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CIEL, PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe na tému irisin, zameranej predovSetkym na jeho

funkcie a potencionalnu vyuziteI'nost’ v lieCbe metabolickych a d’alSich ochoreni.

2. Spracovanie proteomickych vzoriek, priprava vzoriek pre kvantifikiciu vybraného

biomarkeru (irisin), LC-MS/MS analyza a spracovanie dét a vysledkov.



1. UVOD

Irisin je polypeptidovy hormén, ktory vznikd Stiepenim membranového proteinu
FNDCS. Od svojho objavu v roku 2012 je predmetom mnohych vyskumov kvoli jeho
Sirokému terapeutickému potencialu. Mnozstvo stidii sa zameriava na spojenie irisinu s
metabolickymi ochoreniami. Predpokladd sa, Ze porozumenie funkcii a posobeniu
irisinu mdze byt kI'icové k pochopeniu mnohych chor6b a ich vyvoja. Irisin ovplyviiuje
zvySenie energetického vydaju tym, Ze stimuluje "zhnednutie" bielych tukovych tkaniv.
Zvysena hladina cirkulujiceho irisinu je spojena hlavne so zlepSenim glukdzovej
homeostazy a zniZenim inzulinovej rezistencie. Protein FNDCS5 je vysoko exprimovany
v kostrovom svalstve, srdci, tukovom tkanive a peceni.

K detekcii irisinu si vyuZivané imunologické metody ELISA a Western blot,
zaloZené na anti-irisin protilatke. Okrem toho, bola k detekcii a kvantifikacii irisinu
vyuzitd aj hmotnostna spektrometria. Presnd detekcia irisinu je do dneSného dna
pomerne diskutabilnd. Viaceré Studie priniesli kontroverzné vysledky, ktoré boli
sposobené najmi pofetnymi nevyhodami v metédach pouZivanych na jeho detekciu a
meranie. Diskutabilnd je najmid dostatocnd Specifita pouZzivanych protildtok kvoli
krizovym reakciam s ostatnymi proteinmi. Na Specifické stanovenie a kvantifikaciu
irisinu pomocou protildtok je momentalne potrebny d’alsi vyvoj.

V experimentalnej Casti bakaldrskej price sme sa snaZili o zavedenie proteomicke;j
metody k stanoveniu pritomnosti irisinu v krvnom sére. V ramci price boli vybrané tri
pristupy, 1D SDS-PAGE elektroforéza, precipiticia proteinov a kolénova gélova
preparativna elektroforéza, ktorymi boli vzorky séra spracované a zaroven cielené na

detekciu irisinu pomocou LC-MS/MS analyzy.
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2. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Irisin

FNDCS5 (Fibronectin Type III domain-containing protein 5) je transmembranovy
protein, ktory je kddovany FNDCS5 gendém, a je prekurzorom pre irisin. Irisin teda
vznika Stiepenim z FNDCS proteinu. Nazov proteinu pre irisin je odvodeny z nadzvu pre
grécku bohynu dihy Iris. Gén FNDCS je lokalizovany na chromozdéme 1 a je kddovany
atypickym translacnym Startom, kodéonom ATA, namiesto obvyklého ATG (Ingolia et
al., 2011; Ivanov et al., 2011; Jedryochowski et al., 2015). FNDCS5 protein je zloZeny
zo signalneho peptidu a troch domén (fibronektinova, hydrofébna a C-terminalna
doména, Obr. 1). Samotny irisin obsahuje len fibronektinovi doménu. Irisin vzniknuty
po proteolytickom Stiepeni FNDC5 proteinu je uvolneny do extracelularneho priestoru

(Bostorm et al., 2012).

ATA ATG

Vi 32 v 152

FNDC5 NH20 SP Fibronectin Ill domain | H C | 212 COOH

Irisin O Fibronectin Il domain)

32 138

MHPGSPSAWPPRARAALRLWLGCVCFALVQADSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWD
VLEDEVVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSCALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQS
PASEPVLFKTPREAEKMA SKNKDEVTMKEMGRNQQLRTGEVLIIVVVLFMWAGVIAL
FCRQYDIIKDNEPNNNKEKTKSASETSTPEHQGGGLLR SKI

