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1 UVOD

Tato diplomova prace se zabyva problematikou Uspésnosti In vitro fertilizace (IVF), jejimz
cilem je poceti a narozeni alespon jednoho ditéte v ramci lé¢ebného cyklu. Uspésnost
jednoho pokusu se pohybuje okolo 30 % a méné. 1 pres dodrzovani validovanych
a reprodukovatelnych postupi neni ptrekroCena hranice 50 % ani u part s optimalni

prognostikou (Somigliana et al., 2021).

Implementace novych technik a inovaci, vedoucich k rychlejSimu oplodnéni a porodu
s minimalnimi riziky, je moZznd jen v pfipadé, Ze specializovana klinika dosahuje
definovanych vysledkli vykonnosti. Nové pfistupy a inovace stavajicich metod jsou v praxi
velmi zadoucti, ovSem je nutno podotknout finan¢ni naro¢nost téchto zmén. Neni tedy mozné
zavadét do praxe postupy, u kterych je pouze mala pravdépodobnost GspésSnosti v ramci
lécebného procesu. Hledani rychlych, efektivnich a nepfili§ finanéné naro¢nych metod

je v tomto oboru kli¢ové (Rienzi et al., 2021).

V mnoha aspektech IVF by mohlo pomoci nalézt marker definujici aktudlni stav vnitiniho
prostfedi Zzeny (napf. receptivity endometria). Objev takového markeru by mohl usnadnit
pfesn¢jSi nacasovani implantace embrya, ¢imz by doSlo ke zvySeni efektivity procesu.
Rovnéz by Zeny nebyly vystaveny tak velké stresové zatézi a samoziejm¢e by doslo také

ke snizeni finan¢nich ndkladt 1é¢ebné procedury (Timeva et al., 2014).



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je analyza vzorkd cervikdlnich hlenti pomoci necilené

proteomické analyzy a zejména pak vyhodnocovéni a statisticka analyza ziskanych dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Proces oplodnéni

Oplodnéni je proces splyvani muzskych a zenskych pohlavnich bun¢k neboli gamet,
nesoucich dédi¢nou genetickou informaci, jehoz vysledkem je vznik zygoty (Georgadaki
etal., 2016). Interakce mezi gametami a nasledné oplodnéni jsou vysoce regulované
procesy. Spravny vyvoj a interakce gamet jsou zajiStény mnoha dlouhymi, naro¢nymi
a koordinovanymi procesy béhem gametogeneze, na jejichZ konci dochéazi ke snizeni poctu
chromozoml bunék na polovinu, pfi¢emz po splynuti dvou haploidnich gamet vznika
diploidni zygota. Kromé¢ gametogeneze bunky podstupuji také cytodiferenciaci, kterd

zakoncCuje proces zrani (Sadler, 2011; Talevi et Gualtieri, 2004).

I pfes to, ze béhem produkce gamet u obou pohlavi dochéazi k témét stejnym biologickym
procestim, reakce vedouci k aktivaci schopnosti oplodnéni jsou odlisné. Vysledkem
diferenciace gamet u Zen je omezené mnoZzstvi oocytil pfipravenych k oplodnéni, zatimco
u muzi je to velké mnoZstvi spermii, které ale musi projit kapacitaci, aby ziskaly schopnost

vaji¢ko oplodnit (Okabe, 2014; Talevi et Gualtieri, 2004).

3.1.1 Vyvoj gamet a oplodnéni

K dozravani spermii dochdzi v obdobi puberty v procesu zvaném spermatogeneze.
Na pocatku se z kmenovych bun€k vyviji spermatogonie A, jejichz délenim vznikaji
spermatogonie B. Délenim jsou dale tvofeny spermatocyty a je dokonceno I. meiotické
déleni za vzniku sekundarnich spermatocyti. Béhem II. meiotického déleni vznikaji
haploidni spermatidy, které¢ jsou dale v prib¢hu spermiogeneze pieménény na spermie.
Dochazi naptiklad k tvorbé akrozomu obsahujiciho enzymy nutné k priniku do vajicka,
nebo k vytvoreni kr¢ku a biciku. Cely proces zrani trva piiblizn€ 74 dni, pfi¢emz za jeden

den je vyprodukovéno az 300 milionti spermii.

Zréani oocytl je zapocato jiz béhem prenatalniho vyvoje, kdy se prvopohlavni buiiky vyviji
v oogonie podstupujici fadu mitotickych déleni. Nekolik z téchto oogonii pozastavi svij
vyvoj v profazi I. meiotického déleni, ¢imz vznikaji primarni oocyty. Pfed porodem vstupuji

primarni oocyty do klidové faze diplotene, v niZ setrvavaji az do obdobi puberty.

V obdobi puberty dochazi kazdy mésic v ramci ovaridlniho cyklu k dozravani nékolika

folikull ve tfech po sobé¢ nastupujicich stadiich: primarnim, sekundarnim a pre-ovula¢nim.



Vysledkem pre-ovulaéni faze je dozrani jednoho sekundarniho folikulu, coz navodi zvySeni
hladiny luteinizaéniho hormonu (LH) a rlstovou fazi. Produktem je sekundarni oocyt
s polovym téliskem a spusténi II. meiotické déleni, které mize byt dokonceno pouze, dojde-

li k oplodnéni vajicka spermii, jinak dochézi k degeneraci bunky.

V obdobi ovulace je oocyt uvolnén z folikulu vlivem zvySené hladiny LH, a bunky, které
uvolnény nebyly, jsou preménény v luteinni buniky. Ty jsou zékladem pro zluté télisko
produkujici progesteron. Ve spolupraci s estrogennimi hormony vyvoldva progesteron
v endometriu sekrecni fazi, vhodnou k implantaci a nidaci embrya. Mezitim je béhem
3-4 dni oocyt peristalticky posouvan vejcovodem smérem do délohy. K samotnému procesu

-----

a ma tfi hlavni faze (Sadler, 2011; Talevi et Gualtieri, 2004).

Pii nechranéném pohlavnim styku, pfi ejakulaci, je do vnitiniho prostfedi Zeny uvolnéno
okolo 200-300 miliond spermii, z nichz ptezije asi 1 % celkového poctu. Spermie musi
z pochvy proniknout do délohy a nasledné do prostoru vejcovodl, ptfi¢emz pohyblivost
spermii je povzbuzovana vlivem ovulace a hormond, které ovliviuji aktivitu a kontraktilitu
sekrecniho epitelu délozniho c¢ipku, délohy a vejcovodl. Oxytocin, uvoliujici
se pii pohlavnim styku, stimuluje kontraktilitu délohy a vejcovodi, stejné jako

prostaglandin. Béhem ovulace je déloha citlivéjsi na pisobeni téchto molekul.

Dochazi také ke kapacitaci spermii a vysledkem této reakce je schopnost spermie prostoupit
ptes corona radiata k zona pellucida vajicka. Spermie rozpoznava a vaze se na glykoprotein
zony pellucidy (ZP3 glykoprotein zona pellucida), dochéazi k akrozomové reakci. Protein
pre-acrosin se vaze na glykoprotein zony pellucidy ZP2, ¢imz dochazi k jeho aktivaci, vznika
protein acrosin a dochazi k rozruseni zony pellucidy. (Georgadaki et al., 2016). V tuto chvili
je zéroven zabranéno priniku dalSich spermii do vajicka. Vznika kontakt mezi membranami
gamet, pfiCemz tato fuze je pravdépodobné indukovana PH-30 spermatickym proteinem,
a kone¢nym krokem je splynuti gamet (Obrazek 1), coz vede k dokonceni II. meiotického
déleni vajicka za vzniku Zenského prvojadra. Ze spermie se stdvd muzské prvojadro

za soucasného oddéleni biciku, obé jadra se spoji a dochdzi k replikaci DNA (Sadler, 2011).
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Obrizek 1: Tii faze proniknuti spermie do vajicka. Prevzato ze Sadler, 2011.

Nasleduje faze ryhovani, zygota je rozdélena na dvé dcetfiné buniky a dochédzi k mnoha
mitotickym délenim, jejichZ vysledkem je vznik mensich blastomer. Asi po 3 dnech déleni
je embryo tvofeno 16 bunikami a tento stav se oznacuje jako stddium moruly. Morula
je tvofena vnitini masou bunék tzv. embryoblastem, z n¢hoz vznika embryo a trofoblast,
ze kterého se postupné vytvaii plodové obaly a placenta. Jakmile morula vstoupi do délohy,
zacne trofoblastem prostupovat tekutina a z moruly vznikd blastocysta. Okolo 6. dne
po oplozeni, po rozpadu zony pellucidy, mize byt zahajena nidace regulovana selektiny.
Za soucasného pusobeni integrinli produkovanych trofoblastem, lamininu a fibronektinu

produkovanych endometriem pokracuje dalsi vyvoj embrya (Sadler, 2011).

3.2 Neplodnost a jeji 1écba

Dle World Health Organization (WHO) je neplodnost definovéana jako neschopnost partnerii
dosédhnout poceti ¢i donoSeni ditéte po roce a delsi dobé pravidelného nechranéného
pohlavniho styku. U muzi jsou nejcastéjsi pfi¢iny neplodnosti vyvolany problémy
s ejakulaci, nizkou hladinou/absenci spermii nebo neobvyklou morfologii a pohybem
spermii. U Zen se jednd zejména o abnormality morfologie vaje¢nikti, délohy, vejcovodi,

poruchy endokrinniho systému ¢i nadmérnou stresovou zatéz (“Infertility”, 2020).

Obecné byva rozdélovana na primarni neplodnost, pokud nikdy nebylo dosazeno
téhotenstvi, a na sekundarni neplodnost, pokud bylo alespoil jednou oplodnéni Gspésné

a bylo dosazeno téhotenstvi (Benksim et al., 2018).

Problémy s pocetim mohou mit mnoho riznych pficin. Jednd se o morfologické defekty,
ale 1 problémy na molekularni Urovni nékteré z mnoha reakci, ke kterym dochazi.

Neplodnost mohou zptisobovat problémy s expresi receptori buné¢né membrany vajicka,



problémy pifi fuzi gamet, nespravné dokonceni II. meiotického dé€leni oocytu nebo
1 abnormality v remodelaci chromatinu (Georgadaki et al., 2016), a proto je v soucasnosti

kladen diraz na rozvoj a inovaci technik umé¢lého oplodnéni.

3.2.1 Invitro fertilizace (IVF)

Prvni pokusy o in vitro fertilizaci, metodu, pii které dochéazi k oplodnéni vajicka spermii
mimo télo matky, jsou datovany do roku 1878. Videiskym embryologem Samuelem
Leopoldem Schenkem byl proveden experiment s kralicimi builkami, pficemz bylo

pozorovano piirozené probihajici bunééné déleni po smichani spermii a vajicek in vitro.

V roce 1951 bylo dvéma nezévisle na sobé pracujicimi védci, Collinem Russelem Austinem
a Min Chueh Changem, potvrzeno, Ze pro ziskani schopnosti oplodnit vaji¢ko musi
spermatozoa nejprve projit n€kolika fazemi az do finalniho obdobi zralosti, a v roce 1959

byla Changem provedena uspésna fertilizace kralika (Yanagimachi, 2016).

