli detekované automaticky
a sparované vzhladom k vzorovému (master) gélu, ktory vybral softvér automaticky.
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Nasledovalo manualne editovanie detekovanych a sparovanych spotov. Zo suboru
spotov boli vylucené artefakty, ktoré softvér nespravne detekoval ako spoty. Niektoré
unikatne spoty boli doplnené do ,,master gélu manudlne. Na normalizaciu bola zvoleny
model zalozeny na metode lokdlnej regresie LOESS, ktord umoziuje korigovat’ rozdiely
v icinnosti vyfarbenia v jednotlivych géloch. Pri analyze gélov boli zvolené najmence;j
tri ,landmark™ znacky. Pre kazdy identifikovany spot bola stanovena relativna
molekulovd hmotnost’ (Mr) a izoelectricky bod (pl) zodpovedajuceho proteinu z jeho
pozicie na 2D mape.

Pri digescii v géli sme postupovali modifikovanou metédou navrhnutou autormi
publikacii [8,9]. Zvolené proteinové spoty boli vyrezané pomocou zariadenia na
automatické vyrezavanie spotov (EXQuest Spot Cutter, BioRad) do 96 jamkovej PCR
platni¢ky. Kusky gélu boli najprv odfarbené preplachovanim v 25 mM NHyHCO3 (~10
min) a opakovanym preplachovanim v 25 mM NHsHCO3/50% acetonitril do tplného
odfarbenia. Odfarbené kuisky gélu boli dehydrované 100% acetonitrilom a vysudené
s pomocou vikuovej centrifugy pri izbovej teplote (~10 min). Vysudené kasky gélu boli
pokryté¢ 25 mM NHsHCOj3 obsahujicim 0,5 uM trypsinu. Po | hod inkubécii na l'ade
bol roztok trypsinu, ktory sa nevsiakol do gélu, odsaty a nahradeny 25 ul 25 mM
NH4HCOj3 ako prevencia pred vyschnutim gélu. Po enzymatickom Stiepeni trvajucom
12 hod pri 37°C boli peptidy z gélu dvakrat extrahované 50% ACN a 0,1% TFA. Pred
zahustenim vzorky na koneény objem cca 10 ul pomocou vékuovej centrifigy bolo pH
zhromazdeného roztoku upravené 4% TFA.

V' priaci bola pouzitd matrica zlozena z: 1,5 mg/ml HCCA (alfa-kyano-4-
hydroxyskoricova kyselina), 84 % ACN, 14 % metanol, 2 % (0,1 % roztok TFA). Této
matrica bola zmieSand so vzorkou v pomere 2:1 andsledne bol 1 pl naneseny na
ocel’'ovu platriu.

Pri urcovani proteinov slin sme pouzili metodu peptidového mapovania (PMF -
Peptide Mass Fingerprinting) pozstavajicu z niekolkych krokov. Vzorka proteinu je
najprv podrobend selektivnému enzymatickému Stiepeniu, najlastejsie trypsinom
(hydrolyza peptidovej vizby). Zmes tryptickych peptidov sa potom analyzuje metddou
MALD-TOF MS. Hmotnosti peptidov od¢itané z MS spektra sa porovnaji s datami v
databaze pomocou programov umoziujicich Statistick analyzu (Protein Prospector,
Mascot, Proteomics, Proteinscape, atd’.). Vysledkom takéhoto hladania je zoznam
proteinov, ktorych Stiepenim mohli vzniknit' peptidy s nameranymi hmotnostami.
Naslednym pouzitim MALDI LID (laser-induced dissociation) techniky sme uréili
a overili sekvenciu aminokyselin vo vybranych peptidoch (MS/MS spektrum).

3. Vysledky
Na Obr. I. je zobrazeny SDS-PAGE gél so vzorkou plnych nestimulovanych slin

obsahujicou 200 pg proteinov.
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Obr. 1. SDS-PAGE vzorky WUS. IPG 7 em, linearny, pH 3-10. Gély boli zafarbené
Coomasie blue.

Proteinové mapy gélov obsahujice vzorky plnych nestimulovanych slin patriacich
tej istej osobe, ktoré boli pouzité na vyrezanie spotov, nasledné enzymatické Stiepenie
v géli aidentifikdciu pomocou hmotnostného spektrometra. Identifikované spoty st
oznacené jedine¢nym SSP ¢islom. V Tabul'ke II st uvedené identifikované proteiny. Pre
porovnanie je v nej uvedeny odhad Mr a pl a hodnoty uréené MS.

Tabul'ka II. Zoznam identifikovanych proteinov.

: ; . | Stanovené | Stanovené
SSP | Nazov proteinu | Nizov proteinu | Odnadnuté, | Odhadnuté, | oy by ™1 Nat b | skere
: : Mr, kDa pl
o Mr, kDa pl

albumin, isoform | albumin, izoforma

609 |CHRA h CHRA h 56 3,6 70,6 59 94
chain A, structure | ret’azec A,
of human serum | $truktura albuminu

1604 | albumin ludského séra 58.6 4,2 67,8 5,6 260
actin cytoplasmic | cytoplazmaticky

26011 aktin | 60,21 4,94 42,1 5.2 32
polymeric polymérny
imunoglobulin imunoglobulinovy

2802 | receptor receptor 93,08 4,88 84,4 5.5 87
actin cytoplasmic | cytoplazmaticky

3203 1 ~ |aktin 1 39,97 5,35 42,1 5.2 99,7

predpovedany:
izoforma 3

predicted: actin | podobna
cytoplasmic 2- cytoplazmatickému

3305 | like isoform 3 aktinu 2 40,29 5.21 40,1 5.1 90
lg alpha 2 chain | Ig alfa-2 retazec C

3501 | C region oblast’ 52,87 5,36 37,3 5.7 66
zinc alpha 2 zinok-alfa-2

4202 | glycoprotein glykoprotein 39.32 5,69 34,5 57 40,5
ACTB protein, ACTB protein,

4301 | partial parcialny 40,56 5,48 40,5 55 134
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chain A, solution
structure of

ret'azec A,
rozpustna Struktira
l'udského

human secretory | sekretérneho
4404 | component komponentu 47,86 5,82 65.4 6,3 125
Igalpha 2 chain | lg alfa-2 retazec C
4503 | C region oblast’ 51,52 591 37,3 5.7 53
chain A, structure | retazec A,
of human serum | truktara albuminu
4705 | albumin I'udského séra 74,1 5,89 67.8 5,6 125
5005 | Ig kappa chain C | lg kappa ret'azec C | 26,9 6.4 11,8 5.5
5006 | Ig kappa chain C | Ig kappa ret'azec C | 27,1 6,6 11,8 5.5
lg lambda 6 chain | Ig lambda 6
5007 |C ret'azec C 29,1 6,6 11,4 7t
inhibitor
leucocyte elastase | leukocytarnej
5204 | inhibitor elastazy 39,35 6,11 42,8 5,9 49
carbonic karbonat
5207 | anhydrase 6 hydrolydza 6 38.41 6,29 35,5 6,6 57
retazec A,
chain A, human | albuminu l'udského
serum albumin in | séra v komplexe s
a complex with | kyselinou
miristic acid and | myristolenovou a
tri-iodobenzoic kyselinou 2,3,5-
5302 | acid trijodbenzoovou 41,03 6,15 68 5,6 171
5503 | alpha amylase | | alfa amylaza 1 49,38 6,45 58.4 6,5 123
5602 | serum albumin sérum albumin 56,03 6,04 71,3 5.9 73
retazec A,
chain A, structure | Struktdra albuminu
5604 | of human serum | l'udského séra 57,92 6,25 5,6 67,8 96
6009 | Ig kappa chain C | Ig kappa retazec C | 26,9 6.9 11,8 5,5
carbonic
anhydrase 6 prekursor karbonat
6203 | precursor hydrolydzy 6 37.92 6,45 35,5 6,6 98
carbonic karbonat
6206 | anhydrase VI hydrolyédza VI 37,21 6,57 354 6.6 137
actin cytoplasmic | cytoplazmaticky
63012 aktin 2 40,93 6,5 42,1 5,2 73
6504 | alpha amylase 1 | alfa amylaza | 49,22 6,63 58,4 6,5 200
retazec A,
chain A, crystal | krystalicka
structure of the Struktira Ga
Ga module modulu v
comlexed with komplexe s
human serum Pudskym sérum
6601 | albumin albuminom 58,38 6,39 67,2 5,5 172
6709 | serotransferin serotransferin 76,08 6,74 79.3 7,0 110
Ig lambda 6 chain | Ig lambda 6
7004 | C retazec C 28.4 7.9 11,4 7.7
7304 | alpha enolase alfa enolaza 44,32 7,25 47.5 T 59
chain A, human | retazec A, l'udsky
serum albumin sérum albumin
mutant R218p mutant R218p v
complexed with | komplexe s
thyroxine tyroxinom
7602 | (3,3.,5,5'- ((3,3,5,5'- 59:55 6,89 68.4 5,5 261
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tetraiodo-L- tetraiodo-L-
thyronine) tyronin)
chain A, structure | retazec A,
of human serum | §truktura albuminu
albumin with S- | l'udského séra s S-
naproxen and Ga | naproxénom a ga
7604 | module modulom 60,06 T2 67,8 5,6 272
8003 | Ig kappa chain C | Ig kappa retazec C | 26,1 83 11,8 3,5
8205 | synaptotagmin I | synaptotagmin | 42,4 8.9 47,9 9
polymeric polymérny
immunoglobulin | imunoglobulinovy
4802 | receptor receptor 84,71 5,78 84,4 5.5 30
6502 | alpha amylase 2B | alfa amylaza 2B 71,2 7,47 58.3 6,7 95
78 kDa glucose | 78 kDa protein
3701 | regulated protein | regulujici glukézu | 78,64 5,68 72,4 4,9 73
1¢8q, Chain A:
Structure 1c8q, ret'azec A,
Solution and Struktirna forma a
Refinement of the | zdokonalenie
Recombinant rekombinantnej
Human Salivary | ludskej amyldzy
6503 | Amylase zo slin 70,8 7,1 56,5 6,3 70
Pancreatic alpha | pankreaticka alfa
6801 | amylase amylaza 87,5 7,32 58.4 6,7 46