Obr. 1 Schematicky prehlad FNDCS5 proteinovej Struktiiry (hore) a irisinu (dole, modra oblast)).
SP: signélny peptid (oranZové oblast’), H: hydrofébna doména (ZItd oblast’), C: C-terminalna
doména (zelend oblast’). Pod schematickym zndzornenim je aminokyselinovd sekvencia
Pudského FNDCS5 proteinu s odpovedajicim farebnym zna¢enim. Sekvencia I'udského irisinu je
pod&iarknuta. Cerveno vyznacené sekvencie odpovedaji dvom unikitnym peptidom, ktoré boli
pouzité pre detekciu irisinu pomocou hmotnostnej spektrometrie v prici popisanej
Jedrychowskim ef al. (2015) (prevzaté z Jedrychowski et al., 2015).
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2.1.1 Objav a funkcie

Irisin bol prvykrat popisany ako novy polypeptidovy hormén svalovych buniek v Stadii
popisanou Bostrom et al. (2012). Studia popisuje, Ze irisin je regulovany cez
transkripcny koaktivator PGC-a, ktory reguluje d’alSie gény zapojené do energetického
metabolizmu. PGC-a bol najskdr popisany ako koaktivator PPAR-y, ktory moduluje
expresiu odpojovacieho proteinu 1 (UCP1). UCP1 protein odpojuje gradient H" iénov,
vznikajuicich pri respirdcii v medzimembranovom priestore mitochondrie, od syntézy
ATP. Okrem toho bola koaktivatoru PPAR-y pripisand aj modulidcia termogenézy v
hnedom tuku (Puigserver et, al, 1998; Bostorm et al., 2012). TieZ sa ukazalo, Ze
kontroluje mitochondridlnu biogenézu a oxidacny metabolizmus v mnohych typoch
buniek (Handschin et al., 2008; Bostorm et al., 2012). Cvicenim indukovany PGCI-a
stimuluje expresiu niekol’kych génovych produktov kostrového svalstva, ktoré a
potenciondlne mdzu sekrétovat, a to vratane FNDC5 (Bostorm et al., 2012).

Irisin je uvolnovany predovSetkym pri cvieni a aktivuje zmeny v podkoZnom
tukovom tkanive, ktoré stimulujui jeho hnednutie a moduluji expresiu proteinu UCPI.
Irisin spdsobuje rast vydaju celkovej energie organizmu, je zodpovedny za zvySenie
termogenézy a sprostredkovanie najdolezitejSich vyhod cvifenia ako je ubytok
hmotnosti a celkové zlepSenie telesného stavu a svalovej aktivity (Bostrom et al., 2012).

Hmotnostnou spektrometriou bolo potvrdené, Ze irisin, je konzervovany medzi
vSetkymi druhmi cicavcov, to znamend, Ze irisin ma 100 % zhodnud identitu medzi
ludmi a mySami a aj reguldcia hladiny irisinu je medzi tymito druhmi rovnaka.
(Bostorm et al., 2012).

Bostrom et al. (2012) imunoblotom urcil vel'kost’ endogénneho FNDCS5 proteinu na
32 kDa, po deglykolyzacii PNGazou F okolo 20 kDa. Jedrychowski et al. (2015) vo

svojej Studii stanovil velkost’ samotného irisinu na 12 kDa po deglykolyzacii.

2.1.2 Tvorba a sekrécia irisinu

Tvorba a sekrécia irisinu je podobna uvolfiovaniu transmembranovych polypeptidovych
horménov a hormomalnych molekil ako si EGF (epidermélny rastovy faktor), TGF-a
(transformujuci rastovy faktor alfa). Najskor dochadza k odStiepeniu signdlneho peptidu
protedzami. Zrely protein je d’alej proteolyticky Stiepeny a glykozilovany (Obr. 2). Irisin

je uvolneny do extraceluldrneho priestoru vo forme polypeptidu o dizke 112
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aminokyselin (12 kDa, Bostorm et al., 2012). Irisin ma dve glykozilatné miesta na
pozicii 39 a 84 z N-terminalneho konca proteinu.

Irisin je najviac uvolnovany zo svalovych buniek. Cvicenim dochadza k
uvolfiovaniu irisinu z buniek v dosledku svalovej kontrakcie poc€as chvenia (Bostorm et
al., 2012). Intenzita svalového chvenia je umernad k mnoZstvu sekretovaného irisinu.
Zimou aktivované svalové chvenie ma len minimalny vplyv na sekréciu irisinu (Lee
etal., 2014).