Metodu asistované reprodukce v 70. letech 20. stoleti blize pfedstavili Patrick Steptoe
a Robert Edwards, jakoZzto moznou 1é¢bu neplodnosti zplisobenou poskozenymi nebo
neprichodnymi vajecniky. UZ v roce 1968 byli schopni provést uspésné oplodnéni vajicka
spermii a dosédhnout tak bunééného déleni in vitro, ale az do roku 1978 nebyli schopni
implantovat oplodnéné vajicko zpét do délohy pacientky. Toho bylo dosazeno po zohlednéni
hormonalni proménlivosti v rdmci dne a dileZzitosti spravného nacasovani implantace,
cozvroce 1978 vedlo k porodu prvniho tzv. ‘test tube‘ ditéte, Louise Brown (Steptoe
et Edwards, 1978). O dva roky pozd¢ji bylo zaloZeno prvni centrum IVF péce, Bourn Hall
Clinic a uz v roce 1986 se pocet narozenych déti rovnal 1 000 (Zhao et al., 2011).

Tento plivodni zplsob in vitro fertilizace ovSem nebyl vhodny pro pacientky, u kterych
nebyla neplodnost zptisobena poskozenymi vejcovody, ale vajeéniky. Reseni bylo nalezeno
v roce 1983 s vyuzitim darovanych vajicek. Vajicko darkyné bylo oplodnéno spermiemi
manzela pacientky, vlozeno do d€lohy pacientky a uspésn¢ donoseno az do porodu (Wang

et Sauer, 2000).

V priibéhu let doslo k modifikacim pouzivanych technik a postupti, a to od zpisobu

odebirani vajicek, pies hormonalni terapii, az po kryoprezervaci oplodnénych embryi.

V 80. letech se diky rozvoji ultrasonografie zacalo k ziskavani vajicek pouzivat ultrazvukem

fizené odebirani namisto laparoskopie. Vyhodou byla pifesnéjsi vizualizace,



kontrolovatelnost, mensi trauma pacientky a zkraceni doby vykonu z 1-2 h na 10-15 min

(The ESHRE Working Group on Ultrasound in ART et al., 2019; Wang et Sauer, 2006).

Mimo 1é¢by Zenské neplodnosti se do poptedi zajml zacala dostdvat také 1écba muzské
neplodnosti. Prvni 1écebna technika tzv. ‘partial zona dissection (PZD), pfi niz je ¢aste¢né
narusena zona pellucida pro usnadnéni vstupu spermie do vajicka, nebyla pfili§ GispéSna
(Malter et Cohen, 1989). V roce 1991 byla poprvé pouzita metoda intra cytoplazmatické
injekce spermie (ICSI) s uspesnosti okolo 70 %, béhem které byly jednotlivé spermie
ziskany z ejakulatu a mikro injikovany pfimo do oocytu (Palermo, 1992). Tato metoda byla

nadale modifikovana a zdokonalovana (napt. perkutanni aspirace spermii) (Wang et Sauer,

20006).

Cely proces IVF se skladd z né€kolika krokti (Obrazek 2): kontrolovana hyperstimulace
ovarii, odbér vajicek pod kontrolou transvaginalniho ultrazvuku, inkubace vajicek

se spermiemi, selekce embryi a jejich implantace do d¢lohy pacientky.

Exogenni stimulace hormony
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Obrizek 2: Hlavni technologie pouzivané v asistované reprodukci: ICSI a IVF. Pfevzato a pielozeno z Ge et Sun,
2019.

Pro hyperstimulaci ovarii lze pouzit Siroké spektrum piipravki (GnRH analogy, pfipravky
s obsahem gonadotropinu nebo dalsi adjuvantni 1éky), pficemz ucinky jsou u kazdé Zeny
odlisné. Vybér je provadén na zékladé anamnézy nebo klinickych kritérii, znichz
nejdulezitéjsi jsou vysledky piedchozich IVF cykll, pokud byly absolvovany. Po vybéru
protokolu je nutné zvolit spravnou startovaci davku 1é¢ebné latky, jelikoz mnozstvi folikuli
se u pacientek lisi, a tim padem nelze nastavit fixni ddvkovani (La Marca et Sunkara, 2014),
zaroven je také nutno piedejit vzniku Zivota ohrozujiciho ‘ovarian hyperstimulation

syndrome* (OHSS) (Abbara et al., 2018).



V okamziku dosazeni urcitého vyvojového stupné folikuli je zahdjena finalni maturace
oocytu, a to pod vlivem lidského choriového gonadotropinu (hCG), GnRH agonisti nebo
napf. rekombinantniho luteinizaéniho hormonu (LH), coZ vyvold nastup ovulace mezi
38-40 hodinami po aplikaci. hCG je v poslednich letech nahrazovan GnRH agonisty a LH,
aby bylo redukovano riziko vzniku OHSS (Abbara et al., 2018; Humaidan et al., 2011).

Transvaginalni odbér oocytii (TVOR) je technika, pomoci které jsou odebirany zralé oocyty
z vajecnikd k naslednému in vitro oplodnéni. S vyuZzitim ultrazvukového navadéni je jehla
zavedena pres vaginalni sténu k folikulim, druhy konec jehly je napojen na saci zafizeni.
Odbér je proveden pro oba vajecniky a biologicky material je déale zpracovan v IVF
laboratofti, kde dochézi ke kvantifikaci odebranych vajicek. Zakrok je proveden pfti celkové
anestezii, paracervikalni blokaci nebo spindlni anestezii, lokalni anestezie neni v téchto

ptipadech pouzivana (Jurema et Nogueira, 2006)

V laboratofi je provedena selekce vajiCek (ve stadiu metafaze II. meiotického déleni)
ptipravenych pro fertilizaci (Jurema ef Nogueira, 2006; “Stages of Embryo Development,”
2020) a jejich smichani s pfedem oSetfenym vzorkem spermatu (poptipadé je provedena
metoda ICSI) (Corona et al., 2019; Van Steirteghem et al., 1993). Aby byla redukovéana
pravdépodobnost vicecetného té¢hotenstvi, 1ze pouzit techniku efektivniho transferu jednoho
embrya (eSET) v obdobi blastocysty (5—-6 dnli po oplodnéni) namisto transferu v ‘cleavage
stage® (2—4 dny po oplodnéni) (Dar et al., 2014). Pro selekci kandidatnich embryi Ize vyuzit
klasické morfologicky zamétené metody nebo metodu ‘time-lapse‘ mikroskopie (TLM),
pficemz TLM ma lepsi vysledky hlavné u starSich pacientek (okolo 35 let) (Chen ef al.,
2015). TLM umoziiuje zachytit morfologické odchylky, které se klasickym statickym
pozorovanim daji zachytit velmi tézko. Mezi tyto odchylky patii nepravidelné déleni nebo
kolaps blastocysty. Dal$imi neinvazivnimi moznostmi selekce vhodného embrya jsou studia
metabolomickych a proteomickych profilt. Lze provést i invazivni zakrok biopsie, hlavné

pro genetické a chromozomalni testovani (Zaninovic et al., 2017).

Implantace embrya zavisi na spravné vyvijejicim se embryu stejné tak, jako na interakcich
mezi blastocystou a endometriem. Lze ji provést jen v asové omezeném intervalu receptivni
faze, tzv. ‘window of implantation‘ (WOI) charakterizovaném dynamickymi genotypovymi
a fenotypovymi zménami bunék sliznice. Za GspéSnou se implantace povazuje ve chvili,
kdy je ultrazvukem zachycen tzv. gestac¢ni vak. Naopak jako selhdni implantace se oznacuji

situace, kdy neexistuje diikaz implantace v podob¢ produkce hCG, nebo doslo-li k produkci



hCG, nikoliv v8ak k formaci gestacniho vaku. Pfi¢in selhdni je mnoho, mlze se jednat
o abnormality d€lohy, hormondalni nebo metabolickou nerovnovéhu, infekce, trombofilie,

a také celkovy fyzicky a psychicky stav pacientky (Timeva et al., 2014).

3.3 Déloha

Déloha je duty Zensky organ hruskovitého tvaru s délkou okolo 7,5 cm a sklada se z nékolika
casti: fundus, télo a délozni Cipek. Dale pak z vejcovodl, piicemz kazdy vstupuje
do superolateralniho cornu, nad kterym je polozen fundus. T¢lo délohy se zuzuje do tzv. $ije
a pokracuje jako délozni ¢ipek (cervix). Ten je okolo své stfedni ¢asti ohrani¢en pochvou,
a podle tohoto uchopeni definujeme vaginélni a supravaginalni ¢ast délozniho &ipku. Cipek
se v prub¢hu zZivota Zeny meéni, u negravidnich Zzen ma svrchni strukturu podobnou Spicce

nosu a v obdobi gravidity se strukturné podoba spiSe povrchu rta.

Spojeni 1,5 mm dlouhé §ije stélem v dutin€ délohy je oznacovano jako tzv. vnitini
os a samotnd Sije se v téhotenstvi stdvd spodnim segmentem dé&lohy. Délozni dutina
komunikuje s cervikdlnim kanalem prostfednictvim vnitiniho os a kanal se nasledn¢ otevira

do prostoru pochvy (Ellis, 2011).

3.3.1 Endometrium
Sténa délohy je utvarena tfemi vrstvami: endometriem (sliznice), myometriem (svalovina)

a perimetriem (serosni vrstva) (Cihak, 2013a).

Hlavnim biologickym ukolem dé€lozni sliznice je zajiSténi uspésného vzniku téhotenstvi
(Timeva et al., 2014). Endometrium je tvofeno komplexnim mnohobunécnym epitelem
a vazivem sliznice a pevn¢ srista s délozni svalovinou. Ptiblizn€ kazdych 28 dni prodélava
povrchova vrstva sliznice zmény v ramci menstruaéniho cyklu (Obrazek 3), jejichz
vysledkem je uvolnéni této vrstvy spolecné s krvacenim. Kazdy cyklus je tvoten ze tii fazi:
proliferaéni, sekre¢ni a menstruaéni faze (Cihak, 2013a; Sadler, 2011). Cyklické zmény jsou
kontrolovany hladinami steroidnich hormont (estrogeny, progesteron, androgeny
a glukokortikoidy) a zahrnuji zménu struktury bunék, expresi specifickych molekul
bunécného povrchu spolecné se sekreci cytokinli, chemokinl a riistovych faktord a fazi

regenerace (Timeva et al., 2014).
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Obrazek 3: Délozni sliznice v prib&hu ovarialniho cyklu. Prevzato ze Sadler, 2011.

Sekrecni epitel, ktery pokryva horni ¢ast délozniho ¢ipku zvanou endocervix, produkuje
cervikdlni hlen. Mucindézni epitel se vmezefuje mezi cervikdlni stroma a tvofi
tak endocervikalni  Zlazy, které nasledn¢ vylucuji viskozni tekutinu bohatou
na glykoproteiny. Jednéd se o hydrogel, ktery je tvofen z 90-95 % vodou a mucinovymi
glykoproteiny (napiiklad MUC1 nebo MUC4) (Kurita, 2018; Timeva et al., 2014). Muciny
jsou nejvice abundantni proteiny v obdobi ovulace a jejich koncentrace jsou zavislé
na hormonalnich zménéach. Podileji se na pifeméné fibrozni pre-ovulacni struktury
na globularni ovula¢ni strukturu hlenu. Abundance ostatnich proteinil se zvysuje v obdobi

lutealni faze (Grande et al., 2015).