4. Diskusia a zaver
Proteomické metddy vedice k identifikacii proteinového zlozenia predstavuji

slubny smer pri Stadiu ludskych slin. Porovnanie vzoriek ziskanych od zdravych
achorych Tudi moéze odhalit unikatne proteiny alebo zmenend droven expresie
Specifickych proteinov, ktoré mozu byt pouzité ako biomarkery. Pri proteomickom
pristupe je mozné ziskat' informacie o semikvantitativnych zmendach na urovni kazdého
proteinu a odhalit’ pritomnost izoforiem vznikajucich v ddsledku takych post-
translacnych modifikacii ako je fosforylacia alebo glykozilacia. Neuticha rast zdujmu
o identifikdciu biomarkerov zo salivy ako prostriedok na monitorovanie zdravotného
stavu a vc¢asnej diagnostiky takych chorob ako je imunodeficiencia sposobend HIV,
systematick¢ ochorenia ovplyviujice ¢innost’ slinnych zliaz, cysticka fibroza, cirhdza
pecene, nadorové ochorenia ustnej dutiny, kardiovaskuldrne ochorenia ¢i diabetes
mellitus. Tento zdujem je spdsobeny mnohymi vyhodami, ktoré ma saliva v porovnani
s inymi telovymi tekutinami alebo vzorkami tkaniv. Jednoduchy neinvazivny odber
vzorky v mnozstve dostato¢nom pre analyzu je jednou z mnohych.
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Obr. 2. Hmotnostné spektrum identifikovaného 78 kDa glucose regulated protein, Mw
(72,4), pl (4,9), (MS spektrum).

Po softvérovom vyhodnoteni 2D SDS-PAGE mép, vyrezani niektorych spotov
a enzymatickej digescii proteinov boli pomocou MALDI-TOF identifikované niektoré
proteiny alebo ich skupiny.

Velku skupinu identifikovanych spotov tvorila alfa amylaza, ktora predstavuje
najvicsiu a zaroven najviac preskimant zlozku l'udskych slin. Nedavne proteomické
Stidie naznacuju, Ze tento protein méze tvorit’ viac ako dvadsat’ spotov na 2D géloch
s proteinmi slin. Autori prace [6] zistili s pomocou 2D elektroforézy a MALDI-TOF, Ze
viac ako 140 spotov alfa amylazy vytvara na proteinovej mape stabilni a vel'mi
komplexnt skupinu. Analyzou spektier a elektroforetickych méap prisli k zaveru, ze
pozorované spoty mozno rozdelit’ do troch skupin. Hlavna skupina, pozostavajica z 90
spotov, zodpoveda alfa amyldze s plnou dizkou a pravdepodobne aj izoformy a post-
translatne modifikované formy. V druhej skupine sa nachadzaju alfa amylazy
s kratkymi retazcami s rozlicnou dizkou, ktoré vznikaji nahodnym Stiepenim
pravdepodobne v Gstnej dutine. V poslednej skupine, podla autorov, si také formy
proteinu, ktorych molekulova hmotnost’ predstavuje len asi polovicu molekulovej
hmotnosti nativneho enzymu, ma vsak s nim zhodné N- and C-terminalne sekvencie.

Zinok-alfa-2 glykoprotein, ktorého pritomnost’ sme uréili v slindch, je relativne
hojnym glykoproteinom, ktory sa vyskytuje predovSetkym v plazme. Izolovany
z plazmy bol skimany ako potencidlny biomarker pre rakovinu prostaty [1]. Autori
prace [2] ho tak isto povazuju za vhodny biomarker uréovany zo séra v pripade fibrozy
pecene pacientov s hepatitidou C. Jeho nepomerne jednoduchsi spdsob ziskania zo slin
ho robi v tomto zmysle este atraktivnejsim.

Pri proteomickej analyze v naSich vzorkach WUS sme identifikovali i 78 kDa
protein regulujuci glukozu (78grp). Nedavno bol zaznamenany v literatire pokus vyuzit
78grp ako biomarker identifikujici karciném ustnej dutiny. Autori prace [3] pri
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proteomickej analyze buniek sliznice tstnej dutiny nasli vyznamnu korelaciu medzi
poklesom expresie proteinu a vyskytom malignantnych tumorov tohoto typu.

Alfa enolaza patri ku skupine cytoplazmatickych a glykolytickych enzymov.
Protilatky proti alfa enoldze boli detekované v pripade mnohych infekénych
a autoimunnych ochoreni [4]. 2D elektroforézou s naslednym pouzitim LC-MS/MS
vzoriek pecene bolo zistené, ze jej zvysena expresia moéze suvisiet so vznikom
hepatoceluldrneho karcindmu u pacientov, ktori prekonali hepatitidu C [5]. Snad’ je
cestou poznania patogenézy tohto procesu i skiimanie vyskytu alfa enolazy, ktorti sme
identifikovali v slinach.

Jednym z uréenych proteinov bol aj retazec A: Strukttra Pudského sekretdrneho
komponentu (chain A, solution structure of human secretory component), ktory,
asociovany s polymerickym [gA, vytvdara sekretorny IgA predstavujici vyznamnu
protilitku aktivhu na mukoéznych povrchoch. Napriek jeho dolezitosti, nie je stale
znama ani jeho podrobna Struktara [10].

V slinach sme identifikovali isynaptotagmin 1, ktory je spustacom rychleho
uvolfiovania neurotransmiterov citlivého na Ca’* napomahajic vzdjomnému pdsobeniu
medzi SNARE proteinmi (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) na synaptickych
vezikulach a plazmatickou membranou. Relativne slabé elektrostatické interakcie medzi
synaptotagminom-| and membranami dokazu podstatne akcelerovat' ich fuziu [11].

Proteiny slin separované 2D elektroforézou boli po enzymatickom Stiepeni v géli
identifikované pomocou MALDI-TOF MS. V proteinovom profile sa vzskytly niektoré
proteiny v minulosti iyolované z inych telesnych tekutin a tkaniv: Zn-a2 glykoprotein;
synaptotagmin-1; retazec A, Struktira 'udského sekretorneho komponentu; alfa-enoldza
a 78 kDa protein regulujici glukézu, ktoré mozu odrazat zdravotny stav ludského
organizmu.
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Abstrakt
Ochorenie karcinomu prsnika predstavuje vo svete ochorenie s druhou najvyssou

mortalitou u Zien. Diferencidlna proteomicka analyza karcinogénnych ochoreni moze
vniest’ kl'aCové poznatky o priebehu a terapii tychto ochoreni. Tento ¢lanok popisuje
proteomicku analyzu bunkovej linie MCF7 bez a s oSetrenim Doxorubicinom (Dox)
dvoma hmotnostno-spektormetrickymi metédami: datovo nezivislou MS/MS analyzou
a datovo zavislou MS/MS analyzou. Ako datovo zavisld analyza bola uskuto¢nena
tandemova MS/MS ako datovo nezavisla PACIFIC MS/MS metdda. Pouzitim PACIFIC
metddy bolo v neoSetrenej vzorke stanovenych 2400 proteinov (FDR < 1%, minimalne
6 jedinecnych pepditov) a viac ako 290 proteinov bolo stanovenych s viac ako 40 % -
ym pokrytim sekvencie. Vo vzorke oSetrenej Dox bolo stavovenych 2440 preoteinov,
z toho 310 s viac ako 40 % -ym pokrytim sekvencie.

Uvod

Karciném prsnika je celosvetovo najviac sa vyskytujuce karcinogénne ochorenie
u zien a ochorenie s druhou najvy$sou mortalitou vébec [1]. Jednou z uznavanych
terapii pre tento typ ochorenia je chemoterapia. Jednym dnes najviac pouzivanym
chemoterapeutikom je Doxorubicin (Dox), ktoré patri do skupiny antracyklinov, pricom
jeho acinok je zaloZeny na interkalacii DNA [2, 3]. Bliz&i mechanizmu uéinku tohto
vel'mi potentného chemoterapeutika vsak nie je znamy. Taktiez ostava otvorend otazka
vzniku vedlajsich ucinkov pri liecbe s Dox, ako je kardiotoxicita. Proteomicka analyza
modelovych systémov ako je laboratérna linia MCF7, moze sluzit' k objasneniu tychto
procesov. Hmotnostna spektrometria ako kl'Gi¢ovy analyticky néstroj v proteomickej
anylyze zaznamendva v poslednych dvoch rokoch vyvoj od datovo zavislej k datovo
nezavislej MS/MS analyzy. Tento posun je podnieteny potrebou dasiahnutia vy3sieho
pokrytia proteinovej sekvencie, potrebou zvysit' dynamicky rozsah pri komplexnych
vzorkéch, ale aj potrebou zvysenia reprodukovatelnosti analytzy. K metodam, ktoré
mozu  zvysSit pozadovanu Kkavalitu proteomickej analyzy v tomto smere, patiria
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PACIIFC (Precursor Acquisition Independent From lon Count) a SWATH [4]. Obe
metodiky vyuzivaju prednosti datovo nezavislej MS analyzy a mdzu vyraznym
spdsobom prispiet’ k rieSeniu dodnes neobjasnenych biologickych procesov.

Tento ¢lanok porovnava datovo zavisla (PACIFIC) s datovo nezavislou
(tandemovou) proteomickou analyzou laboratornej linie MCF7, ktord je ndsledne
analyzovana za tych istych podmienok, avSak oSetrovand Dox, za cielom vykonania
diferencidlnej proteomickej analyzy.

Metody
Kultivdcia buniek
Laboratérna linia karcinomu prsnika MCF7 (ATCC, USA) bola kultivovana v T75

kultivacnych flasiach s DMEM médiom s pridavkom 10 % tel'acicho séra a 1%
streptomycinu/penicilinu pri 37°C a 5 % atmosfére CO,. Po dosiahnuti 90 %
konfluentnosti bola jedna séria oSetrena s 1pM Dox (Sigma Aldrich, USA) po dobu 12
hodin. Nasledne boli vSetky vzorky trikrat premyté TBS tImivym roztokom.