Irisin je taktieZ produkovany bielymi tukovymi bunkami (adipocytmi), avSak v 200-
krat niZSom mnozstve ako tomu je v pripade kostrového svalstva (Moreno-Navarrete
et al., 2013; Roca-Rivada et al., 2013; Varela-Rodriguez et al., 2016).

Bola preukazana relativne vysoka hladina mRNA pre FNDCS5 v mozgu (Dun et al.,
2013; Forouzanfar et al., 2015; Varela-Rodriguez et al., 2016), a aj v l'udskom
mozgovomiechovom moku, ale jeho dloha v mozgu je do znacnej miery neznidma
(Hasemi et al., 2013; Varela-Rodriguez et al., 2016).

K relativne vysokej expresii mRNA pre FNDCS5 gén dochiddza aj v hypofize,
placente, semennikoch a vajecnikoch ale aj v inych organoch l'udského tela (Obr. 3,
Varela-Rodriguez et al., 2016).

Tiez bolo popisane, Ze niektoré latky ako napriklad metamorfin podporuji expresiu
FNDCS5 génu a nésledne uvolfiovanie irisinu z kostrového svalstva (Li et al., 2015;
Yang et al., 2015; Varela-Rodriguez et al., 2016). V Stidii Varela-Rodrigueza et al.,
(2016) liecba metamorfinom viedla k prudkému poklesu telesnej vdhy a zniZeniu
tukového prirastku. Po 6 mesiacoch liecby metamorfinom dochiddza k vyznamnému
zniZeniu tukovej hmoty a telesnej hmotnosti (Li et al., 2015; Varela-Rodriguez et al.,

2016).
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Vnutrobunkovy
priestor

FNDC5 Mimobunkovy priestor

N S Fibronektinova doména III

IRISIN

N -}: ibronektinova doména III C

12 kDa

Obr. 2 Struktira irisinu a jeho schematické proteolytické Stiepenie (prevzaté a upravené podla
Gizaw et al., 2017).

mRNA expresia Proteinova expresia

Mozog

Endokrinné tkanivo
Kostna dreri a imunitny systém
Svalové tkanivo

Plica

Pedefi a iénik

Pankreas
Gastrointestinalny trakt
Oblicky a motowvy mechir
Semenniky

Vajeéniky

Tukové makke tkanivo

Koza

Obr. 3 Grafické znizornenie expresie mRNA FNDCS5 vlavo, proteinu FNDCS5 vpravo, v
jednotlivych organoch l'udského tela spolu s ilustrativnym vynesenim ich mnozstva. Napravo su
zobrazené vybrané tkaniva s typickou mofologickou stavbou a s expresiou FNDCS5 proteinu
(prevzaté a upravné podl’a proteinatlas.org - The human protein atlas).
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2.1.3 Irisin a jeho vplyv na tkaniva

2.1.3.1 Vplyyv irisinu na biele a hnedé adipocity

Ako uZ bolo spomenuté, irisin aktivuje zmeny v bielom podkoZnom tukovom tkanive,
ktoré stimulujd jeho hnednutie a moduluju expresiu proteinu UCP1.

Exituju dva typy hnedych tukovych buniek, jeden z nich su klasické hnedé adipocyty
vychadzajice zo svalovej bunkovej linie (Seale et al., 2008; Lepper a Fan, 2010; Zhang
et al., 2014) a druhé, ktoré vznikaju premenou bielych adipocytov a si medzi nimi
rozptylene (Lefertova a Lazar, 2009; Langing, 2010; Cinti, 2011; Zhang et al., 2014).
Biele adipocyty ukladaji energiu, zatial C¢o hnedé adipocyty tito energiu
spotrebovévaju (Cinti, 2004; Cannon et al., 2004; Zhang et al., 2014).

Zmeny v aktivite hnedych adipocytov mdzu vo velkej miere ovplyvnit' adaptivu
termogenézu a gluk6zovu homeostdzu (Cederberg et al., 2001; Feldmann et al., 2009;
Zhang et al., 2014). Termogénna schopnost hnedého adipocytu je sprostredkovana
najmi cez UCP-1 protein, ktory sprostredkovdva uvolnenie energetického potencialu

ziskaného z potravy ako teplo (Barbera et al., 2001; Zhang et al., 2014).