3.3.2 Cervikalni hlen

V prib¢hu menstrua¢niho cyklu dochdzi také k cyklickym zméndm cervikalniho hlenu,
zavislym na kolisani estrogenu a progesteronu. Pfed ovulaci je hlen vice fluidni a fidsi,
nasledné je jeho struktura kompaktnéjsi (Vaclavkova et al., 2020). Tyto zmény jsou hlavnimi
faktory, které ovliviiuji schopnost spermie jim proniknout a oplodnit vaji¢ko. Zaroven
predstavuje dulezitou bariéru, kterd zabranuje vstupu patogenti do zenského genitalniho
ustroji (Han et al., 2017). Cyklické promény struktury hlenu maji zasadni, i kdyz doposud
malo prozkoumany dopad na plodnost a reprodukéni zdravi (Shi et al., 2021). Pfedstavuje
v praxi dilezity diagnosticky marker nastupujici ovula¢ni faze, ¢ehoz je vyuzivano v mnoha

kulturach pro rozpoznani plodnych dnd, a tim padem planovani poceti (Grande et al., 2015).

Diky neustadlému rozvoji proteomickych technologii a metod je mozné se stale vice
soustfedit na identifikaci potencialnich diagnostickych, prognostickych i terapeutickych

markert v biologickych tekutinadch (Timeva et al., 2014). I pfes to, Ze je cervikalni hlen
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do této skupiny fazen, neexistuje proteomicky panel, ktery by jej charakterizoval. Mezi
nejvice zastoupené patii plazmatické proteiny, jelikoz jsou odpovédné za metabolické

reakce, imunitni odpovédi a bunéény transport (Panicker ef al., 2010).

Cervikalni hlen poskytuje cenné informace i1 pifi diagnostice endometridzy. Jednd
se o chronické zanétlivé gynekologické onemocnéni, které postihuje 7-10 %
zen v reprodukénim véku a az 50 % Zen trpicich timto onemocnénim jsou diagnostikovany
jako neplodné. V ptipad¢ endometridzy bylo identifikovano 6 proteind (pficemz 4 jsou
spojovany s pro-zanétlivosti) ve zvySené hladiné a 9 proteinli (pfedevSim mediatory
zangtlivych reakci) ve snizené hladiné oproti zdravym pacientkdm. 15 proteint, které
za fyziologickych podminek zodpovidaji za antimikrobialni aktivitu, nebylo u nemocnych
pacientek pfitomno vibec (Grande et al., 2017a). Jednim z kandidétnich proteinti, ktery
vzniké zvySenou expresi u endometridzy, je Apolipoprotein A-I. Je tedy mozné, Ze zmény
v jeho sekreci by mohly ptredstavovat faktor v patogenezi endometridzy, atim padem

1 ovliviiovat implantaci embrya (Brosens et al., 2010).

V roce 2013 byla pod vedenim Sonali R. Bhagwata, vytvofena ‘Human Gene Expression

Endometrial Receptivity database‘, kterd zahrnovala 19 285 genti (Bhagwat et al., 2013).

S vyvojem ‘high-throughput® technologii, jako je proteomika, je ale mozné onemocnéni
vcéas identifikovat porovnanim proteinového slozeni vzorku abnormdlni a zdravé tkané

(Grande et al., 2017a).

3.4 Proteomika

Dle centralniho dogmatu molekularni biologie jsou proteiny koneénym produktem genové
exprese a pravdépodobné nejlépe reflektuji fenotyp a funkéni stav organismu (Aebersold
et al.,2018; Mann et al., 2021). Kontroluji a katalyzuji vSechny buné¢éné procesy a spolecné
tvoii vysoce strukturovanou entitu tzv. proteom. Mohou ale také odpovidat za vznik riznych
onemocnéni (Alzheimerova nebo Huntingtonova choroba) nebo naopak funguji jako

terapeutika (protilatky proti bakterialnim nebo virovym infekcim) (Timp ef Timp, 2020).

I kdyz se uz v 50. letech 20. stoleti védci zacali zabyvat studiem aminokyselinovych
sekvenci proteinii (Edman, 1949; Sanger et Tuppy, 1951), tak sekvenovani RNA a DNA
vyrazné prevladlo. Do 90. let 20. stoleti bylo sekvenovani proteind provadéno hlavné
Edmanovou degradaci, takto je mozné osekvenovat az 30 aminokyselin, ovSem metoda

je zavisld na N-terminalni skupiné, a pokud je tato skupina jakkoli modifikovana, nebude
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reakce fungovat. Zarovenn neni mozné metodu pouzit pro lokalizaci disulfidovych vazeb

(Edman, 1949).

Pro studium proteomu bylo obecné mozné pouzit dva pfistupy. Prvni strategie pracovala
s jiz zavedenymi metodami, kdy byly izolovany proteiny a poté probihala jejich analyza
sohledem na strukturu a funkci. Druhou moznosti bylo provedeni rozséhlych
systematickych méfeni a analyza ziskanych datovych souborii. Oba piistupy byly vyrazné
ovlivnény nastupem metod hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry; MS), jelikoz
ty poskytuji moznost identifikovat a kvantifikovat jakykoli protein, ktery byl exprimovan,
nebo identifikovat a lokalizovat modifikované aminokyseliny v polypeptidovém fetézci

(Aebersold et Mann, 2016).

V dne$ni dob€ jsou proteomické analyzy zaméteny piedev§im na ‘bottom-up‘ pfistup
spojeny s MS. Postup zahrnuje enzymatické Stépeni proteintl, nasledné ionizaci ziskanych
peptidl a jejich separaci podle poméru hmoty a naboje (m/z) a jejich detekci. Ionizace
peptidt pro dalsi analyzu mtze byt provedena: ionizaci elektrosprejem (ESI) nebo laserovou
desorpci s ucasti matrice (MALDI). Popiipad€ je mozné provést kapalinovou chromatografii
ve spojeni s MS (LC-MS) pro separaci komponent vzorku jesté pfed ionizaci a vstupem
do analyzatoru (Goeminne et al., 2018; Timp et Timp, 2020). Kapalinovd chromatografie
slouzi nejen k separaci vzorku, ale také kjeho zakoncentrovéani, a dale poskytuje
spektrometru vice €asu pro analyzu, jelikoz zékladni peptidy jsou eluovany v riznych asech
(Kertesz-Farkas et al., 2012). Nejvétsi vyzvu predstavuje nutnost pievést heterogenni data
do smysluplného obsahu a sbirat meta-data pro evaluaci vysledkii (Hikkinen et Levander,

2011).
3.5 Hmotnostni spektrometrie

Od svého vzniku na pocatku 20. stoleti prochdzi hmotnostni spektrometrie neustalym
vyvojem a v dneSni dobé dosahuje vysokych detekénich limitd. Dokdze tak zachytit
pfitomnost a mnoZzstvi peptidi nebo jinych biomolekul s vyuzitim jejich zékladnich

vlastnosti, jako jsou hmotnost a ndboj (Sinha ef Mann, 2020).

V ptipadé¢ proteomiky zalozené na hmotnostni spektrometrii je diiraz kladen na komplexni
a rozsahld méfeni zmén v urovnich genové exprese, bunééné lokalizace, interakci a post-
transla¢nich modifikaci. Takové zmény nelze primarné zjistit z DNA nebo RNA sekvence,
vytvofeny stovky i tisice moznych proteinti (tzv. proteoformy).
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Diky této variabilité¢ a slozitosti je proteomika méné obvyklou disciplinou nez postupy
zalozené na sekvenovani nové generace (NGS). Nicméné¢, v prubéhu let dochazelo, a stale
dochazi, ke zlepSovani proteomickych analyz. Také byla vyvinuta celd ftada
specializovanych metod, a je tedy mozné posuzovat stav celého organismu (Mann et al.,

2021).

Hlavni pfednosti je vysoka specifita a citlivost pfi identifikaci proteintl, a to az na Uroven
samotnych ionti (Aebersold et Mann, 2016). Za nevyhodu MS ve spojeni s ‘bottom-up‘
proteomikou se povazuje nutnost St€peni proteinii na peptidy o délce 5-20 aminokyselin
relativné dlouho pfed samotnou analyzou a identifikaci, a také vyhledavani v databazich,
které je zavislé na srovnavani kratkych peptidi s celymi proteiny podle sekvencni
homologie nebo podle podobnosti, kterou s proteiny sdileji. Konecného ptitfazeni je nakonec
dosazeno bud’ inkluzi peptidu se vSemi pravdépodobné piibuznymi proteiny, dale exkluzi,
pfi niz jsou vSechny sdilené peptidy pied rekonstrukci odstranény, nebo parsimonii,
vyhledavajici minimalni sestavu proteint, které dokdzou vysvétlit pfedmét pozorovani.

Vysledky jsou nésledné setazeny podle hodnoty pfifazenych skoére (Timp et Timp, 2020).

Hmotnostni spektrometr ma tii hlavni ¢asti: zdroj iontd, analyzator a detektor (Obrazek 4).
Analyzovany mohou byt pouze ionty v plynné fazi, a proto musely byt vyvinuty techniky
jako ESI nebo MALDI. Pti ESI je kapalina obsahujici peptidy tlacena otvorem o velikosti
nékolika malo mikrometr s vysokym napétim (2—4 kV), na jehoZ konci proud kapaliny
rozpada na malé, vysoce nabité a rychle se odpafujici kapky, ¢imz jsou peptidové ionty
pfevedeny do plynné faze. Béznym krokem je separace peptidové smési pomoci vysoce
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) (Sinha et Mann, 2020a), kterd redukuje
komplexitu vzorku, a tim umoziuje vétsi hloubku pokryti proteomu (Pino et al., 2020;

Zubarev et Makarov, 2013).
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Obrizek 4: Zakladni komponenty hmotnostniho spektrometru. Pfevzato z Banerjee et Mazumdar, 2012.
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Vysledkem LC-MS/MS analyzy jsou fragmenta¢ni hmotnostni spektra iontil, a ty lze dale
vyuzit pfi: De novo sekvenovani, ‘sequence-tagging‘ nebo nejcastéji pro porovnani surovych

neinterpretovanych dat s teoretickymi daty v databazich (Kertesz-Farkas et al., 2012).

Hmotnostni spektrometry maji vice moznych variant pfi volbé zplisobu ionizace, analyzy
spekter a metod detekce. Ioniza¢ni metody jsou dilezité pro urCovani latek ve vzorku
dostupnych pro méfeni, ale kvalitu a spolehlivost analyzy urcuje kombinace hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. V zavislosti na fyzikalnich vlastnostech rozliSujeme kvadrupolové
analyzatory, iontové pasti, ‘time-of-flight® (TOF), orbitrap nebo také generické typy

Fourierovy transformace (FT).

3.5.1 Kvadrupdl

Hmotnostni analyzatory typu kvadrupdlu, nékdy také oznaCovany jako tzv. hmotnostni
filtry, jsou schopny selekce iontll o urcité m/z hodnoté. Jedna se o nejpouzivanéjsi typy
spektrometrt v klinické praxi, i ptes to, ze z hlediska citlivosti, rozliSeni a hmotnostniho
rozsahu jsou kvadrupo6ly hors$i nez stroje s magnetickym sektorem. Jejich vyhoda ale spociva
ve snadném pouziti, cenové dostupnosti, velikosti a snadném propojeni s plynovou

chromatografii (GC) ¢i LC systémy.

Analyzatory jsou sloZeny ze Ctyft paralelnich Zeleznych ty¢i (elektrod) umisténych ve stejné
vzdalenosti od stfedové osy. Elektrody jsou nabijeny stejnosmérnym proudem, piiCemz
opacné pary ty¢i maji naboje podobné. Kazdy par protilehlych ty¢i je elektricky propojen
a je mezi nimi prevadeéno stiidavé napéti. K samotné stabilizaci/destabilizaci iontd slouzi

oscilujici elektrické pole (Thomas, 2019).