Priprava vzorky
Do kazdej kultivacnej flase bolo pridanych 1.8 ml lyza¢ného tlmivého roztoku

pozostavajuceho z 8 M roztoku mocoviny v 50 mM TRIS/HCI (pH = 8). 10 mM NaF, 2
mM Na;VOs a jednej tablety protedzovych inhibitorov/10 ml lyza¢ného timivého
roztoku (Roche, Svajéiarsko). Takto spracovand vzorka bola prenesena do
centrifuga¢nej skumavky a sonifikovand pocas 10 min. Nasledne bola vzorka
centrifugovand 10 min. pri 15 000 g. V supernatante bola stanovena koncentracia
proteinov pomocou Bradfordovho testu. Vzorka o koncentracii 1 mg/ml bola nésledne
redukovana pri 37 °C s 0.1 M dithiothreitolom (DTT) a alkylovana pri 37°C v tme s 0.5
M iodoacetamidom. Proteiny boli precipitované s l'adovym aceténom pocas noci.
Vzorka bola centrifugovand 30 min. pri 15 000 g. Supernatant bol odstraneny a pelet
bol rozpusteny v 8 M roztoku mocoviny v 50 mM TRIS/HCI (pH = 8). Pouzitim 20mM
TRIS/HCL (pH=8) s pridavkom 2mM CaCl> bola vzorka nariedena na finalnu
koncentraciu 2 M mocoviny a Stiepend trypsinom v pomere 1:50 pri 37°C cez noc.
Stiepeie trypsinom bolo zastavené pridavkom 20 % TFA do findlnej koncentracie 20 %
TFA.

LC-MS analyza
Vzorka peptidov bola nariedenda s vodou na kone¢nu koncentraciu 100 ng/pl

a separovana na HPLC systéme Thermo Ultimate 3000 na predkoldne PepMap100 (20
mm x 75 pm ID) so stacionarnou fazou 100 A Cjs (Dionex, Germany). Vzorka bola
nasledne z predkolony vymyta mobilnou fazou A (Sul/min) a vyeluovana na analytick(
kolonu (150 mm x 75 pum ID) so stacionarnou fazou 100 A Magic Cis. Gradient
mobilnych faz s pritokom 400nL/min bol vytvarany nasledovne (%A/%B): 95:5 pocas 6
min, prechod k 60:40 poc¢as 60 min, 40:60 pocas 2 min, prechod k 20:80 pocas 1 min,
konStante op¢as 5 min, prechod k 95:5 po¢as 1 min. Mobilné fazy A a B pozostavali
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z vody a acetonitrilu v pomere 98:2 a 5:95 s pridavkom 0.1% (v/v) kyseliny mravéej.
Peptidy boli analyzované pomocou Velos LTQ lontrap (Thermo Fisher Scientific, USA)
s vyuziztim datovo nezavislej a datovo zavisle) MS/MS analyzy.
Ddtovd analyza

Namerané data boli z RAW formatu prekonvertované do formatu MGF pomocou
ProteomeDiscoverer 1.4 (ThermoFisher) a nasledne podrobené vyhl'addvaniu proteinov
pomocou EasyProt-u (SIB, Switzerland) a pouzitim proteinovej databazy
Uniprot_SwissProt human. Tolerancia hmotnosti rodicovskych idénov bola 3.5 Da,
s karbamidometylaciou cysteinu ako fixnou a oxidaciou metioninu ako variabilnou

modifikaciou.

Namerané vysledky

Zo vzoriek laboratornej linie MCF7 ako aj s Dox oSetrovanej linie MCF7 bola
prevedend diferencidlna proteomicka analyza pouzitim PACIFIC-u, pomocou ktorého
bolo identifikovanych 2400 proteinov (FDR < 1%, minimalne 6 jedine¢nych peptidov
na protein, minimalne 6 aminokyselin na jednu peptidova sekvenciu) vo vzorke bez
ocetrenia Dox a 2440 proteinov s ofetrenim Dox za tych istych podmienok. Pomocou
tandemovej MS/MS analyzy bolo identifikovanych za tych istych vyhodnocovacich
parametrov 1435 proteinov vo vzorke bez o3etrenia a 1510 vo vzorke oSetrenej Dox
(Obr. 1)

2500

2000
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1000

Pocet proteinov

500

PACIFIC PACIFIC + Dox TANDEM TANDEM + Dox

Obr. | Distribtcia poctu analyzovanych proteinov vzorky bez a s ostrenim s Dox v
savise s pouzitim PACiFIC-u a tandemovej MS/MS analyzy

Namerané data boli nasledne vyhodnotené v zavislosti od pokrytia proteinovej
sekvencie danych proteinov. Pouzitim PACIFIC metody, 290 proteiov neoSetrenej
MCF7 bunkovej linie vykazovalo pokrytie proteinovej sekvencie viac ako 40 %,
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u oSetrenej vzorky to bolo az 310 proteinov pri tych istych parametroch . Viac ako 710
zo vSetkych proteinov pri oSetrenej a viac ako 711 pri neoSetrenej vzorke vykazovalo
pokrytie proteinovej sekvencie viac ako 20 %. Analogicky boli vyhodnotené namerané
data z tandemovej hmotnostnej spektrometrie. Pri neoSetrenej vzorke len 2 proteiny
mali vysSie pokrytie sekvencie ako 40 % a len 65 vysSie ako 20 %. U vzorky oSetrenej

800 —
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400 ¢
300
200
100

W Pokrytie sekvencie 40 %
# Pokrytie sekvencie 20 %

Pocet proteinov

S S |

PACIFIC PACIFIC + Dox TANDEM TANDEM + Dox

Dox bol pocet proteinov presahujici 40 % pokytie sekvencie v poéte 6 a v pocte 85
presahujtici pokrytie 20 % (Obr. 2)
Obr. 2 Distribtcia poctu analyzovanych proteinov vzorky v zavislosti od porkytia ich

sekvencii bez a s oStrenim s Dox v stivise s pouzitim PACIFIC a tandemovej MS/MS
analyzy.

Diskusia
Sada identickych vzoriek laboratornej linie karcindmu prsnika MCF7 bola

podrobena proteomickej anylyze dvoma sposobmi — ddtovo nezdvislou analyzou
PACIFIC (Precursor Acquisition Independent From lon Count) a datovo zavislou
metodou tandemovej  MS/MS  spektrometrie. Pouzitim PACIFIC metody boli
ziskaskané proteomické data z oSetrenej a neoSetrenej linie s Doxorubicinom. V tomto
zmysle bolo zaznamenanych 2400 respektive 2440 proteinov s pokrytim sekvencie
vy3sej ako 20 % u 710 respektive u 711 proteinov. Porovnanim zaznamenanych
vysledkov tych istych vzoriek a tych istych vyhodnocovacich parametrov bolo
zazanamenanych pouzitim tandemovej MS/MS metddy 1435 respektive 1510 proteinov.
V pocte stanovenych proteinov bolo mozné zaznamenat signifikantny rozdiel. Treba
viak podoktnat, Ze aj tandemova MS/MS poskytla hodnotné vysledky v zmysle poctu
identifikovanych  proteinov  (kritéria ~ vyhladdvania boli stanovené relativne
konzervativne, aby sa vyli¢ila moznost' falosne pozitivnej identifikacie). Pokrytie
sekvencie pouzitim tandemovej MS/MS vykazovalo pri neosetrenej vzorke len 2
proteiny s viac ako 40 % pokrytim, u ostrenej vzorky to bolo 6 proteinov. Pri
vyhodnoteni 20 % pokrytia sekvencie, 65 respektive 85 proteinov bolo identifkovanych.
MéZzeme pozorovat vyrazne men$iu schopnost’ pokrytia proteinovej sekvencie pri
tandemovej MS/MS v porovnani s datovo nezavislou PACIFIC metédou. Tato
skutocnost’ je relevantnd najmi pri kvalitativnej identikikacii proteinov. Zvysenim
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pokrytia sekvencie proteinu sa znizuje geometrickym radom pravdepodobnost’ faloine
pozitivnej identifikdcie. Mame z nameranych vysledkov za to, ze datovo nezavislé
vyhodnocovacie hmotnostno-spektrometrické metodiky buda predstavovat’ budtcnost
proteomickej anylyzy, nielen kvoli jej schopnosti vel'mi kvalitne identifikovat proteiny,
ale aj kvoli svojej casovej a finanénej nenaro¢nosti.
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Abstrakt
Hlavnym cielom klinickej proteomiky je identifikacia biomarkerov ochoreni

nachadzajucich sa v telesnych tekutinach, ktoré mozu byt sledované relativne financéne
menej naroc¢nou metoédou pre skord diagnostiku ochorenia. Dolezita ulohu v tomto
procese zohrava redukcia komplexity protedmu vzoriek telesnych tekutin, aby sa
zvysila detekovatel'nost’ proteinov, ktoré si vo vzorke pritomné v relativne nizkych
mnozstvach a ktoré moézu mat Specidlny patofyziologicky vyznam. Najviac
proteomickych analyz je aplikovanych na vzorky krvného séra a plazmy, ale ¢oraz
vicSia pozornost’ sa venuje aj vzorke mocu, ktory je ziskavany neinvazivnym sposobom
vo vicSich mnozstvach apreto poskytuje atraktivnu alternativu. Vyznamna ulohu
v proteomike Coraz CastejSie zohravaji exozdmy - nanovezikuly, ktoré si vyludované
roznymi typmi buniek do extracelularneho priestoru a ktoré obsahuji dolezité
biomarkery ochoreni [1-3].