2.1.3.2 Vplyyv irisinu na myocyty a kostné tkanivo

Irisin funguje ako autokrinna zlozka vedica k zvySeniu metabolizmu vo svaloch po jeho
uvolneni (Vaughan et al.,2014). Podl’a koncentrécie a diZky pdsobenia irisinu dochddza
k zvySeniu metabolizmu u myocytov. Po aplikicii 5 nM irisinu na myocyty dochidza
po 1 aZz 4 h k zvySeniu glykolytického metabolizmu, po ktorom nasledoval vzrast
mitochondridlnej biozegnézy. Po 24 h aplikacii bol pozorovany postupny vzostup
bazalno-oxida¢ného metabolizmu (Vaughan et al., 2014).

Irisin ma vplyv okrem iného aj na génovu expresiu, ktord sa prejavuje narastom
mitochondridlnej biogenézy, vdaka comu moéZu bunky viac vyuZivat oxidacny
metabolizmus ako glykolyzu. Tieto zistenia podporujui predpoklad, Ze irisin moZe hrat’
doélezitd dlohu pri liecbe obezity (Vaughan et al., 2014).

Predpoklada sa, Ze irisin by mohol byt’ zodpovedny za ochranny uc¢inok kostrovych
svalov a kostného tkaniva (Colaianni et al., 2014). Irisin méa pravdepodobne vplyv na
postupnu stratu svalovej hmoty s vekom, kvdli jeho klesajicej koncentracii v krvi (Huh

et al., 2012; Moreno-Navarrete et al., 2013).
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Irisin hra dstrednu dlohu pri kontrole kostnej hmoty, ¢o vedie k pozitivnym uc¢inkom
na kortikalnu mineralnu hustotu a mechanické vlastnosti kosti. Tento ti¢inok na kostné
tkanivo je uZ viditeI'ny za pouZitia davky irisinu, ktord je 70 krat nizSia ako davka
potrebna na indukciu hnednutia bieleho tukového tkaniva, ¢o naznacuje, Ze kostra je
primarnym cielovym orgdnom tohto myokinu (Colaianni et al., 2015; Colaianni et al.,
2018).

Medzi svalstvom a kostami dochddza ku komunikacii na molekularnej drovni skrz
biochemické signaly, ktoré si dolezité pre optiméalnu funkciu tychto tkaniv (Huang et
al., 2017; Colaianni et al., 2014). Irisin je Gi¢inny pri prevencii a obnoveni strit kostného
tkaniva ale aj svalov u mySieho modelu postihnutého osteopor6zou a svalovi atrofiu.
Liecba irisinom tplne zabranuje strate svalov a zniZovaniu velkosti svalového vldkna
(Colaianni et al., 2014; Colaianni et al., 2018).

Ak by boli vysledky budiceho vyskumu potvrdené u l'udi, mohli by viest k
vyvinutiu lie€by zaloZenej na irisine pre fyzicky postihnutych alebo 16zkovych
pacientov a mohli by predstavovat prevenciu pre astronautov vystavenych

mikrogravitacii (Colaianni et al., 2018).

2.1.4 Irisin a jeho aplikovatel’nost’ v medicine

Irisin by mohol mat’ Siroky terapeuticky potenciél pre lieCbu obezity, diabetu a inych,
predovSetkym metabolickych ochoreni. Pravdepodobne by mohol byt pripraveny a
dodany ako injektovateI'ny polypeptid (Bostorm et al., 2012).

Obezita je hnacou silou metabolického syndromu a stala sa jednou z najdolezitejSich
zdravotnych problémov 21. storo€ia, ktoré si hlavnym rizikovym faktorom rozvoja
kardiovaskularnych ochoreni a diabetu typu 2. Metabolicky syndrom sa vyznacuje
sériou porich, ako je obezita, inzulinovd rezistencia, gluk6zova intolerancia a
hyperlipidémia (McCarthy, 2010; Travers a McCarthy, 2011). U pacientov s
metabolickym syndréomom bola namerana vyrazne vysSia hladina irisinu ako u
pacientov bez tohto syndrému (Park et al., 2014; Xiong et al, 2015). Pri zniZeni
mnoZstva bieleho tukového tkaniva sa expresia FNDCS5 proteinu v tychto uloZiskach
zvysila a pokusila sa kompenzovat’ stratu tkaniva (Varela-Rodriguez et al., 2016).

Dalsie potencidlne doleZité aspekty irisinu sa tykaji priaznivych déinkov cviéenia,
najmd pri niektorych ochoreniach, pre ktoré neexistuji ucinné lieCebné postupy.
Klinické spojenie cvifenia so zdravotnymi prinosmi pri mnohych inych chorobéich
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naznacuju, Ze irisin by mohol mat’ vyznamné dcinky na tieto poruchy (Bostorm et al.,

2012).