3.5.2 Orbitrap
V roce 2005 se do popredi zajmu védecké spolecnosti dostal analyzator Orbitrap, ktery
byl vyvinut Alexandrem Makarovem v roce 1996. Jedna se o piesny a kompaktni pfistroj,

ktery umoziuje obejit hlavni omezeni jeho ptredchidci (Makarov, 2000; Zubarev

et Makarov, 2013).

Orbitrap (Obrazek 5) vyuziva statické elektrické pole na rozdil od kvadrupolu, ktery
je zaloZen na pouziti dynamického elektrického pole s typickou oscilaci okolo 1 MHz.
Po injekci vzorku do pfistroje dochéazi k tvorbé iontli pomoci ESI, které jsou posouvany

ptes transportni kvadrupoly do linearni iontové pasti nebo ‘storage‘ kvadrupolu.
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Obrizek S: Schéma analyzatoru typu Orbitrap. Pfevzato a pfelozeno z Briois ez al., 2016.
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Nad koncem tohoto kvadrup6lu je umistény krouzek, ktery vytvaii slaby axidlni potencial
uvnitf kvadrupolu. Ionty jsou nasledn€ zpomalovany a seskupovany v axialni jamce o malém
rozméru (fddy mm) a jakmile je nashromazdén dostatek iontd (obvykle za 10400 ms),
dochazi k vytvoreni pulzu, ktery otevie zadni ¢ocku kvadrupdlu. Timto se vytvoii silné
elektrické pole podél osy kvadrupolu, coz vede k rychlé extrakei shromézdénych iontd, které
jsou v kratkém case (100-200 ns) transportovany ke vstupu do Orbitrapu. Ionty jsou pred
transportem do vstupniho kandlu urychlovany pomoci systému iontovych optickych cocek.
Vstiikovani iontit do analyzatoru Orbitrapu je uskuteciiovano prepinanim napéti na urcité

hodnoty, které je pfivadéno na cocku umisténou na obvodu Orbitrapu (Hu ef al., 2005).

Obecn¢ se vyuzivaji dveé strategie akvizice dat definované zplsobem snimani
prekurzorovych iontil a fragmentovanych iontli. Nevyzaduje-li pfistup zadné piedchozi
znalosti o proteinech ve vzorku, je oznacovan ‘discovery‘ nebo ‘shotgun‘ proteomika,

tidi-li se dle predem formulované hypotézy, je oznaCovan jako cilend proteomika.

3.5.3 Label-free metody

Label-free metody, pti kterych se nepouzivaji izotopové znacky, zahrnuji Ctyfi zékladni
kroky. Prvnim je ptiprava vzorku, kterd zahrnuje extrakci, redukci, alkylaci a digesci.
Naésleduje separace a analyza vzorku s pomoci LC-MS/MS, analyza dat, a nakonec jejich

interpretace (Wang et al., 2008).

Nespornou vyhodou label-free metod je prakticka neptitomnost horni hranice, co se tyce
poctu vzorkd, které 1ze mezi sebou srovnavat, a také moznost obejit drahé a naro¢né procesy
znaeni vzorkd. Kromé& toho je mozné identifikovat az o 60 % vice proteint, jelikoz

hmotnostni spektrometr nemusi fragmentovat kazdou znac¢enou formu téhoz peptidu.

Za nevyhodu tohoto pfistupu je povazovana skutecnost, ze peptid, ktery je vybran
pro fragmentaci v jednom bé&hu, nemusi byt v dal$im béhu znova vybran, nebo mize
zhorsSovat kvalitu vysledného hmotnostniho spektra jiného béhu, coz vede ke ztratam dat.
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Pii analyze dat je prvnim dilezitym krokem samotna identifikace proteinu, ale vzhledem
k technologickému pokroku neni mozné data hodnotit manualné (dnes jsou pfistroje
schopny identifikovat az okolo 25 000 peptidi z MS? spektra v zavislosti na nastaveni
pfistroje a kvalité vzorku), a proto bylo potieba vyvinout G¢inné ndstroje bioinformatiky

s vysokou kapacitou (Goeminne et al., 2018).

3.6 Bioinformaticka analyza dat

S neustéle se zvySujicimi naroky na kvalitu pfistrojl, pfesnost a kvalitu zpracovavanych dat,
nejen v proteomice, ale napfi¢ védnimi obory, bylo potfeba zacit se zabyvat vyvojem
bioinformatickych ndastrojii, které procesy automatizuji a vyrazné urychli (Keller ef al.,
2002). I ptfes to, ze bylo vyvinuto uz mnoho analytickych ndstroji a funkci, musi
byt vyteseny jest¢ dalSi zbyvajici vyzvy: detailni anotace nebo tvorba validovanych

pracovnich postupt z dostupnych nastrojl s jejich naslednou implementaci.

Nejvétsi problém predstavuje reprodukovatelnost. Pokud je analyza zavisld na jednom
softwaru, tak je tim padem zdvisla i na jeho dostupnosti a vyvoji. S pfechodem na jiny

software by byly témé&f urcité generovany jiné vysledky (Palmblad et al., 2019).

3.6.1 Databaze
Vyhleddvani na zdkladé MS/MS spekter lze charakterizovat jako rozpoznavani
a porovnavani experimentalnich dat s daty v databazi, pfi¢emz jsou hledana ta data, kterd

si nejvice odpovidaji v rdmci zadanych parametra.

Vétsina algoritmt pfitom sdili nékolik spolecnych rysi. Kriticka je naptiklad reprezentace
amira podobnosti dat, nicmén¢ formaty pouzivané pro uklddani dat a formaty

pro prohledavani v databazich jsou odlisné (Kertesz-Farkas et al., 2012).

3.6.2 Vyhledavaci algoritmy

SEQUEST algoritmus pracuje na principu vzdjemné korelace. Korela¢ni funkce generuje
skore na zaklad€¢ porovnani ziskaného experimentdlniho spektra s teoretickym spektrem
ulozenym v databdzi. Informace experimentalniho spektra jsou nezbytné hned ve tfech
krocich. Zaprvé jako filtr pro selekci peptidi z databaze, které sdili podobnou hmotnost
puvodniho iontu s nezndmym peptidem, zadruhé béhem piedbézného filtru ‘closeness-of-
fit* pro vybér 500 kandidatnich peptidl a zatfeti v ramci korelace pro vytvoieni finalniho
skore (Obrazek 6) (McHugh et Arthur, 2008). Kazdému spektru je tedy pfifazen peptid

z databaze s nejvyssim celkovym skore (Keller et al., 2002).
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Experimentélni spektrum

Selekce peptidi s podobnou,
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Vypocet Sp +

Korelace

Peptidova Kandidatni Top 500 peptida Findlni skore
databaze peptidy

Obrizek 6: Zjednoduseny vyvojovy diagram SEQUEST algoritmu popisujici proces, kterym jsou poskytovana
skére pro identifikaci peptidii. Pievzato a prelozeno z McHugh et Arthur, 2008.

Program Mascot pouZziva pro identifikaci proteinii pravdépodobnostni skorovaci algoritmus,
ktery byl upraven z algoritmu MOWSE. Program Andrormeda je Siroce pouzivany nastroj
pro vyhledavani peptidi zaloZzeny na pravdépodobnostnim skorovani. Podobn¢ jako Mascot
umoziuje zpracovani dat s libovolnou hmotnosti fragmenti, dokaze pfifadit a skérovat
komplexni vzory PTM a zvlad4 pojmout velmi rozsahlé databaze. Program lze pouzivat
samostatné, nebo v ramci programu MaxQuant, nacez toto spojeni umoziuje analyzu

velkych datovych soubort (Cox et al., 2011).

3.6.3 Programy pro zpracovani dat

Vyrobci hmotnostnich spektrometr ke svym produktim ¢asto poskytuji vlastni software,
pfiCemz profesiondlni programy nabizi moznosti, kterymi freewarové verze vétSinou
nedisponuji (uzivatelska podpora, navody pro manipulaci s programem, intuitivni vzhled

a aktualizace platformy).

Prikladem je program Proteome Discoverer firmy Thermo Fisher Scientific, ktery umoziuje
statistické zpracovani velkych datovych souborl. Disponuje ndstroji pro interpretaci dat,

coz usnadniuje identifikaci a kvantifikaci proteinii v komplexnich biologickych vzorcich.

Program umoziuje provadét proteinové a peptidové identifikace, analyzu post-translacnich
modifikaci (PTM) nebo izobarického znaceni (pt. iTRAQ) a label-free kvantifikace.
Je podporovano mnoho algoritm pro praci s databazemi (SEQUEST™, Mascot nebo
MSAmanda), tyto kiizové kombinace navic zvySuji validitu vysledkli (“Proteome
Discoverer Software - CZ,” 2020). Pfesnéjsi predikce fragmentacnich hmotnostnich spekter
je zabezpecena neuronovou siti Prosit, ktera je licencovana ve spolupraci s MSAID GmbH
(“New Thermo Scientific Proteome Discoverer 2.5 software strengthens laboratory

workflows,” 2020).
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Dal§imi programy jsou: ProteinScape™ firmy Bruker, ProteinPilot™ firmy AB SCIEX
nebo The MassHunter™ firmy Agilent. ProteinPilot™ kombinuje algoritmy s intuitivnim
uzivatelskym rozhranim, umoziuje proteinovou identifikaci a vyhledavani velkych pocti
PTM bez nartstu ¢asového vytizeni a faleSné pozitivity (Seymour ef Hunter, 2018). Program
ProteinScape™ vyuziva algoritmus Mascot spole¢né s algoritmy pro vyssi spolehlivost
a kvalitu vyslednych identifikaci. Soucasti programu jsou mozné PTM, teoretickd
fragmentacni spektra nebo rekalibracni nastroje. Po uspé$né identifikaci proteinu program
automaticky pfifazuje informace o taxonomii nebo strukturdlnich vlastnostech z externich

databazi (“ProteinScape - Bruker Daltonics Inc. Technical Documentation,” 2015).

Velmi pouzivanym volné€ dostupnym programem pro kvantitativni proteomiku je MaxQuant
vyuzivajici funkci ‘match between runs‘. Je schopen pfifadit m/z prekurzorového iontu
a retencni Cas piku mezi jednotlivymi béhy vzorki, a miZze tak odvodit identitu peptidu
zbéhu s MS2 identifikaci. Program Skyline disponuje uZzivatelskym rozhranim, které
zjednoduSuje vyvoj MS metod a analyzu dat zcilenych proteomickych experimentl
provadénych pomoci ‘selected reaction monitoring‘ (SRM). Umoziluje tvorbu MS/MS
knihoven diky Siroké nabidce zdrojii SRM filtri a ovéfovani vysledkl na zakladné jiz diive
ziskanych dat. Je mozné importovat soubory z ptistrojii firem Agilent, Applied Biosystems,

Thermo Fisher Scientific a Waters (MacLean et al., 2010).

3.7 Diagnostika v oblasti 1é¢by neplodnosti

Mnoho védeckych tyml se zabyva identifikaci biomarkerti pro stanoveni vhodné doby
implantace embrya. Markery receptivity endometria Ize stanovovat vice zplsoby,
ultrazvukovym vySetfenim, biopsii, hysterektomii nebo aspiraci endometrialni tekutiny.
Piestoze byly nalezeny asociace mezi t¢hotenstvim, tlouStkou a vzorem endometria nebo
pfitomnymi molekulami, nizka schopnost predikce uspé$ného t¢hotenstvi neumoziuje jejich

plosné pouzivani v klinické praxi (Craciunas et al., 2019).