Uvod

Eukaryotické bunky obsahuji okrem intracelularnych organel aj organely
extraceluldrne, ktoré st uvolfované do mikroprostredia obklopujiceho bunku. Podl'a
mechanizmu, ktorym si tieto extracelularne membranové organely uvolfiované do
mikroprostredia ich delime na exozomy, ektozomy a apoptické pluzgieriky. Ektozomy
st velké membranové vezikuly (priemer > 100 nm), ktoré si vyluované priamo
z cytoplazmatickej membrany do extraceluldarneho priestoru. Aj apoptické pluzgieriky
st membranové vezikuly, ktoré si uvolfované do extracelularneho priestoru cez
cytoplazmaticki membranu ale od ektozémov sa lisia tym, Ze kym ektozémy su
uvolfiované pocas prvych faz apoptozy, apoptické pluzgieriky st uvolfiované pocas
poslednych fiz bunkovej smrti [2]. V d'al$ej ¢asti ¢lanku budeme venovat pozornost
exozomom, ktoré si  uvolnované do extraceluldarneho priestoru splynutim
multivezikularnej organely (MVB) s cytoplazmatickou membranou[3]. V tabul'ke 1 su
uvedené vlastnosti jednotlivych extracelularnych membranovych organel.

11
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Tabulka 1: Vlastnosti extracelularnych organel [2.4]

Vlastnost’ Exozomy Ektozomy Apoptické
pluzgieriky
velkost’ (priemer) 30-100 nm 100-1000 nm 50-500 nm
morfoldgia homogénne-v heterogénne-rdzne heterogénne
tvare pohdra tvary
sposob uvolnenia regulovany regulovany regulovany

do extracelularneho
priestoru

zlozenie

proteiny, lipidy,

proteiny, mRNA,

proteiny, mRNA,

mRNA, mikroRNA mikroRNA, DNA
mikroRNA
proteinové markery Alix, TSG101, | selektiny, integriny, histony
HSC70, CD63, CD40,
CDS8I, CD9 metalloproteinzy

Exozomy
Exozomy su nanovezikuly (priemer 30-100 nm) endocytového povodu, ktoré su

vylu¢ované do extraceluldrneho priestoru alebo telesnych tekutin réznymi typmi buniek
a hraji vyznamnt lohu v medzibunkovej komunikacii [2,3].

Exozémy obsahujt proteiny, lipidy, mRNA a mikroRNA molekuly. Okrem siboru
spolo¢nych proteinov obsahuju aj proteiny a RNA molekuly, ktoré st charakteristické
pre rdzne typy bunick alebo tkaniv, ktorymi st exozomy vylucované a preto je ich
proteinova Struktira vysoko $pecifickd. Exozomy obsahuji nielen membranové ale aj
cytosolické proteiny buniek, z ktorych st uvolfiované do extracelularneho priestoru [2-
5]

Mechanizmus tvorby a sekrécie exozomov
Mechanizmus tvorby a vylucovania exozomov moze byt popisany 3 krokmi

(obrazok 1). V prvej etape tohto procesu podliehaju apikdlne membranové proteiny,
nachadzajice sa v cytoplazmatickej membrane bunky, endocytoze. V druhej etape je
endozom spojeny s vonkajdou membranou MVB. V tejto faze endozomy mozu prijat
proteiny, mRNA a mikroRNA z cytoplazmy bunky a lipidy bunky. Zaroveri su apikélne
membranové proteiny delené vo vonkajsej membrane MVB a nasledne st invaginované
membranou. MVB obsahuje intralumendlne vezikuly (ILV). V tretej etape vonkajsia
membrana MVB splynie s cytoplazmatickou membréanou a dochadza k uvolneniu ILV

do extraceluldarneho priestoru a takéto uvolnené malé Castice sa nazyvaji exozomy
[4.5].




ZBORNIK ODBORNYCH A VEDECKYCH PRISPEVKOV PROJEKTOV Z0 SF EU

extracelularny
priestor

[ —
membranové
proteiny
endocytoza l I exocyrtoza
- invaginacia
endozom @ .
spojenie MVEB
bunka

Obrazok 1: Mechanizmus tvorby a uvol'novania exozémov z buniek [5]

Medzibunkova komunikacia

Coraz Castejsie sa ukazuje, Ze exozomy zohravaji déleziti ulohu v medzibunkovej

komunikacii. V sic¢asnosti je znamych niekol’ko mechanizmov, ktoré sa uplatiuju pri

interakcii exozomov s cielovymi bunkami:

A) exozomdlne membranové proteiny mozu interagovat s receptormi cielovych

B)

C)

buniek a tak vyvolat intracelularnu signalizéaciu

exozomdlne  membranové  proteiny modzu byt rozStiepené  protézami
v extracelularnom priestore a odStiepené fragmenty mozu potom vystupovat’ ako
rozpustné ligandy, ktoré sa viazu na povrchovy receptor ciel'ovej bunky. Nasledne
sa tymto mechanizmom aktivuje signaliza¢na kaskada v ciel'ovej bunke.

exozOmy sa zI(¢ia s membranami ciel'ovych buniek a uvol'nia svoj obsah do bunky
neselektivnym sposobom. Povrchovd membréna cielovych bunick moze byt takto
modifikovana pridanim novych membranovych receptorov (z membran exozomov)
a roznych lipidov. Exozomové molekuly (proteiny, mRNA a mikroRNA) mozu
nasledne aktivovat’ viacero signaliza¢nych udalosti v prijemcovskej cielovej bunke.

Spomenuté  mechanizmy  medzibunkovej  komunikacie  uskutoéfiované

prostrednictvom exozémov st znazornené na obrazku 2 [2,6].
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Obrazok 2: Mechanizmy uplatiiované pri medzibunkovej komunikécii sprostredkované
exozomami [2]

Prenos molekul mRNA a mikroRNA prostrednictvom exozémov je spojeny
s vymenou genetickych informacii medzi bunkami. Pri vymene genetickej informacie
medzi kmenovymi bunkami a poSkodenymi bunkami sprostredkovanej exozémami
moZzu nastat’ dve situdcie:

I. Exozomy uvolnené z poSkodenych buniek tkaniva mézu preprogramovat fenotyp
kmenovych buniek. Kmenové bunky ziskavaji doruéenim molekiil mRNA a/alebo
mikroRNA prostrednictvom exozomov vlastnosti $pecifické pre poskodené bunky
tkaniva.

2. Prenos génovych produktov (molekil mRNA a/alebo mikroRNA) z kmefiovych
bunick do poskodenych buniek prostrednictvom exozomov médze preprogramovat
poskodené bunky a tak méze dochadzat’ k oprave poskodenych tkaniv [6].

Funkcie exozémov
Zaujem o tématiku exozomov Coraz viac rastie, pretoze zohravaju doleziti tlohu

v mnohych fyziologickych pripadoch. Exozoémy maja délezity vyznam pri
medzibunkovej komunikdcii. Vykonavaji aj mnoho dalsich aloh v l'udskom tele ¢i uz
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v zdravi: stimuldcia alebo potla¢enie imunitnej odpovede, aktivacia molekul a mRNA
prenos, ale aj pri ochoreni: prenos a potlacenie infekcii, podporovanie zapalu pri
autoimunitnych ochoreniach, kontrola nad tumorom [3].

Metody pouzivané na proteomicku analyzu exozémov

Medzi najcastejSie pouzivané techniky, ktoré nachadzaju svoje uplatnenie pri
identifikacii proteinov pritomnych v telesnych tekutinich a vo vzorkach tkaniv, patri
hmotnostnd spektrometria [5].

Pred proteomickou analyzou exozémov je potrebné exozomy izolovat zo vzorky
a precistit’ ich. NajcastejSou metodou, ktord sa pouziva na izolaciu exozdémov je
ultracentrifugdcia a Coraz CastejSie sa zaCinaji pouzivat aj rozne filtracné metody. Na
izolaciu exozémov sa taktiez pouzivaju aj d'alSie metédy ako adsorpcia a dialyza. Na
Cistenie izolovanych exozomov sa pouzivaju metddy ako sedimentdacia cez sacharézovi
gradientovi ultracentrifugaciu a imunoizolacia zaloZend na principe protilatok. Ocistené
exozomy urcené pre proteomicki analyzu si pouzité na separdciu proteinov alebo
peptidov, ktoré st nasledne identifikované hmotnostnymi spektrometrami [3].

Predtym ako je protein pouzity na identifikaciu, je potrebné protein podrobit
digescii, pocas ktorej je protein Stiepeny na peptidy. Na digesciu sa najcastejSie pouziva
trypsin a az nasledne si hmotnostnym spektrometrom merané hmotnostné spektra
vzniknutych peptidov (peptide-mass fingerprint, PMF — metdda odtlackov prstov).
Kazdy protein ma jedineény PMF, na zdklade ktorého je protein identifikovany
porovnanim tohto hmotnostného spektra s teoretickym hmotnostnym spektrom vsetkych
znamych proteinov. NajcastejSie sa pri metode odtlackov prstov pouziva 2D
elektroforéza, ktord sluzi na separéaciu a izolaciu jednotlivych proteinov a néasledne su
proteiny (po digescii) identifikované hmotnostnym spektrometrom s MALDI a TOF,
Na analyzu zlozitejSich vzoriek sa pouziva tandem 2 hmotnostnych analyzatorov (MS-
MS) v spojeni s kvapalinovou chromatografiou (LC), ktorej ulohou je pociato¢na
separdcia peptidov ziskanych pri digescii. Ak je na analyzu pouzitd metoéda LC-MS/MS,
mozu byt jednotlivé proteiny obsiahnuté v komplexnej vzorke identifikované bez
potreby ich pociatoéného Cistenia [5].

Zaver

Exozomy okrem ur¢itétho mnoZstva spoloénych proteinov obsahuji aj proteiny,
ktor¢ si Specifické pre bunku z ktorej boli uvolnené. Této ich vlastnost’ v spojeni so
skuto¢nost'ou, ze exozoémy mozu byt lokalizované v extracelularnom priestore robi
z nich dokonaly material pre identifikdciu potencidlnych biomarkerov dolezitych
v patofyziolégii urcitych ochoreni. Cielom proteomickej analyzy exozomov je
identifikovat’ tie proteiny, ktoré su potencidlnymi biomarkermi $pecifickych ochoreni

[2].
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Dalsie skimanie molekulovej ¥pecifity exozomov by mohlo byt prospeiné pre
identifikéciu proteinov, ktoré by znamenali novy vyznam pre diagnostiku. Exozomy
nam moézu poskytnit informacie o prognézach roéznych ochoreni ako napriklad pri
chronickom zapale, kardiovaskuldarnych ochoreniach, ochoreniach obliciek a pri tumore.
Pritomnost’ exozomov v telesnych tekutinich robi znich l'ahko dostupné (astice,
ktorych mnozstvo, bunkovy pdvod, zlozenie a funkcia si zavislé od $tadia ochorenia.