2.1.4.1 Obezita

Vseobecne mdzeme o obezite povedat, Ze k jej vyvoju dochddza v momente, ked’
energeticky prijem presahuje energeticky vydaj (Speakman, 2010; Zhang et al., 2014).
Pri obezite zohravaju dolezité tlohy periférne tkaniva, ako napriklad tukové tkaniva,
pecen, svaly ale aj neurohormonélna a neurotransmiterova disregulacia (Belgardt et al.,
2010a; Belgardt et al., 2010b; Thaler et al., 2012; Williams et al., 2012; Cai et al,
2013; Varela-Rodriguez et al., 2016).

Irisin zvySuje celkovy vydaj telesnej energie a zvySuje rezistenciu spojend s
obezitou. Pdsobenim irisinu dochddza k premene bieleho tukového tkaniva na hnedé
(Bostorm et al.,2012).

Zhang et al., (2014) objasnil molekuldrny mechanizmus a signaliza¢ni drahu
sprostredkivajicu indukciu hnedych adipocytov irisinom. Irisin stimuluje expresiu
Specifického génu v hnedych adipocytoch cez aktiviciu ERK a p-38 MAPK. Tento
efekt je pravdepodobne sprostredkovany cez Specificky membranovy receptor na
hnedych adipocytoch, avSak na potvrdenie tohto predpokladu st potrebné d’alsie Stidie
(Zhang et al., 2014).

Exogénne podavanie irisinu indukuje u obéznych mysi hnednutie podkozného tuku a
termogenézu. UZ relativne kratka lieCba mySi irisinom stabilizuje glukézovu
homeostdzu a spOsobuje mald stratu hmnotnosti (Bostorm et al, 2012). Vyrazne
zvySenie vydavkov na energiu tela a zvySend odolnost’ na inzulinovou rezistenciu
spojenud s obezitou potvrdili aj d’alSie mysie Stidie (Huh er al., 2012; Lecker et al.,
2012; Timmons et al., 2012; Moreno-Navarrete et al., 2013).

Zvysenie vydavkov energie je pravdepodobne spdsobené dvoma dovodmi. Jednym z
nich je, Ze irisin indukuje zvySenie lipolyzy (odburavanie tuku uloZeného v tukovych
bunkach) prostrednictvom cAMP-PKA-HSL signilnej drahy a proteinu perilipinu.
Druhym dovodom je, Ze irisin indukuje tvorbu vicSiecho mnozstva tepla kvoli zvySenej
expresii UCP1, ktory spdsobuje rychlu oxidiciu mastnych kyselin (Xiong et al., 2015).
Lipolyzny efekt irisinu moZe zohravat vyhodnd metabolicki tdlohu pri zniZovani
akumulacie lipidov v tkanivach a zniZeni hladin lipidov v sére a tym vo svojom
dosledku predchadzat’ obezite (Xiong et al., 2015).
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Okrem, zvySenia vydaju energie a ubytku hmotnosti po liebe irisinom, dochidza aj
k zniZeniu hladiny norepinefrinu a krvného tlak u obéznych mysi, ¢o naznacuje doleziti
ulohu pri prevencii obezity a s fiou suvisiacej hypertenzie. Je potrebné poznamenat’, Ze

irisin zlep$il bazélnu lipolyzu, ale nespdsobil lipolyzu indukovanu (Xiong ef al., 2015).

2.1.4.2 Diabetes mellitus

Ako uz bolo spomenuté v predoslej kapitole, obezita je bezne spojend s inzulinovou
rezistenciou a zda sa, Ze subjekty trpiace obezitou majui velké riziko vzniku diabetu
typu 2 (Gesta et al., 2007; Zhang et al., 2014). Biele tukové tkanivo je primirnym
miestom uchovévania energie a uvoliovania horménov a cytokininov, ktoré moduluji
celkovy telovy metabolizmus a inzulinovi rezistenciu (Aldhani a Hamdy, 2003;
Farmer, 2006; Ronti et al., 2006; Rosen a Spiegelman, 2006; Choi et al., 2013). Hnedé
tukové tkanivo ovplyviiuje metabolizmus celého tela a mdéze zmenit’ citlivost’ na inzulin
a upravit’ nichylnost’ k nirastu hmotnosti. ZlepSenie termogenézy hnedého tuku je preto
cielom v terapii proti obezite a metabolickym ochoreniam (Lowell et al., 1993; Yang et
al., 2003; Almind et al., 2007; Choi et al., 2013). Choi et al. (2013) predpoklada, Ze
narusenie signalizac¢nej drahy irisinu v tukovom tkanive mdZe byt spojené s vyvojom
diabetu typu 2.