3.7.1 Diagnostika receptivity endometria

‘Endometrial receptivity analysis® (ERA) test hodnoti profil genové exprese s cilem
identifikovat specificky transkriptomicky profil, diky kterému by bylo mozno piesngji
nacasovat transfer embrya. Provadi se invazivni biopsie endometria v obdobi WOI, nasledna

extrakce RNA, NGS analyza a hodnoceni (Obrazek 7).
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Vzorky jsou déleny na receptivni, nereceptivni, pre-receptivni a post-receptivni pomoci
statistickych metod (Craciunas et al., 2019), s hlavnim zdmérem zamrazeni embryi
pro ptenos v dob¢, kdy je télo nejlépe pripraveno. I kdyz byl test komercné nabizen jako
uspésny nastroj pro zvyseni presnosti a uspesnosti implantace, existuje mnoho otazek, které

doposud nebyly zodpovézeny.

1 2 3 4 5
o~ i o~
(@ Z ® \ ) s
{ ) \ ) A ) ¥ f
Biopsie endométria Extrakce RNA NGS analyza Report Nacasovani

transferu embrya
g)l;rlézek 7: Diagnostika pomoci ERA testu. Pfevzato a pfelozeno z Endometrial Receptivity Analysis Test | Igenomix,
Protoze jsou arraye v dneSni dob¢ z velké ¢asti nahrazeny sekvenovanim druhé generace
(NGS), a neni jasné kolik geni by mélo byt testovano, mnoho védeckych skupin
pouzivajicich arraye identifikovalo rizny pocet geni, které jsou béhem WOI up-regulovany
nebo down-regulovany. Navic pro implantaci embrya je nezbytny jeho kontakt
s endometriem, nicmén¢ biopsie je provedena jest¢ pred timto kontaktem, coz predstavuje
dalsi limitaci. Bez standardni metody, se kterou by bylo mozné vysledky porovnavat, nelze
bezpecné urcit, zda mlize pouziti ERA testu vyznamné zvysit miru GspéSnosti implantace

(Ben Rafael, 2021).

‘Endometrial microbiome metagenomic analysis® (EMMA) hodnoti endometridlni floru
z hlediska kvantifikace vSech pfitomnych bakterii. Soucasti EMMA testu je i ‘Analysis
of infectious chronic endometriosis‘ (ALICE) test, ktery identifikuje patogenni bakterie

podilejici se na vzniku chronické endometriozy.

Test poskytuje informaci, zda je mikrobialni slozeni wvnitinitho prostfedi vhodné
pro implantaci embrya, hodnoti mnozZstvi zdravi prospéSnych bakterii, ale i nejCastéjSich

patogennich bakterii (Moreno et al., 2018, 2016).

3.7.2 Diagnostické metody pro vysSetieni spermii a Zenského pohlavniho ustroji

Ve 40-50 % pftipadl je neplodnost na strané muze. Pfi¢inami jsou: nizky pocet spermii,
poruchy aktivity, motility nebo morfologie spermii, coz lze zjistit provedenim laboratornich
testli (Kumar et Singh, 2015). Mohou byt provedeny i dalsi 1¢kai'ské vykony, jako ultrazvuk

varlat, trans-rektalni ultrazvuk, hormonalni testy, post-ejakulacni urianalyza, genetické testy
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nebo biopsie tkané varlat (“Diagnostic evaluation of the infertile male,” 2015). Ultrazvukové
vySetieni jsou rychlé, relativné levné a zdravi neohrozujici zakroky, slouzici jako podptirné

informace dopliiujici celkovy stav pacienta (Morgan et Bell, 2015).

U Zen jsou nejprve provedeny krevni testy a je stanovena hladina hormonti (pf. progesteron).
Tyto testy jsou provadény na zakladé pravidelnosti menstruacniho cyklu. Mohou
byt provedeny i testy na sexualné ptenosné choroby (chlamydie mohou negativné ovlivnit

plodnost Zeny).

Velmi pouzivanou metodou je ultrazvukové vysetfeni zaméfujici se na kontrolu vajecnikd,
délohy a vejcovodii. Onemocnéni postihujici délohu, jako jsou endometridza Ci fibréza,
mohou mit vyrazny negativni efekt na GspéSnost poceti, zaroven je vySetfeni schopno odhalit
mozné srusty nebo blokace prichodnosti vejcovodi. Invazivnéjsi metodu predstavuje
laparoskopické vysSetfeni, kdy je do téla pacientky malym fezem zaveden laparoskop
zakonceny kamerou (Cena et al., 2020; “Diagnosis of infertility” 2017). V ptipadé¢ potieby

muze lékar provést i biopsii endometria (Hoffman, 2021.).

3.7.3 Studie panelu biomarkeri pritomnych v cervikalnim hlenu

Biomarkery jsou uplatiiovany pfi klasifikaci, screeningu a predikci, méteni toxickych nebo
preventivnich expozic nebo jako diagnostickd pomtcka pro individualizovany postup 1é€by.
Diagnosticky marker je vyuzivan u pacienta vykazujiciho urc¢ité symptomy, screening
je uplatiiovan v ptipadé, kdy zadné¢ symptomy neexistuji (v pocatecnich stadiich nemoci)
au pacientll s onemocnénim slouzi prognostické markery k predikci opakovéani nebo

progrese nemoci.

Proces studia biomarkeru ma nékolik fazi, je nutno marker identifikovat, poté nasleduje série
evaluacnich klasifika¢nich krokt a na konec je hodnocen vliv biomarkeru na klinicky stav
pacienta, pficemz kazdym krok mulize byt popsan n¢kolika samostatnymi studiemi (Pepe

et al., 2008).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

o Vzorky cervikdlniho hlenu odebrané v ramci studie BIOMER.

o Vsechny vzorky byly odebrany na zdkladé informovaného souhlasu pacientek.
4.2 Pristroje a zafFizeni

o Analytické vahy SBC21 (Scaltec)

o Centrifuga ROTINA 420R (Hettich)

o Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf)

o Eppendorf MiniSpin (Eppendorf)

o Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)

o Magneticka michacka s ohfevem MSH 300 (Biosan)
o MS Vortex Incubator (Major Science)

o pH metr inoLab 7110 (WTW)

o Sonopuls (Bandelin)

o Spektrofotometr EnSpire® (PerkinElmer)

o Sunflower Mini-Skaker (Biosan)

o Trepacka Reax control (Heidolph)

o Vodni vyhtivana lazen SUB Aqua 12 Plus (Grant)
o Vyhftivany termostat Bio TDB-100 (Biosan)

o Zasobnik deionizované vody Milli-Q (Millipore)

4.3 Software

o EnSpire Manager, verze 4.10.3005.1440

o Microsoft® Excel®, verze 16.0.11929.20436
o Proteome Discoverer 2.4. 0. 305

o MaxQuant 1.6.2.10

o Perseus1.6.2.2

4.4 Chemikalie

o Aceton (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 650501)
o Acetonitril (Merck Millipore, kat. ¢. 100029)
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o Dithiothreitol (Roche, kat. ¢. 56166122)

o Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71729)

o Hydrogenuhli¢itan amonny (Fluka; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 09830)
o Jodacetamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11149)

o Kyselina octové (Fluka; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 49199)

o Kyselina chlorovodikovéa (mikroCHEM®, kat. ¢. 10172LP20)

o Kyselina trifluorooctova (Fluka; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 14264)

o Methanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06035)

o Mocovina (Sigma-Aldrich, kat. ¢. U5378)

o MS voda (Merck Millipore)

o Pierce™ kyselina trifluoroctova (Thermo Scientific™, kat. ¢. 85183)
o Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Roche, kat. ¢. 10708976001)
o Trypsin/LysC Mix (Promega, kat. ¢. V5073)

4.5 Soupravy

o Pre-Diluted Protein Standards: Bovine Serum Albumin (BSA) Set (Thermo
Scientific™, kat. ¢. 23208)
o Pierce® 660 nm Assay
e Pierce® 660 nm Protein Assay Reagent (Thermo Scientific™, kat. ¢. 22660)
e Tonic Detergent Compatibility Reagent (Thermo Scientific™, kat. €. 22663)
o Pierce™ BCA Protein Assay
e Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific™, kat. ¢. 23223)
e Pierce™ BCA Protein Assay Reagent B (Thermo Scientific™, kat. ¢. 23224)

4.6 Roztoky

o FASP lyza¢ni pufr (4% SDS, 0,1 mol-1"! dithiothreitol v 0,1 mol.I'! Tris-HCI, pH 7,6)
o 0,1 mol.I'! Tris-HCI (pH 7,6 a pH 8,5)

o 0,05 mol.I'' Tris-HCI pH 8,5

o UA (8 mol-I'" mo¢ovina v 0,1 mol.1"! Tris-HCI pH 8,5)

o IAA (0,05 mol-I'! jodacetamid v UA)
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4.7 Pouzité experimentalni a vyhodnocujici postupy

4.7.1 Priprava vzorki

Vzorky cervikalniho hlenu byly rozmrazeny na ledu a byly kratce zcentrifugovany.
Dle navodu byl pfipraven FASP lyzacni pufr, ktery byl ke kazdému vzorku piidan
v mnozstvi 500 pul a néasledné byla provedena sonikace ultrazvukovou jehlou Sonopuls

amplituda: 65 %, ¢as: 1 min, puls: 1 s, pauza: 1 s).
p p p

Dale bylo pfipraveno ¢inidlo pro kompatibilitu s ionogennimi detergenty (Metoda Pierce
660 nm). Do 96 jamkové desti¢ky byly napipetovany standardy BSA (125-2 000 pg-ml™),
jako blank byla pouzita deionizovand voda a FASP lyzaéni puftr. Standardy, vzorky, blank
i voda byly napipetovany v duplikatech v objemu 10 pl. Pfipravené ¢inidlo bylo ptidano
do odpovidajicich jamek v objemu 150 pl. Desticka byla michdna 1 min, inkubovana 5 min
pfi pokojové teplot¢ a byla zméfena absorbance. Byla vytvofena kalibracni kiivka
(v programu Excel) a pomoci rovnice linedrni regrese byly vypocitany nezndmé koncentrace
vzorkl, ze kterych byl vypocitan objem s obsahem 100 pg proteinu pro nasledné Stépeni.
U vzorkl o nizkych koncentracich bylo vypocitdino mnozstvi proteinu ve 400 pl. Podle
téchto vysledkii byly vzorky ptepipetovany do novych oznacenych zkumavek a 10 min

inkubovény pfi 95 °C.

4.7.2 Stépeni proteinii na membrané (FASP)

Stépeni bylo provedeno dle nami modifikovaného navodu (Wisniewski, 2016). Na filtry
s membranami Millipore Microcon 30 bylo naneseno 100 pg proteinu, ovSem u vzorkl
o nizké koncentraci bylo naneseno 400 pl pavodniho vzorku. Bylo pfidano 200 pl roztoku
UA a membréany byly centrifugovany pii 12 500 g 15 min, namisto uvadénych 10 000 g.
Nasledovalo ptfidani 100 ul UA a centrifugace. Obsah, ktery filtry protekl byl odstranén
a bylo pfidano 50 ul IAA, vzorky byly 20 min inkubovany ve tmé. Po uplynuti inkubace
byly filtry promyty: 2x 100 ul UA a 2x 100 ul 0,05 0,05mol-I"! Tris/HCI pH 8,5.

Enzymatické Stépeni bylo provedeno pouzitim Trypsin/LysC Mix pfes noc.