,,,,,

v budtcnosti priniest’ aj nové stratégie v terapii [6].
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Abstrakt
Exozémy, ktoré s stc¢astou extracelularnych vezikGl mocu boli navrhnuté ako

vychodiskovy material pre objav proteinovych biomarkerov roznych ochoreni. Sucasné
protokoly pre ich izolaciu pouzivaji dvojstupiovi diferencialnu ultracentrifugaciu.
Kvéli ich nizkej hustote predpokladame, ze v prvom kroku centrifugacie pri 17000 g
ostali v supernatante. Western blot analyzou a pomocou elektronovej mikroskopie sa
zistilo, ze exozomy mocu boli tiez pritomné v nzko-rychlostnom pelete pri 17000g
zachytené¢ abudantnymi polymernymi Tamm-Horsfallovymi proteinmi, tym doslo
k zniZeniu ich reprodukovatel'nosti. Pridanim dithiotreitolu k nizko-rychlostnému peletu
doslo k naruSeniu polymérnej sieti Tamm-Horsfallovych proteinov redukciou
disulfidickych vizieb medzi monomérmi. Tymto krokom sme posunuli exozomalne
proteiny z nizko-rychlostného peletu (17000 g) do vysoko-rychlostného peletu (200000
g) a zvysili ich vytazok.

Uvod

Telesné tekutiny obsahuji 20-1000 nm extracelularne vezikuly (ELV), ktoré su
rozdelené do troch skupin: exozémy (20-100 nm), ektozémy (100-1000 nm) a apoptické
pluzgieriky (50-5000 nm) (Mathivanan a kol., 2010).

Exozoémy st membranové vezikuly endocytozového povodu, ktoré sa uvolfiuju
zroznych typov  buniek (glomerularnych podocytov, rendlnych tubul) do
extracelularného priestoru mocu (Simpson R.J. akol., 2008). Preto exozomy mocu
poskytuju vhodny vychodiskovy material pre objav proteinovych biomarkerov réznych
chorob: akutne poskodenie obli¢iek - ATF3, WT-1 (Zhou akol., 2008), rakovina
mocového mechtra — Resitin Mucin-4, GSA, Galectin-3, EHDP4 (Smalley a kol.,
2008), rakovina prostaty — PSA, PSMA (Mitchell a kol., 2009), rendlna ischhémia —
AQPI1 (Sonoda a kol., 2009), glomerularne ochorenie obli¢iek (Gutwein a kol., 2010).
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Izolaciou extraceluldrnych vezikal (ELV) z mocu sa zbavime abudantnych
proteinov Tamm-Horsfallovych proteinov (THP) a proteinov pochadzajucich z krvnej
plazmy (Pieper a kol. 2004), ktoré m6zu nepriaznivo vplyvat na analyzu.

V tejto stadii boli izolované extracelularne vezikuly dvojkrokovou diferencidlnou
centrifugaciou (Pisitkun T. a kol., 2004). V prvom kroku centrifugaciou pri 17000 g
boli odstranené vysoko-hustotné membrany a polymerizované THP proteiny. V druhom
kroku ultracentrifugaciou pri 200000 g boli izolované extracelularne vezikuly.

Chemikalie

Izola¢ny roztok (10 mM trietanolamin > 99,0 % (GC) (Sigma Live Science) , 50
mM sacharéza > 99.5 % (GC), ultracista H,O (Millipore, Bedford, MA, USA),
Laemmliho buffer (1.5 % SDS (Bio-Rad Laboratories), 6 % glycerol, 10 mM Tris (Bio-
Rad Laboratories) — HCI (Sigma Aldrich) pH 6.,8), azid sodny > 99,0 % (Fluka),
protedzovy inhibitorovy koktail (Sigma Aldrich), NaOH p.a. (Mikrochem), aceton >
99,9 % pre HPLC (Sigma Aldrich), mocovina (Bio-Rad), CaCl, (Lachema N.P. Brno),
NH4HCO3 (AppliChem), TFA (99.5 %) Acros-Organics (New Jersey, USA), FA, trypsin Promega
(Medison, USA), iodacetamid (Bio-Rad).

1. Odber a priprava vzorky mocu
1.1 Zber ¢erstvej vzorky mocu

Najlepsi mo¢ je obycajne prvy ranny mo¢. Niekedy vzorky mocu obsahuji vysoké
mnozstvo fosfatovych zrazenin. To moze byt evidentné v &ase zberu alebo po
uskladneni. Pretoze zrazenina mdze strhnat’ exozomy, zakalené vzorky mocu mali by
byt odstranené. Celkovy objem mocu odporicany k vytazku dostatoéného mnozstva
exozomov pre proteomicki analyzu je 200 ml (Christopher Y. a kol., 2013)

1.2 Pridanie proteazovych inhibitorov
Hned’ po zbere k 200 ml moc¢u bolo pridanych 6,68 ml 100 mM azidu sodného

NaNj3 a protedzovy inhibitorovy koktail - 2,5 ml 10 mM AEBSF, 50 ul 2mM leupeptinu
(Christopher Y. a kol., 2013)

1.3 Peletova bunkova sut’
Vzorka mocu bola centrifugovana poc¢as 30 min., 4000 g pri izbovej teplote. Pelet

obsahoval celé bunky, vel'ké membranové fragmenty a iné¢ sute. (Christopher Y. a kol.,
2013)
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1.4 Dialyza a skoncentrovanie vzorky
1. Vzorka mocu bola odsolend v dialyzaénom rukavniku pri 4 °C v deionizovanej

vode (3 krat vymenenej, moc:voda = 1:10, kazdych 24 hodin)

2. Objem mocu bol potom skoncentrovany pouzitim vakuového koncentratora
(SpeedVac)

2. Izolacia exosomov z mocu pomocou diferenciilnej ultracentrifugacie
a odstranenie abudantnzch Tamm-Horsffalovych proteinov z mo¢u pomocou DTT
1. Vzorka mocu bola centrifugovana pri 17000 g pocas 15 min. pri 25 °C

2. Supernatant (SN 1) sme si ponechali

3. Pelet sme resuspendovali v izolaénom roztoku

4. Pridali sme 200 mg/ml DTT a inkubovali pri 37 °C pocas 5-10 min. Poc¢as inkubéacie
sme vzorku vortexovali kazdé 2 minuty

wn

Skiimavku sme doplnili izolaénym roztokom a centrifugovali pri 17000 g pocas 15
min. pri 25 °C

Supernatant (SN 2) sme si ponechali

Zmie8ali sme (SN1) a (SN2)

ZmieSany supernatant sme centrifugovali pri 200000 g pocas | h pri 25 °C

9. Odstranili sme supernatant

® = o

10. Ziskali sme pelet obsahujici ELVs (exozomy, ektozomy a apoptické pluzgieriky)
(Fernandez-Llama P. a kol., 2010).

3. Lyzacia extracelularnych vezikal (ELVs)
Pelet obsahujici ELVs bol lyzovany v Laemliho bufery

4. Precipitacia (ELVs) proteinov pomocou acetonu
I. K lyzatu vzorky bol pridany absolutny aceton (uskladneny pri -20°C) v pomere 1:3

2. Roztok bol ulozeny na 1 h do chladnicky (-20°C)
3. Po vybrati z chladni¢ky bol centrifugovany pri 18000 g 15 min
4. Supernatant bol odsaty a odstraneny

5. Vzniknuty pelet bol vysuseny na SpeedVacu

5. Stanovenie koncentricie proteinov
Pomocou Bradfordovej metdédy sme na Nanophotometry stanovili koncentraciu

proteinov
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6. Digescia ELVs proteinov v roztoku
1. K 80 ug proteinov sme pridali 80 ul 8 M mocoviny (v 100 mM TRIS/HCI, pH=8)

2. K roztoku sme pridali 8 ug 0,1 M DTT (v 100 mM TRIS/HCI, pH=8) a nechali 30
min inkubovat’ pri 37 °C

3. Pridali sme 88 ul 0,5 M IAA (v 100 mM TRIS/HCI, pH=8) a nechali 30 min
inkubovat’ v tme pri 37 °C

4. Pridali sme 500 ul absolutného acetonu (-20°C) a nechali poc¢as 1 hodiny
v chladni¢ke pri -20°C

Centrifugovali pri 4000 g 50 minut, vzniknuty pelet bol vysuseny na speedvacu
Pelet sme rozpustili v 80 ul mnozstve 8 M mocoviny (v 100 mM TRIS/HCI, pH=8)
Nisledne sme pridali 320 ul 2 mM chlorid vapenaty (v 10 mM TRIS/HCI, pH=8)

;| = ey B

Pridali sme trypsin rozpusteny v 25 mM NH4HCO; v pomere (1:50) a nechali
inkubovat’ 6 hodin pri 37 °C

9. Pridali sme 30 ul 20 % TFA

10. Pouzili sme ziptip a nasledne zriedili vzorku s 0,1 % kyselinou mravéou na 100
ng/ul

7. Separicia a analyza ELVs peptidovv pomocou nano-HPLC a i6novej pasci 2D
separicia

ELV peptidy (500 ng) boli separované v 2-rozmernej nano-HPLC (SCX v prvom
a Cig v druhom rozmere) v salt plug nastaveni. Separdcia peptidov na reverznej faze
bola vykonana v 110 min gradiente 0-55 % ACN , 0,1 % kyselina mrav¢ia, 300 nl/min.
Parametre SCX kolény boli 300 pm x 10 em, 10 pm. 500 - 10000 A, Cs kolény - 75
um, 150 mm (2 pum PepMap, Cis 100 A, Dionex) a trap kolény - 75pm, 20 mm (3 pum,
PepMap Cig). Amazon ETD iénové pasca bola vybavena online nano zdrojom captive
sprejom. Auto MS/MS zber dat bol vykonany so 4 MS/MS prekurzormi z MS spektra,
vybrané jednotlivé spektra po 20 s, vylucuji samostatne nabité prekurzorové iony.
Vyhladavanie bolo vykonané pomocou SwissProt databazy spustenim ProteinScapu.
Parametre pre Mascot 2,4 boli 0,5 Da prekurzorova tolerancia, jeden '3C izotop, 0,8 Da
MSMS tolerancia, falo$ne objavena hodnota < 1 %.

Vysledky a diskusia
Pomocou Mascot 2.4 vyhladavaciecho programu bolo stanovenych 152

extracelularnych vezikularnych proteinov.

Tamm-Horsffalové proteiny (THP), ktoré predstavuji najabudantnej$iu skupinu
proteinov mocu boli odstranené v prvom kroku diferencialnej centrifugacie pri 17000 g.
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To je potvrdené aj vysledkami merania, kde spomedzi 152 pozitivne stanovenych
proteinov sa Tamm-Horsffalov protein nenachadzal.

THP vytvaraji vel'mi vysoké molekulové hmotnostné komplexy prostrednictvom
disulfidickych vizieb. Tieto komplexy zachytavaji extracelularne vezikuly (ELV)
a sedimentuji pri 17000 g Pomocou redukéného ¢inidla dithiotreitolu (DTT) su
disulfidické vizby Stepené, ¢im sa uvolnia ELV z tychto komplexov, a tym sa dosiahne
ich vyssia vytaznost (Fernandez-Llama P. a kol., 2010).

Spomedzi vsetkych extraceluldrnych vezikal patria exozomy medzi najlepsie
charakterizované vezikuly. Biogenéza exozémov za¢ina invaginiciou endozdémov
multivezikularnymi organelmi (MVB). Splynutim MVB s bunkovou membranou
dochddza kuvolneniu malych invaginovanych vezikil zMVB do vonkajSieho
prostredia (mocu) v podobe exozomov. Klasické exozémy maji v transmisnom
elektronovom mikroskope tvar .futbalovej lopty s priblizne 100 nm v priemere.
(Christopher Y. akol., 2013). Medzi exozomélne biomarkery patria: membranové
proteiny CD9 aCD63 acytosolické proteiny podielajice sa na biogenéze
multivezikuldrnych endozémov Alix, TSG101 (Taylor & Gercel-Taylor, 2005; Thery
a kol., 2001).

Spomedzi 152 ELV proteinov boli identifikované dva membranové proteiny CD9
aCD63 predstavujice biomarkery exozomov mocu (Obr. 1). Na zaklade tychto
vysledkov potvrdzujeme ucinnost izoldcie ELV z mocu pomocou diferencidlnej
ultracentrifugacie.

B s 5
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Obr. 1 MS/MS spektrum CD9 a CD63 stanovenych membranovych proteinov pomocou
ionovej pasce predstavujicich biomarkery exozémov mocu
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ZLiaver
Extracelularne vezikuly st vylucované roéznymi typmi buniek mocovych ciest

a hraja dolezitd ulohu v bunkovej komunikacii. Poskytuji vhodny vychodiskovy
material pre objav biomarkerov (ochoreni obli¢iek, rakoviny prostaty), ktoré nie si
detekované pri Standardnej analyze mocu. lzolaciou ELV z mocu sa zbavime
abudantnych proteinov, kde doélezitd dlohu vtomto procese zohrava redukcia
komplexnosti vzorky protedému mocu a zvySenie detekovatel'nosti proteinov, ktoré st vo
vzorke pritomné v relativne nizkych koncentraciach a ktoré mdzu mat’ 3pecidlny
patofyziologicky vyznam.
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Abstrakt
Proteomika je jednou z metodik, ktoré je mozné pouzit' na analyzu buniek na

molekuldrnej Grovni. V nasej stadii sme sa zamerali na bunky leukocytov, izolovanych
z l'udskej krvi. Uskutocnili sme ich proteomicky profil a na zéklade ionovej pasce sme
stanovili celkovo 230 proteinov. Z identifikovanych proteinov je 14 exprimovanych
priamo v bunkach leukocytov a 18 ma nezastupite'né miesto v reguldcii imunitného
systému. Identifikovanim v3etkych proteinov v bunkach leukocytov je mozné ziskat
dostatok potrebnych informécii o leukocytoch atym vyriesit mnohé biologické
problémy.

KI'i¢ové slovi: leukocyty, proteomika, idbnova pasca, imunitny systém

1. Uvod
Biele krvinky st jednym z typov buniek v krvi. Na rozdiel od ervenych krviniek,

ktoré prendSaji kyslik z pltac do tkaniv, biele krvinky maji funkciu imunitného
systému. Snad’ najznamejSia skupina z bielych krviniek si B-lymfocyty, ktoré
produkuji protilatky. Iné typy bielych krvinieck st T-lymfocyty, NK bunky
a makrofagy. Makrofagy su velké bunky, ktoré fagocytézou odstraiuju casti virusov
a baktérii (Garrett a Grisham., 2007). T a B lymfocyty st sacastou 3pecifického
imunitného systému. Specificky imunitny systém alebo $pecificka imunita je zalozena
na Specifickej odpovedi organizmu voci patogénom, to znamend, Ze bunky patriace do
$pecifick¢ho imunitného systému dokdzu rozoznat', odpovedat’ a zapamitat' si urciti
latku — antigén (Pancer a Cooper, 2006). Na rozdiel od mononuklearnych leukocytov
(lymfocyty a makrofiagy), polymorfonukledrne leukocyty su vysoko Specializované
bunkové komponenty, nazyvané tiez granulocyty, pretoze obsahuji mnoZstvo
intracelularnych granul, ktoré je mozné farbit’ kyslymi, zasaditymi alebo neutralnymi
farbivami a tak rozlisit' jednotlivé typy granulocytov (neutrofily, bazofily, eozinofily).
NajpocetnejSiu skupinu granulocytov tvoria neutrofily, ktoré zohravaji déleziti ulohu
v obrane organizmu pred patogénmi (Ganz a Lehrer, 1997 a Levy, 1996). St primarne
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zodpovedné za fagocytdzu. Bazofily a eozinofily st dolezité v zapalovych reakciach.
Vsetky typy granulocytov tiez monocyty a NK bunky patria k zlozkam ne$pecifického
imunitného systému. Nespecificky imunitny systém je vrodeny. pritomny od narodenia
(Matzinger, 2002).

MoZnost' Studovat bunky leukocytov na urovni proteinov nam zabezpeluje
proteomicka analyza (Tomazella a kol., 2009, Chung a kol., 2009). Priprava vzoriek
na proteomické ucely nie je jednoduchd. Preto sa niektoré z publikacii zaoberaju
vytvaranim vhodnych metdd na izolaciu jednotlivych typov buniek leukocytov pre
proteomické ucely (Barderas a kol., 2007).

V nadej Stadii sme skamali vzorky leukocytov z krvi zdravych l'udi. Vyizolované
leukocyty sme nésledne podrobili proteomickej analyze, ktord bola uskuto¢nena
pomocou hmotnostnej spektrometrie, idnovej pasce.

2. Metodiky
2.1 Izoldcia leukocytov z krvi pre ucely proteomickej analyzy
Vietky experimenty boli vykonané s povolenim zodpovedného etického vyboru

lekarskej fakulty, univerzity Pavla Jozefa Saférika v Kogiciach. Krvné vzorky boli
odobrat¢ od 29 zdravych l'udi. Kazda vzorka krvi podstupila okamzita izolaciu
cirkulujicich leukocytov. 9ml krvi zriedenych s PBS bolo navrstvenych na 3ml
separané médium (PAA the cell culture company, Canada). Vzorka bola
centrifugovand, leukocyty prenesené do inej skiimavky, premyté a resuspendované
v PBS. Na odstranenie leukocytov bol pridany roztok na lyzaciu ¢ervenych krviniek
(0,87% NH4CIl). Po 5 min. bol roztok leukocytov centrifugovany a pelet buniek
leukocytov trikrat premyty s PBS. Bunky leukocytov boli nasledne lyzované roztokom
obsahujicim 50 mM TRIS, 15 mM NaCl, 1 % TWEEN 20, | mM EDTA, 0,1 % SDS,
pH=7.4. Z lyzitu bunick boli vyzrizané proteiny roztokom 10% trichloroctovej
kyseliny a acetonu. Koncentricia proteinov bola stanovena Bradfordovou metddou.

2.2 Digescia proteinov v roztoku
Proteiny boli rozpustené (100 mM Tris-HCI a 8M mocovina) a roztok proteinov

bol redukovany 0,IM DTT v 100 mM TRIS-HCI pH=8. Vzorka bola inkubovana pri
37°C pocas 30 minat. Po pol hodine bola alkylovana 0,5 M jodoacetamidom v 100 mM
TRIS-HCI pH=8. Roztok bol inkubovany 30 minutpri 37°C v tme. Po inkubdcii bolo
pridan¢ 5 nasobné objemové mnozstvo l'adovo chladného acetonu. Po 60 minttach
inkubécie pri -25°C bola vzorka centrifugovand a pelet vysuseny na vzduchu do
nasledujiceho dita. Pelet proteinov bol rozpusteny v roztoku 8M mocoviny v 100 mM
TRIS-HCI pH=8, ktory bol nariedeny na 2M koncentraciu mocoviny. Do vzorky bol
pridany trypsin avzorka bola inkubovand pri 37°C 6 hodin. Proces Stiepenia bol
zastaveny pridanim 20 % TFA. Nésledne bola vzorka centrifugovana a supernatant
odsoleny pomocou $piciek ziptip.
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2.3 Odsolenie vzorky pomocouspicky Zip-Tip
Ziptipova $picka bola koncentrovana v ACN 1 den. Nasledujuci den bol do Spicky

nasaty ACN odstraneny do odpadu. Tento postup bol zopakovany. Spicka bola
ekvilibrovana v 0,1% TFA. Roztok proteinov o vypocitanom objeme a presnej
koncentracii bol napipetovany do mikroskiimavky. 10 krat boli nasdvané a vypustané
proteiny, aby boli naviazané do $picky (maximalne 5 ng proteinov). Soli boli odstranené
premyvanim $pi¢ky s 0,1% TFA. Premyvanie bolo uskuto¢nené 2 krat. Do
mikroskimavky bol pridany eluény roztok (voda/metanol/kys.mravéia = 49 %/ 50 %/ |
%) a do tohto roztoku sa eluovali naviazané proteiny zo 3pi¢ky. Priblizne 5 krat bol
eluény roztok o 4pl natiahnuty do $picky a nasledne vysaty spit do roztoku. Cely
postup od koncentrovania Spicky v ACN az po eldciu proteinov sa zopakoval celkovo 4
krat, aby bola dosiahnuta koncentracia 20 ng/20 pl. Roztok proteinov bol zriedeny
pomocou 0,1% kys. mravcej. Koncentracia vzorky po riedeni bola 20 ng/200 ul ¢ize
100 ng/pul. Vzorka bola eSte zakoncentrovand na 1500 ng/pla analyzovana pomocou
idnovej pasce.