Koncentrace peptidii po digesci byla zjisténa pomoci BCA metody. Do 96 jamkové desticky
byly v duplikatech napipetovany standardy (125-2 000 pg-ml™"), blank (MS-H20
a 0,05mol-I"! Tris/HCI pH 8,5) a vzorky v objemu 10 pl. BCA ¢inidlo bylo pfipraveno
dle navodu vyrobce a bylo ptidano do vSech obsazenych jamek v objemu 200 pl, desticka
byla 30 min inkubovéana pii 37 °C. Byla zméfena absorbance pomoci spektrofotometru,

v programu Excel byla vytvotfena kalibracni kiivka a byly vypocitany koncentrace peptida
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v jednotlivych vzorcich. Posléze byl vypocitan objem vzorkli s obsahem 10 pg peptidd,
ktery byl pienesen do novych oznacenych zkumavek (u dvou vzorkl bylo na C18 kolonu
naneseno polovi¢ni mnozstvi, 5 pg peptidi, z ditvodu nizsi koncentrace). U péti vzorki byly

koncentrace pftilis§ nizké, a proto byly vytazeny.

4.7.3 Precipitace detergentii

Z divodu mozné kontaminace vzorkli detergenty bylo provedeno srazeni ledovée
vychlazenym acetonem. Ke vzorkim byl pfidan 1 ml ledového acetonu, vzorky byly
20 s protfepavany a 10 min inkubovany. Po uplynuti inkubac¢ni doby byly vzorky
centrifugovany 10 min pfi 10 000 g. Supernatant byl odstranén, ale zkumavky byly

ponechany 30 min oteviené, aby doslo k tplnému odpareni acetonu.

4.7.4 Purifikace peptidi

Pro ptecisténi vzorki byla pouZzita metoda Stage Tip. Aktivace C18 kolonek byla provedena
pfidanim 100 pl metanolu a centrifugaci pti 3 000 g 2 min. Na kolonky bylo pfidano 100 pl
80% ACN, 0,1% AA a nasledovala centrifugace pfi 3000 g 2 min. Kolonky byly
proplachnuty 100 pul AA a centrifugovany 2 min 3 000 g. Byly naneseny vzorky s obsahem
10 pg peptidu a opét byla provedena centrifugace. Nasledovalo proplachnuti kolonek 100 pl
0,1% AA. Kolonky byly pfeneseny do novych zkumavek a byla provedena eluce 100 pl
80% ACN, 0,1% AA. Obsah zkumavek byl poté odpafen a rozpustén v 50 pl 0,1% TFA.
Takto pfipravené vzorky byly pieneseny do vialek, ¢imz byly pfipraveny pro MS analyzu.

4.7.5 LC-MS/MS analyza

Vzorky byly separovany pomoci kapalinového chromatografu Dionex UltiMate 3000
a LC-MS/MS analyza byla provedena s vyuzitim hmotnostniho spektrometru Thermo
Orbitrap Elite. HPLC separace zahrnovala odsoleni na Acclaim PrepMap 100 koloné
(100 pm x 2 cm, CI8, 5 um, 100 A) a analytickou separaci na PrepMap RSLC
(75 um x 50 cm, C18, 2 um, 100 A). Pro naneseni vzorku a odsoleni byla vyuzita HPLC
nanaSeni pumpa s pratokem 6 pl/min a 1% acetonitril s 0,05% kyselinou trifluoroctovou.
10 min po naneseni byl ventil kolony pfepnut a separace byla provedena pomoci nanopumpy
s prutokem 300 nl/min do 125. min srostoucim gradientem mobilni faze B
(od 2 % do 40 %). Jako mobilni fdze A byla pouzita 0,1% kyselina mravenci ve vodeé a jako
mobilni faze B slouzila 0,1% kyselina mravenc¢i v acetonitrilu. Po uplynuti 125 min byla

kolona 10 min ¢isténa 95% B a byla ekvilibrovana 2% B do ukonceni béhu (tj. do 165. min).
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RozliSeni Orbitrapu bylo nastaveno na hodnotu 120 000 a hmotnostni rozsah na hodnotu
350-1 500. Fragmentace byla provedena pomoci linedrni iontové pasti vyuzivajici

CID fragmentac¢ni mod.

Jako kontroly slouzily vzorky hovéziho sérového albuminu, které¢ byly injektovany vzdy

pted a po Sarzi vzorku a také mezi kazdou 10. injekci.

4.7.6 Zpracovani dat a vyhodnoceni v programu Proteome Discoverer

Zpracovani raw dat bylo provedeno v programu Thermo Proteome Discoverer 2.4.0.305.
Vramci funkce ‘Spectrum files re-calibration® byla pouzita databdze UniProt
(Uniprot_organism_human 20190311) s trypsinem jako S$tépicim enzymem. Dale byly
nastaveny parametry pro ocekdvané modifikace, jako staticka modifikace byla nastavena
karbamidometylace cysteinu a jako dynamické modifikace byly zvoleny oxidace methioninu
a acetylace N-konce proteinu. Jako minimalni délka peptidu byla nastavena hodnota
6 aminokyselin. Pro vybér prekurzoru u funkce ‘Spectrum Selector® bylo zvoleno rozpéti

Cvwr

na 2 000.

Prohledavani bylo provedeno pomoci algoritmu SequestHT, bylo nastaveno vynechéani
maximalné 2 $tépnych mist, minimalni délka peptidu 6 aminokyselin a maximalni délka
144 aminokyselin. Hmotnostni tolerance prekurzoru byla nastavena na 10 ppm a hmotnostni
tolerance fragmentu na 0,6 Da. Validita prohledavani byla zkontrolovana pomoci funkce
‘Percolator’, pficemz validace byla zaloZena na ‘q-value‘. Chromatografické vlastnosti byly

zhodnoceny pouzitim funkce ‘Minora Feature detection®.

Konsensualni protokol byl zahajen extrakci identifikovanych nebo kvantifikovanych peptida
z ‘MSF Files‘. ‘Feature Mapper‘, v prvni vétvi, byl vyuzit pro vyrovnani reten¢niho casu
s maximalnim posunem 10 min a s hodnotou 5 pro minimélni signal/Sum ‘treshold‘.
‘Precursor Ion Quantifier’ provedl label-free kvantifikaci na zédklad¢ unikatnich peptida,
pfi¢emz byly brany v uvahu proteinové skupiny a sdilené kvantifikacni vysledky. Druha
vétev konsensudlniho postupu, zacinajici z ‘MSF Files, byla zaméfena na validaci peptida
a proteinl, kdy prvni funkci byl ‘PSM Grouper® se ‘Site Probability Treshold* s hodnotou
95. Nasledoval ‘Peptide Validator® s automatickym validaénim médem se “Strict Target
FDR® 0,01 a ‘Relaxed Target FDR* 0,05. Validované peptidy byly zpracovany vyuZzitim
‘Peptide and Protein Filter* (s vysokou jistotou a minimalni délkou peptidu 6 aminokyselin).

Zahrnuti vysledkl s nizkou jistotou a vynechani peptidi bez reference bylo nastaveno
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na ‘False‘. Minimalni pocet peptidovych sekvenci byl nastaven na 2. Nésledoval ‘Protein
Scorer® spojeny s ‘Protein FDR Validator‘, ktery byl nastaven na ‘Strict FDR* 0,01
a ‘Relaxed FDR* 0,05 a s funkci ‘Protein Grouping® vyuzivajici ‘Apply Strict parsimony*.

4.7.7 Zpracovani dat a vyhodnoceni v programech MaxQuant a Perseus

Raw data byla pro porovnani vyhleddna i v programu MaxQuant 1.6.2.10. Pro vyhledavani
byla pouzita databdze UniProt organism human 20190311 a vyhledavaci algoritmus
Andromeda. U nékterych pfedem danych parametrii byly provedeny zmény v nastaveni,
Sté€picim enzymem byl zvolen Trypsin/P a bylo nastaveno vynechani maximalné 2 Stépnych
mist. Déle byly nastaveny modifikace, fixni modifikaci byla zvolena karbamidometylace
cysteinu a jako variabilni modifikace byly nastaveny oxidace methioninu a acetylace
N-konce proteinu. Byla zvolena label-free kvantifikace a také byla nastavena funkce ‘match
between runs‘. Minimalni délka peptidu byla nastavena na 7 aminokyselin a jako decoy

databéaze byla pouzita sekvence z piivodni datab4ze v opacném sméru ¢Eteni.

Soubor PeptideGroups.txt byl nahrdn do programu Perseus 1.6.2.2., ve kterém bylo
provedeno vyhodnoceni dat. Byly vyfiltrovany a odebrany proteiny identifikované v rdmci
decoy databaze, potencidlni kontaminanty a proteiny identifikované modifikovanym
peptidem. Na zaklad¢ téchto Uprav byla vytvofena heat mapa a PCA plot, stejn¢ jako

v ptipad€ Proteome Discoverer programu.
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5 VYSLEDKY

Bioinformatickd analyza a vyhodnoceni byly provedeny pro sadu dfive zpracovanych
vzorkil cervikdlnich hlent, a to z divodu technické poruchy hmotnostniho spektrometru

v dobé realizace experimentalni ¢asti diplomové prace.

Vzorky cervikalniho hlenu jsou slozitého, komplexniho charakteru a u jejich pfipravy
pro MS analyzu je nutno nejprve pfipravit homogenni smés. Toho bylo dosazeno sonikaci
vzorkil ve FASP lyza¢nim pufru ultrazvukovou jehlou Sonopuls. U pfipravenych vzorki
byly zjistény hodnoty absorbance pomoci metody Pierce 660 nm a byly vypocitany nezndmé

koncentrace proteind (Obrazek 8, Tabulka 1).
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Obriazek 8: Zavislost absorbance na koncentraci standardtl pro vypocet neznamych koncentraci
vzorki cervikalniho hlenu.

Tabulka 1: Koncentrace proteinti ve vzorcich cervikalniho hlenu.

Vzorek c[pg-ml'] Vzorek c[pg-ml'] Vzorek c[pg-ml’|

65 172,50 111 263,78 161 322,53
69 567,53 114 150,03 166 90,03
79 1566,28 115 281,28 177 73,78
83 398,78 119 40,03 178 271,28
920 241,28 133 80,03 193 52,53
96 125,03 145 118,78 196 1276,28
102 871,28 146 1357,53 214 398,78
104 897,53 148 42,53 216 67,53
107 68,78 152 577,53 210101 938,78
108 103,78 154 1230,03 210206 712,53
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Dle navodu byla provedena metoda FASP, na membrany bylo naneseno 100 pg proteini

(nebo maximalni mozné mnozstvi; Tabulka 2) a bylo provedeno enzymatické Stépeni

pomoci Trypsin/LysC Mix.

Tabulka 2: Mnozstvi vzorkid v pg pro aplikaci na membranu pro FASP.

Vzorek m[pg] Vzorek mipg] Vzorek m[ug]
65 69,01 111 100,00 161 100,00
69 100,00 114 60,01 166 36,01
79 100,00 115 100,00 177 29,51
83 100,00 119 16,01 178 100,00
90 100,00 133 32,01 193 21,01
96 50,01 145 47,51 196 100,00
102 100,00 146 100,00 214 100,00
104 100,00 148 17,01 216 27,01
107 27,51 152 100,00 210101 100,00
108 41,51 154 100,00 210206 100,00

Po Stépeni byly zjiStény koncentrace peptidi pomoci metody BCA (Obrazek 9)

a byl vypocitan objem s obsahem 10 pg peptidu, pfi¢emz 5 vzorkl bylo vytazeno a u dvou

(65 a 104) byly hodnoty ptfepocitany na polovicni mnozstvi (Tabulka 3).
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Obrazek 9: Zavislost absorbance na koncentraci vzorkii standardd pro zjisténi objemt vzorkd
s obsahem 10 mg peptidu.
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Tabulka 3: Objemy vzorkl s obsahem 10 pg peptidu (vz. 65 a 104: 5 pg peptidu).