2.4 Stanovenie proteinov na iénovej pasci
Peptidy boli separované na nanoL.C v 110 min. gradiente z 0 na 55% ACN, 0,1 %

kyselina mravéia, 300 nl/min. Kolona bola 75 pm, 150 mm (2 pm PepMap Ci5 100 A,
Dionex), prekoncentracna kolona mala 75pum, 20 mm (3 um, PepMap Cig). The ionova
pasca Amazon speed ETD bola naladenda son line nano zdrojom captive spray.
Akvizi¢né data boli namerané v Auto-MS/MS made s nastavenim 4 MS/MS precurzory
pre 1 MS sken, vramci aktivneho vylicenia po zbere spektra boli vylacené
prekurzorové iony s 1 nabojom. Hladanie bolo uskutoénené v databiaze SwissProt
pomocou ProteinScape. Parametre pre Mascot 2.4 boli - tolerancia 0.5 Da, jeden '*C
izotop, 0.8 Da MS/MS tolerancia, FDR (false discovery rate) bol nastaveny na <1%.

3. Vysledky a diskusia
7 leukocytov sme vyizolovali proteiny, ktoré sme podrobili proteomickej analyze

pomocou ionovej pasce. Identifikovali sme celkovo 230 proteinov, z ktorych az 166
mali skore vysSie ako 80. Z tychto stanovenych proteinov 80 bolo pre nas délezitych,
pretoze boli priamo sG¢ast'ou buniek leukocytov alebo suviseli s imunitnym systémom.
V bunkach leukocytov bolo exprimovanych 14 proteinov, ktoré si v Tab.l. Okrem
tychto proteinov existuju aj také, ktoré si exprimované iba v bunkéach lymfocytov
(Histon-lyzin N-metyltransferaza 2A) alebo len v jednom type buniek napr. v T
lymfocytoch (FYN-viazici protein) alebo len v B lymfocytoch (B-bunkovy protein
s ankyrinovym opakovanim).
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Tab.1: Proteiny exprimované v bunkach leukocytov

Nizov proteinu Skratka Swiss-prot

1 myozin-9 MYH9 P35579

2 Fermitin rodinny homolog 3 URP2 Q86UX7
3 Glutation S-transferdza omega- 1| GSTOI P78417

4 Proteinviaziici integrétor 2 BIN2 Q9UBWS
5 Antigén CD 31 PECAI P16284

6 Nesprin- | SYNEI Q8NF91
7 Heparanaza HPSE Q9Y251

8 RAS guanyl-releasing protein 4 GRP4 Q8TDF6
9 Protein unc-13 homolog D UNI13D Q70199
10 proteinWiskott -Aldrichovho syndromu 2 WASF2 Q9Y6WS
11 | zakladny protein obsahujuici variabilny mofiv immunoglobulinu BIVM Q86UB2
12 Nipped-B-likeprotein NIPBL Q6KC79
13 Poly(rC)-viazici protein | PCBPI Q15365
14 PDZ a LIM doménovy protein 7 PDLI7 Q9NR12

KedZe leukocyty su bunky imunitného systému nie je prekvapujlce, Ze niektoré
identifikované proteiny sa podiel'aji na procesoch spojenych s imunitnym systémom
(Tab.2).

Urcité proteiny st sucastou receptorov signalnych drdh T a B buniek ainé su
zodpovedné za aktivaciu jednotlivych druhov lymfocytov. Uréili sme tieZ zopér
proteinov, ktoré maji funkciu reguldcie T bunkovej diferencidcie a proliferacic a B
bunkovej diferencidcie a proliferdcie. Stanovili sme niekolko proteinov, ktoré
zabezpecuju pohyb leukocytov medzi odlinymi tkanivami v organizme.

Tieto predbezné vysledky jasne ukazuji na moznost Studovat' proteiny
prostrednictvom proteomickych metdd. Studovanim jednotlivych proteinov v bunkach
leukocytov je mozné ziskat' dostatok informacii o ich funkcii. Dosiahnutim identifikacie
vietkych proteinov v bunkach leukocytov méze byt vyrieSenych vela biologickych
problémov (iloha chemokinov, adhezivnych molekul, aktivacia imunitného systému).

Tab.2: Proteiny tvoriace sii¢ast’ imunitného systému
Funkcia Nizov proteinov
Imunitna odpoved’ CD29
Transformujuci rastovy faktor beta- lregulacie
MHC triedy | antigén A*69
MHC triedy | antigén B*18
MHC triedy | antigén B*8
lg gamma-1 retazec C regionu
Ig kappa retazec C regionu
Aktin-related protein 2/3 complex podjednotka 5,4,3,2
F-aktin-capping protein podjednotka alfa-1
Klusterin
Protein teplotniho Soku HSP 90-alfa a beta
Kalmodulin
Wiskott-Aldrich syndrom proteinovej rodiny member 2
Cyklicky AMP-zavisly transkripény faktor ATF-1
cAMP-zavisly protein kinazy katalyticka podjednotka beta
Vitronektin
Guanin-nucleotid zmeneny faktor VAV3
Endoplazmin
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Skratky

ACN - acetonitril; DTT - ditiotreitol; EDTA - kyselina ethyléndiamintetraoctova;

MS - hmotnostna spektrometria; NaCl - chlorid sodny; NH4Cl - chlorid aménny; PBS -
fosfatovy tlmivy roztok; SDS - dodecylsiran sodny; TFA - trifluoroctova kyselina;
TRIS - tris(hydroxymethyl)aminometéan
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Uvod

Samovrazda je Casto oznaCovana ako porucha pudu sebazichovy. Jednd sa
o ukonc¢enie vlastného Zivota imyselne a dobrovol'ne. Podla idajov WHO spéacha ro¢ne
samovrazdu vysSe | milion ludi. Vyskumy naznacuji, ze pravdepodobne existuje ista
genetickd predispozicia pre suiciddlne spravanie, a ze tato predispozicia nemusi byt
totozna s genetickou vulnerabilitou pre depresivnu poruchu'. Medzi vyznamnejsie
rizikové faktory suiciddlneho spravania patria okrem inych aj impulzivita a agresivita’.
Sacasny neurobiologicky vyskum samovrazdného spravania sa suastred’'uje najmé
na serotoninergny systém ajeho markery v mozgovo-miesnom moku'?. Patolégia
daného systému sa prejavuje prevazne redukovanou neurotransmisiou, alteraciou
receptorov, a/alebo zmenou v neurénoch a gliovych bunkach. Predpoklada sa, Ze
u jedincov so suiciddlnym spravanim dochédza k zmene v oblasti PFC (prefrontdalneho
kortexu), kde prebicha exekutivny rozhodovaci proces. Zdravy mozog je schopny néjst
alternativne rieSenie pre tazka zivotnu situaciu, mozog s deficitom v PFC v3ak nendjde
dovod. pre¢o samovrazdu nevykonat™.

VySe 90 % samovrahov alebo jedincov, ktori sa o samovrazdu pokusili, maja
diagnostikovatelni  psychiatricki  poruchu, ato najéastejSic poruchu nélady''.
U psychiatrickych pacientov, ktori dokonali samovrazdu, malo zhruba 60% poruchu
nalady, zvysné diagnézy boli najmé schizofrénia, alkoholizmus, drogové zavislosti
aporuchy osobnosti''. Viésina prac ohladom suicidality alebo samovrazedného
spravania preto zahriia skupiny depresivnych pacientov s kontrolnou skupinou zdravych
Jedincov resp. nelieCenych pacientov. Aj preto je tazké urcit, ¢i zistené zmeny mozno
pripisat’ suicidalite alebo depresivnej poruche, ktorda k suiciddlnemu spravaniu moze
viest'.

Neurochémia suicidality
1. Sérotoninergny systém

Serotonin je jednou z najstarSich biologicky aktivnych latok, pritomny od
eukaryotickych buniek, cez huby, rastliny az po cicavce. Distribucia 5-HT v organizme
Cloveka je prevazne v gastrointestindlnom trakte. plticach, srdci, pankrease, krvnych
cievach atrombocytoch, ¢o predstavuje priblizne 90%°. Zvyiné relativne malé
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mnozstvo 5-HT sa nachadza v centrdlnom nervovom systéme (CNS). Vicsina tiel
sérotoninergnych neurénov je v CNS prevazne lokalizovana v nuclei raphé v rdmci
formatio reticularis v mozgovom kmeni’. Biologickd 3tidia obeti samovrazdy
poukazuje na zvySené mnozstvo sérotoninergnych neurénov v dorzdlnom nuceus raphé

v porovnani s kontrolnou skupinou'.

Existuje niekol'ko sérotoninovych receptorovych rodin.Vyskumy sa v stcasnosti
sustred’uji na receptorové rodiny 5—HT; a 5-HT> . Pri podtype 5-HTa, sa zistilo, Ze
agonisti tohto receptoru oslabuji  ofenzivno-agresivne spravanie u zvierat
v experimentalnych modeloch’.  To pravdepodobne reflektuje anxiolyticky efekt 5-
HTia autoreceptora, ako aj ulohu anxiety ako primarneho ,spustaca™ agresivnej
dopovede®. Postsynaptické sérotoninové 5-HTia a 5-HTaa receptory st podla
vysledkov niektorych stadii v PFC oblasti samovrahov upregulované. Méze sa jednat
o kompenzaéni odpoved’ na nizku aktivitu sérotoninergnych neurénov v danej oblasti'?,

Cervantes et al.”

predpokladaji, ze antagonisti receptorovej rodiny 5-HT; dokézu
redukovat’ agresivitu. Vyskumy 5-HT receptorov v8ak v sacasnosti maju skor

inkonzistentné vysledky a vyzaduju tak dokladnejsie preskiimanie.

Syntéza 5-HT zavisi od enzymu tryptofan hydroxylazy (TPH), ktord ma u ¢loveka
dve izoformy: TPH, sa nachadza prevazne v periférnych tkanivach, TPH: je
predominantne v CNS. V pripade, Ze sa opierame o tedriu ze dochadza k dysbalansu
sérotoninového metabolizmu u suicidalnych pacientov a mnoZzstvo sérotoninu a jeho
metabolitov je tak zniZené, mohlo by sa jednat’ o znizen( aktivitu TPH». Boldrini et
al." zistili, Ze koncentracia TPH> je v nuclei raphe v mozgovom kmeni zvysena
u suicidalnych pacientov s depresivnou poruchou. Predpokladaji, Zze by tento narast
mohol byt istym kompenzaénym mechanizmomna zaklade nizkej koncentracie
sérotoninu v danej oblasti, resp. nizkej aktivity samotnej hydroxylazy.

Kovacic et al.'® sa zamerali na ulohu trombocytov, v ktorych zistili zniZena
koncentraciu serotoninu u suiciddnych pacientov. Je otazne, ¢i trombocyty v periférnej
krvi reflektuju sérotoninergny metabolizmus v CNS, viaceré vyskumy vSak naznacuji
moznost istej podobnosti. Medzi spolo¢né charakteristiky patri napriklad to, Ze
trombocyty aj serotoninové nervové zakonéenia si embryologicky odvodené
z neurdlnej listy a obe obsahuji 5-HTaa receptory, MAO typ B a serotoninovy
transportér (SERT). Trombocyty skladuji sérotonin intracelulirne vo vezikulkéch,
avsak nie si schopné ho syntetizovat®. Rao et al.*® porovnaval 45 suicidalnych
psychiatrickych pacientov (s poruchami nélady, schizofréniou, poruchou prispdsobenia)
s 20 zdravymi kontrolami, pricom v prvej skupine pacientov zistil signifikatne vyssie
mnozstvo vizobnych miest (Bmax) pre 5-HTaa receptory na trombocytoch a taktiez
nizsiu hladinu sérotoninu v ich krvi.

Prvotni pracu o zniZenej hladine 5-HIAA (5-hydroxy-indoloctova kyselina)
v mozgovo-miesnom moku uverejnila Mary Asberg et al. uz v roku 1976°7. Nasledovalo
mnoho d’al§ich prac, ktoré potvrdzovali tento jej ndlez a doplnili ho este o negativnu
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korelaciu medzi 5-HIAA v mozgovo-mieSnom moku a Gmrtnostou na suicidalny
pokus®®. Podl'a tychto zisteni predikuje biochemicka stopa t.j. nizka hladina 5-HIAA v
mozgovo-miesnom moku budtce TS a suicidium samotné?®°,

2. Katecholaminergny systém a d’alSie neurotransmiterové systémy
Medzi hlavnych zastupcov katecholaminov patria adrenalin, noradrenalin

a dopamin. Hlavné receptory noradrenalinu su klasifikované do tried a a 3. Kazda trieda
md viacero podtypov.Vyskum Aranga et al.*zistil zvySent koncentrdciu noradrenalinu
spolu so znizenymi a2-adrenegnymi receptorovymi vizbami v PFC u obeti samovrazdy.

Escriba et al.”?

zaznamenali signifikantné zvySenie poctu o2-adrenergnych
receptorov v hippokampe a vonkajsich vrstvach frontilneho kortexu u obeti
samovrazdy. Ind $tudia vSak poukazuje na zniZenie poctu a2-adrenergnych receptorov

v oblastiach PFC u samovrahov so syndrémov zavislosti od alkoholu®,

Dopaminergny systém je preskimany ovel'a menej, doposial’ bolo publikovanych
iba zopar Studii skimajicich jeho vztah k suiciddlnej problematike. Zmeny dopaminu
alebo jeho hlavného metabolitu kyseliny homovanilovej (HVA) skimal Sher et al.®
a zistil, ze koncentracia HVA v mozgovo-mieSnom moku bola znizena u depresivnych
pacientov, ktori vykonali suicidalny pokus (TS) v porovnani s depresivnymi pacientmi
bez suicidalneho pokusu. Toto zistenie poukazuje na fakt, Ze metabolizmus HVA méze
mat s(vis so suicidanym spravanim bez ohl'adu na pritomnost’ depresivnej poruchy.

V PFC sa nachadzaji podtypy GABA (kyseliny y-aminomaslovej) interneurénov
a pyramidovych glutamatergnych neurénov, ktoré si prepojené s dopaminergnym
systémom. Analyzy vzoriek mozgového tkaniva post mortem poukazuji aj na
GABAergni a glutamdtergn( transmisiu, ktord moéze hrat’ ulohu v neurobiologii
samovrazd®, Kékesi et al.” zistili pomocou proteomickej analyzy post mortem vzoriek
mozgovej oblasti PFC a amygdaly zmeny v proteinoch cytoskeletového systému, ktoré
st funkéne prepojené s GABA, glutamatovym a serotoninovym receptorom. Napriek
zisteniam, ze dopaminergny systém funguje abnormalne pri depresii. existuje len malo
vyskumov, ktoré by potvrdili jeho vyznam v neurobiologii samovrazd.

Katecholaminergna  dysfunkcia moéze hrat Glohu v  samovrazednom
spravani.Vysledky niektorych stadii poukazuji na zvysenie poctu, alebo snad’ vizby na
a2-adrenergné receptory. Je viak nevyhnutné hlbsie preskamat’ danu problematiku,
nakolko Studie ostatnych neurotransmiterovych receptorov, resp. metabolitov ukazuju
skor inkonzistentné vysledky, nez priame zavery.

3. Neuroimunitny systém
Stres zvySuje citlivost na infekciu, autoimunitné ochorenia a viaceré Studie

predpokladaju, ze je mozné pomocou stresu vyvolat’ imunosupresiu'®. Janelidze et al.?’
ur¢oval hladinu prozapalovych cytokinov v plazme suiciddlnych depresivnych
pacientov versus depresivnych pacientov bez znamok suicidalneho spravania. Zistil, ze
hladina cytokinov I1L-6 a TNF-o boli vyznamne zvySené v skupine suiciddlnych
pacientov v porovnani s kontrolnou skupinou. Na zaklade tychto vyskumov je mozné
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predpokladat’, ze prozapalové cytokiny mézu hrat' tlohu v neurobioldgii samovrazdy.
Pandey et al.?' skimal prozapalové cytokiny u mladych obeti samovrazdy a sustredil sa
najmid na oblast PFC. Vo svojom vyskume pozoroval vyznamné zvySenie proteinov
a mRNA prozapalovych cytokinov, TNF-a, IL-1p a IL-6 v PFC (BA-10).

4. Zobrazovacie techniky
V stcasnej dobe doslo k zdokonaleniu zobrazovacich technik natol'ko, Ze je mozné

sledovat funkciu mozgu in vivo. Prehl'adova praca C. van Heeringena' et al. poukazuje
na zmeny v “suiciddlnych mozgoch™ najmi v orbitofrontdlnej a dorzolateralnej oblasi
PFC. Prepoklada sa, Zze tieto zistené odchylky moézu viest k neuropsychologickym
porucham v schopnosti rozhodovat’ sa a schopnosti rieSenia problémov. Heeringen
predpoklada, ze v dosledku tychto zmien (na $trukturdlnej az biochemickej trovni) ma
suiciddlne spravanie tri hlavné charakteristiky: 1. Specificki zranitenost  na
odmietnutie  spolo¢nostou, 2. vyber moznosti s okamzitou vysokou odmenou a 3.
znizend schopnost predstavit' si pozitivne udalosti v buducnosti'’. Wagnera kol.
poukazujiv svojej praci na stencenie mozgovej kory najmid v dorzolaterdlnej,
ventrolateralnej oblasti PFC a v prednom cingule u pacientov s depresivnou poruchou
a vysokym rizikom samovrazedného spravania v porovnani so zdravymi kontrolami'®,
Iny vyskum poukazuje na fakt (pomocou PET), Ze pri zvySenej suicidalnej ideacii je
u depresivnych pacientov v PFC oblasti znizeny metabolizmus'’.

Zaver

V pripade. Zze by bolo mozné¢ identifikovat' niektoré biomarkery suiciddlneho
spravania, bolo by sndd’ mozné stanovit' riziko suicidality uz pri preventivnom
vySetreni, efektivnejsie zachytit' takychto pacientov a v koneénom désledku zahdjit' aj
efektivnejSiu liecbu. Z biomarkerov, ktoré by mohli priamo stvisiet' s neurobioldgiou
samovrazdy, sa v sucasnosti ako slubné do buddcnosti javia najmi sérotoninergné
metabolity, ako 5-HIAA (5-hydroxy-indoloctova kyselina) v mozgovo-miesnom moku,
mnoZzstvo serotoninu v trombocytoch, ako aj ich receptory 5-HT2a v periférnej krvi. Ak
by sa napriklad dokézala stvislost’ medzi hodnotami 5-HIAA v mozgovo-mie$nom
moku a serotoninom a jeho receptormi v trombocytoch na periférii, mohli by sa otvorit
noveé moznosti na vytvorenie vhodnej skriningovej metody.

V stcasnosti uz takmer neexistujii pochybnosti o tom, Ze pri suicidalnom spravani
dochadza k istym poruchdm v neurobiologickych systémoch, a to ako na urovni
Strukturdlnej, tak aj molekulovej. Na identifikaciu predisponujicich faktorov je viak
potrebné dokladnejsie preskiimanie danej problematiky.
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