Vzorek V [ul] Vzorek V [ul] Vzorek V [ul]
65 120,77 115 66,49 178 101,63
79 22,50 119 13,45 193 20,52
920 105,93 145 160,26 196 45,37
96 14,72 146 19,59 214 146,20
102 114,42 148 45,17 216 16,85
104 196,85 154 21,72 210101 23,18
107 19,29 161 65,19 210206 24,79
108 174,22 166 18,07
111 26,50 177 30,92

U vzorki byla provedena precipitace detergentii ledovym acetonem, nasledovana purifikaci

peptidi na Stage Tip kolonkach. Vzorky byly odpafeny a rozpustény v 0,1 % TFA,

¢imz byly pfipraveny pro MS analyzu.

Pro MS analyzu byl vyuZzit hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite firmy Thermo Fisher

Scientific.

Data diive zmétenych vzorktl byla zpracovana v programech Proteome Discoverer 2.4.0.305

a MaxQuant 1.6.2.10. Bylo vyzkouSeno nékolik optimaliza¢nich variant vyhleddvani a byly

zvoleny metody s nejvys$im poctem identifikact.
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5.1 Vyhodnoceni v programu Proteome Discoverer

V ramci vyhledavani v programu Proteome Discoverer bylo identifikovano celkem 15 812
proteintl, z cehoz 2 531 bylo oznaceno jako ‘Master‘. Byl vytvoten graf znazoriujici pocet
identifikovanych proteinii ve vzorcich. Rozptyl téchto identifikaci se v jednotlivych
vzorcich velmi lisi, u n€kolika vzorkii bylo identifikovano pouze malé mnozstvi proteind

(okolo 20), ovsem u vétSiny vzorkl se hodnoty pohybovaly v rdmci stovek identifikaci

(Obrazek 10).
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Obrazek 10: Graf znazornujici pocty identifikovanych proteinti v jednotlivych vzorcich.

Byla provedena uprava vybéru vzorkii a byly odebrany vzorky s minimdlnim poctem

identifikaci (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Graf po¢tu identifikovanych proteini v jednotlivych vzorcich po odstranéni vzorkti s minimalnimi pocty.
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Zaroven byla vytvorena heat mapa a nésledn¢ i PCA plot (Obrazky 12 a 13). V ramci
tii hlavnich vytvofenych klastri heat mapy se odd¢lil jeden, ve kterém vSechny vzorky
patfily pacientkam, které byly gravidni (vzorky 17, 36, 57 a 58). Tento klastr by mohl
predstavovat potencialni zdroj dalSiho studia identifikace a charakterizace diagnostickych

biomarkert receptivity endometria.

31 29 33 3332 28 3

Vek 3127 31 35 36 27 36 33 30 27 25 3132 28 33 35 29
Téhotenstvi 0 0 0 1 0 0 1 00 0 0 11 0 11 1 01 1 1 1 |
ID vzorku 37 27 75 99 72 E 56 % 5 33 73823531 2 63 Z 1008 17 36 57 S8
= = g 2 =
o ;’ 3 = 53 &

Obrazek 12: Heat mapa vysledkt vzorkt cervikalniho hlenu vytvofena v programu Proteome Discoverer.
Legenda: Anotace klastrti na zakladé ID vzorku, v€ku a téhotenstvi pacientek (0 ne, 1 ano).
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Po vytvoteni PCA plot grafu (Analyza hlavni komponenty) doslo k rozfazeni vzorkl
do nékolika skupin, ve kterych veék nebyl hlavnim odliSujicim parametrem. Vzorky jsou
déleny spise podle uspésnosti otéhotnéni. VétSina vzorki se sdruzila do jedné skupiny
zahrnujici jak t€hotné, tak net€hotné pacientky, ale také lze pozorovat podobnou distribuci
vzorkl téhotnych pacientek ve spodni polovin€ PCA plot grafu. Tato skute¢nost bude

pfedmétem dal§iho zkoumani.
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Obriazek 13: Analyza hlavni komponenty pro vzorky cervikélniho hlenu provedena v programu Proteome

Discoverer.

Legenda: Horni udaj — veék pacientky; prostfedni tidaj — t€hotenstvi (0 ne, 1 ano), spodni udaj — ID vzorku;

¢ervené ohraniceni — vzorky t¢hotnych pacientek
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5.2 Vyhodnoceni v programech MaxQuant a Perseus

Pomoci programii MaxQuant a Perseus bylo identifikovano celkem 3 343 proteint.
Po pouziti filtrii k odstranéni kontaminantii, proteinii identifikovanych v ‘decoy* databazi
a proteinti  identifikovanych modifikovanymi peptidy, odpovidal konec¢ny pocet

3 133 proteintim.

Pro jednotlivé vzorky byly v programu vytvofeny histogramy na zakladé namétenych
intenzit. Nejprve byla provedena normalizace hodnot vyuzitim funkce Z-skore (pramér
kazdého tadku/sloupce je odecten od kazdé hodnoty a vysledek je nasledné vydélen
smérodatnou odchylkou daného tadku/sloupce) a poté byla vyuzita funkce imputace,
‘Replace missing values from normal distribution‘ (chybéjici hodnoty jsou doplnény

nahodnymi hodnotami, které vychazi z klasické distribuce) (Obrazek 14).

Na uvedenych ptikladech histogramt jednotlivych vzorka lze sledovat rozdily v intenzitach
zastoupenych proteintl, napt. ve vzorku 100 se bylo identifikovano velké mnozstvi proteinii
s nizkou intenzitou, oproti tomu se ve vzorku 27 vyskytuje vys§i mnoZzstvi proteinti
se silngjsi intenzitou. U vzorklh 36 a 58 je piitomno vice proteini s vyss$i intenzitou,

coz znazoriuje i nize uvedena heat mapa (Obrazek 15).
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Obriazek 14: Histogramy zndzoriiujici intenzity proteint v jednotlivych vzorcich cervikélnich hlenti vytvorené
v programu Perseus.

33



Byla vytvofena heat mapa (Obrazek 15), ve které doslo k rozdé€leni vzorki do nékolika
skupin. Ziskané intenzity byly velmi nizké a vzorky gravidnich pacientek odpovidajici
jednomu klastru (identifikované v Proteome Disroverer programu) se v tomto piipade
rozdélily odliSnym zplsobem, coz je zplsobeno skutecnosti, ze byly vyuzity dva rtizné
programy pro vyhledavéani. Vzorek 17 pfedstavuje samostatnou vétev. Spole¢nou skupinu

ale tvoti vzorky 36 a 58. Vzorek 57 vytvofil samostatnou skupinu.
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Obrazek 15: Heat mapa vysledkG vzorki cervikdlniho hlenu vytvofena v programu Perseus.
Legenda: Anotace klastrti na zakladé ID vzorku, v€ku a téhotenstvi pacientek (0 ne, 1 ano).
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Nasledné byl vygenerovan PCA plot (Obrazek 16), stejné jako v ptipadé¢ pouziti pfedchoziho
programu. Pro rozdéleni vzorkii opét nebyl hlavnim parametrem vék pacientky. Kromé
vzorku 17 se sledované vzorky téhotnych pacientek sdruzuji blizko sebe, vzorky 36 a 58

v heat map¢ vytvofily jeden klastr, a i v PCA plot rozd¢leni jsou umistény blizko sebe.
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Obriazek 16: Analyza hlavni komponenty pro vzorky cervikalniho hlenu provedena v programu Perseus.

Legenda: Horni udaj — veék pacientky; prostfedni tidaj — t€hotenstvi (0 ne, 1 ano); spodni udaj — ID vzorku; Cervené
ohraniceni — vzorky té¢hotnych pacientek
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5.3 Srovnani vysledki vyhledavani

Vysledky vyhledavani ziskané v programech MaxQuant a Proteome Discoverer byly
porovnany a byl vytvofen Vennlv diagram. V programu MaxQuant bylo celkem
identifikovano 3 133 proteinti a v programu Proteome Discoverer tato hodnota odpovidala
2 531 proteinlim. Oba programy shodné identifikovaly 1 144 proteini. Pocet proteint, které
byly identifikovany jen programem MaxQuant odpovidal 1 989 a pocet proteinti, které byly

identifikovany pouze programem Proteome Discovever byl 1 387 (Obrazek 17).

Obrazek 17: Venniv diagram znazorfujici pocet identifikovanych proteinii pouze v programu MaxQuant (MQ),
pouze v programu Proteome Discovever (PD) a proteint identifikovanych v obou programech (MQAPD).
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5.4 Analyza ziskanych vysledki

Byly vybrany proteiny pfitomné u vSech vzorkll te¢hotnych pacientek ze samostatného
klastru (Obrazek 12; ID vzorku: 17, 36, 57 a 58) s vysokou intenzitou, a byly vyhledany
jejich biologické funkce v lidském organismu (Tabulka 4). V heat mapach obou programii
sice doslo k odlisnému rozdéleni téchto vzorkd, ale v PCA plot grafech Ize pozorovat jejich
podobné rozlozeni (odchylka jen u vzorku 17). Tyto vzorky byly vybrany, jelikoz by mohly

potencialné predstavovat zaklad dal§iho vyzkumu.
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Tabulka 4: Proteiny snejvyssi intenzitou u vzorkd vybranych téhotnych pacientek

(ID vzorku: 17, 36, 56 a 57).

Oznaceni Nazev proteinu Biologicka funkce
P04406 Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendaza  Imunita
H6VRFS8 Keratin | Strukturalni protein
P00338 L-laktat dehydrogenaza A fetézec Metabolismus
AOAO24RINI Myosm, H polypeptid 9, nesvalova Aktin Vazebpa funkce
izoforma CRA a Motor protein

P13639 Elongac¢ni faktor 2 Biosyntéza proteinti

. . Transport
P02647 Apol tein A-I

polipoprotemn Aktivace motility spermii
P02790 Hemopexin Transport
COoJYY2 Apolipoprotein B, izoforma CRA a Transport
P03973 Antileukoproteinaza Imunita
P04083 Annexin Al Imunita
P01008 Antithrombin-III Koagulace, hemostaze
P98088 Mucin-5AC Strukturalni protein
P01024 Complement C3 Imunita
Adaptivni imunita
P02671 Fibrinogen alfa fetézec Koagulace
Hemostaze

P21333 Filamin-A Vazebna funkce
P01023 Alfa-2-makroglobulin Zanétliva reakce
VoGYM3 Apolipoprotein II Transport lipidi

VOHWSS Calreticulin, izoforma CRA_b Sbalovini proteind
- Spermatogeneze
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Dale byly vysledky srovnany s dostupnou literaturou (Andersch-Bjorkman et al., 2007;
Grande et al.,, 2015) a vybrané proteiny byly rozdéleny do nasledujicich skupin:
konstitutivné exprimované proteiny, proteiny pre-ovulacni faze, proteiny ovulacni faze

a proteiny post-ovula¢ni faze (Tabulka 5).

Tabulka 5: Identifikované proteiny u vzorkd vybranych téhotnych pacientek (ID vzorku:

17,36, 57 a 58) rozdélené na zaklad¢ exprese dle faze ovula¢niho cyklu.

Oznaceni Nazev proteinu Biologicka funkce

Konstitutivné exprimované proteiny

P06702 Protein S100-A9 Imunita

P03973 Antileukoproteinaza Imunita
T rt

P02647 Apolipoprotein A-I ranspo

Aktivace motility spermii

Proteiny pre-ovulacni faze

P04083 Annexin Al Imunita

VOGYM3 Apolipoprotein 11 Transport lipidu

Proteiny ovulaéni faze

P98088 Mucin-5AC Strukturalni protein

Proteiny post-ovula¢ni faze

H6VRFS§ Keratin | Strukturalni protein
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6 DISKUSE

Neplodnost je stale Cast€ji diskutovanym problémem napfi¢ spolecnosti, tento trend
osobnich i pracovnich vztahii nebo zdravotnimi a nutricnimi navyky, které jsou rozsitené
ve spole¢nosti. Ackoliv jsou naptiklad vek ¢i vaha dalezitymi parametry (mimo problémy

na urovni genetiky), velky vyznam ma i stres a faktory okoli budoucich rodicu.

Spolecenské vnimani je zaloZzeno na dilezitosti, ktera je rodi€ovstvi pfipisovana. V mnoha
kulturéch je tlak vytvafen v ramci rodin nebo celych sousedstvi a komunit. Jakmile nastanou
problémy s oté¢hotnénim, musi se lidé tedy vyrovnavat i s reakcemi okoli. Velmi ¢asto jsou
pouzivany pojmy jako ‘tikajici biologické hodiny*, ‘snizovani vydrze, sily a vitality‘ v rdmci
snizujicich se zasob vaji¢ek a snizovani kvality spermii. Diivodem téchto problémil je,
ze je neplodnost vnimana jako socidlni problém, ktery vede ke stigmatizaci a ptipadnému

vylouceni jedince z rodiny/komunity (Grande et al., 2015).

Pokust o zvySeni ucinnosti IVF 1écby neplodnosti neustile piibyvd a bylo provedeno

n¢kolik rizné zamétenych studii.

Li-Jun Tang s kolegy identifikoval 60 proteint v lidské cervikovaginalni tekuting, pti¢emz
47 % bylo plazmatického ptvodu. Cast proteind pochazela zbunék vrozené imunitni
odpovédi, nékteré byly sekre¢nimi produkty aktivovanych fagocytl, které ses velkou
pravdépodobnosti vyskytuji v Zenském genitalnim traktu v obdobi zanétu. Identifikovanymi
proteiny neutrofilii jsou: laktoferin, calgranulin A a B nebo annexin Al a A3 (Tang et al.,

2007).

V roce 2007 Andersch-Bjorkman s kolegy publikoval studii, jejimz hlavnim cilem byla
identifikace zmén cervikalniho hlenu béhem menstrua¢niho cyklu. Bylo identifikovano
celkem 194 proteinli pokryvajicich velkou $kalu proteinovych funkénich tfid spojenych
s biologickymi procesy bunécného i sekreéniho charakteru (Andersch-Bjorkman et al.,

2007).

V cervikdlnim hlenu bylo identifikovano 42 specifickych proteinli pro pre-ovulacni fazi,
atovcéetné cystatinu C (marker pre-ovula¢ni faze), clusterinu (kontrola aglutinace
abnormalnich spermatozoi) nebo glycodelinu (inhibice funkce spermii). V post-ovulacni

fazi bylo identifikovano 17 specifickych proteini vcetné enzymu triosafosfat isomerasy,

40



strukturnich proteini kreatinii I a II nebo fetézcli spectrinu a dyneinu, které jsou nezbytné
pro udrzovani a organizaci filament. Byla zjiSténa i pfitomnost E3 ubiquintin-protein ligasy
SH3RF2 v obdobi ovulace a E3 ubiquintin-protein ligasy Topors v pre-ovulacni fazi cyklu,
pficemz tyto komplexy se podileji na degradaci proteind. Po provedeni bioinformatické
analyzy bylo zjiSténo, Ze hlavni ¢ast slozek ma katalytickou aktivitu (36 %) a druhd
nejpocetnéj$i skupina je tvofena vazebnymi proteiny (32 %), které jsou odpoveédné

za protein-protein interakce (Obrazek 18) (Grande et al., 2015).

Antioxida¢ni aktivita

(GO:00160029)
5%

‘Binding” aktivita
(GO:0005488)
32%

Katalyticka aktivita
(GO:0003824)
36%

Receptorova aktivita
(GO:0004872)
4%

Regulaéni aktivita
Strukturdlné molekulova aktivita ((iO:OOn}OB‘”
(GO:0005198) 9%
14 %

Obriazek 18: Analyza proteinii podle gene ontology (GO) anotaci molekularnich funkci. Pfevzato a pfelozeno
z Grande et al., 2015.

V roce 2017 byl také publikovan ¢lanek zabyvajici se identifikaci biomarkeru ve spojitosti
s diagnostikou lidského papilloma viru (HPV). Bylo zjisténo, Ze klasifikace proteomu
cervikovaginalni tekutiny je velmi slozita. Hlavni biologické role piipadaji k metabolismu
a modifikaci proteinli, imunitni odpovédi a obrané. Z hlediska lokalizace se vétSina
identifikovanych proteind nachéazela v cytoplazmé nebo extraceluldrnim prostoru. I pfes to,
Ze jsou proteiny povazovany za kvalitni kandidaty diagnostickych biomarkert, nebyl zatim

vytvofen zadny diagnosticky panel (Van Ostade et al., 2018).

S vyuzitim label-free kvantitativni proteomiky zaloZzené na LC-ESI-MS/MS byla
identifikovana aberantni exprese 27 proteint v ptipad¢ spinoceluldrniho karciomu, pfitom
nckteré jsou povazovany za potencidlni biomarkery: alfa-aktinin-4, vitronectin, annexin
Al (ANXA1l) a annexin A2 (ANXA2). Nejslibngji se jevi unikatni peptid
(FIENEEQEYVQTVK) nalezici ANXAIl, ktery byl down-regulovan v ptipadé¢

endocervikélniho adenokarcinomu (EAC) a adenokarcinomu in situ (AIS) (Shi et al., 2021).
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Vramci této diplomové prace bylo vprogramu Proteome Discoverer 2.4.0.306
identifikovano celkem 15 812 proteint ve vzorcich cervikalniho hlenu, z toho 2 531 bylo
oznaceno jako ‘Master‘. V programu MaxQuant 1.6.2.10 a Perseus 1.6.2.2 pocet identifikaci
odpovidal 3 343 a po pouziti filtrd 3 133. V pfipadé¢ programu Proteome Discoverer
vytvofena heat mapa poskytla tfi samostatné klastry, pficemz jeden byl tvofen pouze vzorky,
které pattily gravidnim pacientkdm. heat mapa vytvofena v programu Perseus rozdé¢lila
vzorky jinym zpiisobem, ale i tak sledované vzorky tvofi bud’ samostatné klastry, nebo

se sdruzuji (vzorky 36 a 58).

V obou programech byly také vytvoifeny PCA plot grafy, ve kterych nehral vék vyznamnou
roli pro rozdéleni vzorkl. Parametrem rozd¢leni je tedy spiSe gravidita pacientek. V obou
PCA plot grafech Ize pozorovat spolecnou pozici vzorkil 36 a 58, spole¢nou skupinu tvoii

1 v obou vytvofenych heat mapach.

Odlisné rozdéleni vzorki v rdmci heat map a PCA ploti je dano pouzitim odliSnych
vyhledavacich programt vyuzivajicich odliSné algoritmy pro identifikace. Z tohoto diivodu
byl vytvofen Vennliv diagram, ktery zndzornuje, kolik proteinti bylo identifikovano pouze
programem MaxQuant nebo Proteome Discovever, a kolik proteinti bylo identifikovano

shodn¢ obéma programy (Obrazek 17).

U skupiny vzorkt t¢hotnych pacientek byly nasledn€ vybrany proteiny s nejvyssi intenzitou.
Vétsinu tvoii proteiny podilejici se na imunitnich funkcich, ovSem zastoupeny byly
i proteiny s transportni ¢i strukturdlni funkci. Proteiny byly rozd€leny také na zakladé
exprese v ruznych fazich ovulace. Ve vzorcich byl identifikovan protein Annexin Al (pre-
ovulaéni faze), ktery se podili na imunitni odpovédi a je velmi €asto zmiiovan v ramci studii
zabyvajicich se charakterizaci proteint cerviko-vaginalni tekutiny nebo gynekologickych
onemocnéni Zen. Dale pak Mucin 5-AC (ovulaéni faze) nebo Keratin I (post-ovulaéni faze),

pfi¢emz oba piedstavuji diilezité strukturalni proteiny.

Mezi proteiny, které jsou v n€kolika studiich oznaCovany jako potencidlni markery, a jsou
davany do souvislosti s neuspésnym otc¢hotnénim, patii: BCL6, aromatasa P450, a-inhibin
a B-glycan, integriny a L-selectin ligand (Almquist et al., 2017; Silveira et al., 2017).
Pii prohledavani vzorka nalezicich klastru t€hotnych pacientek nebyl ani jeden z uvedenych
proteinti identifikovan, proto se 1ze domnivat, Ze ndmi prezentovana data jsou v souladu

s vySe zminovanymi studiemi.
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Uspésna implantace je zaloZena na mnoha interakcich mezi embryem a endometriem.
Studované markery nelze prozatim uvést do klinické praxe, jelikoz byly testovany v ramci
mensich samostatnych studii a jejich prikazni hodnota je nizké ¢i nedostatecné podlozena.
A to pfedev§im z dGvodu nezahrnuti prognostickych faktori do studii, jejich
nekonzistentnosti a vyraznou heterogenitou. Receptivita a selektivita jsou dvéma hlavnimi
funkcemi endometria, které slouzi k rozpoznani kvalitniho embrya a zarucuji jeho vyvoj.
Embrya s nizkou kvalitou ¢i potencidlem pro spravny vyvin maji niz8i pravdépodobnost
implantace (Craciunas et al., 2019). I ptes to, Zze byly vyvinuty diagnostické soupravy
testujici receptivitu endometria (ERA), nebyl doposud pfedstaven zadny proteomicky panel
biomarkert, které by mohly pfispét ke zvySeni ucinnosti IVF. Z tohoto diivodu je nezbytné

pokracovat v dal§im zkoumani.
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7 ZAVER

Cilem teoretické Casti této diplomové prace byla literarni reSerSe ptiblizujici problematiku
In vitro fertilizace a celkového procesu oplodnéni, spole¢né s popisem proteomického

pfistupu analyzy a bioinformatického zpracovani proteomickych dat.

Prakticka ¢ast prace byla zaloZena na provedeni necilené proteomické analyzy vzorkl
cervikdlnich hlenti, odebranych na =zéklad¢ informovaného souhlasu pacientek,

se zamétenim na vyhodnocovani a statistickou analyzu ziskanych dat.

U vzorki téhotnych pacientek byly identifikovany specifické proteiny pro pre-ovulacni,
ovulaéni a post-ovulacni fazi. Identifikované proteiny se uplatiuji predevSim v imunitnich
reakcich organismu, déle zajist'uji transportni, metabolické a strukturalni funkce, coz jsou
dilezité procesy pro UspéSné pfijeti embrya. Pro uspéSnou identifikaci diagnostickych

markert receptivity endometria je nutné provést dalsi studie u rozséhlejsiho souboru vzork.
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