Meranim hladiny cirkulujiceho irisinu u subjektov s diabetom typu 2 alebo
inzulinovou rezistenciou doslo k nastoleniu nového pohl'adu na patolégiu tychto stavov.
Hladina cirkulujiceho irisinu je vyrazne niZSia u pacientov trpiacich diabetom typu 2,
ako u nediabetickych kontrolnych subjektov. ZniZena hladina cirkulujiceho irisinu je
preto nezavislym markerom novo diagnostikovaného diabetu typu 2 (Choi et al., 2013;
Liu et al., 2013; Zhang et al., 2014). Koncentrécie irisinu v sére su uspesSne zvySované
kontinudlnym podkoZnym podavanim inzulinu (Li ef al., 2016; Varela-Rodriguez et al.,
2016). Tieto tvrdenia su podporené tym, Ze irisin je pozitivne asociovany s expresiou
génov suvisiacich s inzulinovymi drdhami (Moreno-Navarrete ef al., 2013).

Irisin zvySuje senzibilizaciu inzulinového receptora v kostrovom svalstve a srdci,
vd’aka ¢omu zlepSuje inzulinovu rezistenciu a s tym suvisiaci diabetes typu 2. Okrem
toho zlepSuje aj metabolizmu lipidov, funkciu pankreatickych B buniek a ako uz bolo
spominané, transforméaciu bieleho tukového tkaniva na tkanivo hnedé (Liu et al., 2013;
Park et al., 2013; Zhang et al., 2014; Park et al., 2015; Gizaw et al., 2017; Liu et al.,
2017). Podkozna aplikicia irisinu taktiez zlepSuje pecenovi citlivost na inzulin a
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zniZuje hladinu glukézy v krvi (Park et al., 2013; Liu et al., 2014; Liu et al., 2015; Tang
et al., 2016; Gizaw et al., 2017).

Irisin je aj inzulin-regenerujicim horménom a mdze urychlit' generaciu mysich
3 buniek pankreasu a tak zvysit’ ich pocet (Moon et al., 2013; Song et al., 2014; Gizaw
et al., 2017; Liu et al., 2017). Regeneracia 5 buniek u ¢loveka mdZe predstavovat’ novi
cestu na liecbu diabetu (Song et al., 2014; Gizaw et al., 2017).

V boji proti morbidnej obezite dochddza k vyuZivaniu bariatrickej chirurgie. U
pacientov po vykonanom zakroku a zniZeni hmotnosti, dochddza k poklesu expresie
FNDCS, aj cirkulujucého irsinu. Tieto vzijomne vztahy naznacuji kompenzaciu dlohy
irisinu skrz reakciu, ktorou dochadza k zhorSeniu citlivosti na inzulin a metabolizmu
gluk6zy (Huh et al., 2012; Moreno-Navarrete et al., 2013).

Nadmerné expresia FNDCS sprostredkovana lentivirusovym vektorom, podobne ako
infuzia irisinu pod kozu, vyrazne zlepSuje metabolické poruchy a inzulinovu rezistenciu
u obéznych mysi. Okrem toho dochaza aj k zniZeniu hlady glukézy v krvi, spolu s
rastom vydaju energie (Xiong et al., 2015).

U hlodavcov sa ukazalo, Ze biele podkozné tukové tkanivo, od zdravého (Tran et al.,
2008; Varela-Rodriguez et al., 2016) alebo trénovaného (Stanford et al., 2015; Varela-
Rodriguez et al., 2016) jedinca sa zdd byt relativne vhodné k transplanticii do
vnuitrobrusného tuku obklopujiceho vnitorne organy, c¢o viedlo k zlepSeniu
gluk6zového metabolizmu a citlivosti na inzulin.

Ijéinky irisinu na diabetes typu 2, inzulinovd rezistenciu a obezitu je moZzné vysvetlit’
existenciou vzt'ahu medzi irisinom a gluk6zovym metabolizmom, avSak sa zda, Ze
pozitivne Gcinky irisinu na gluk6zovy metabolizmus st sprostredkované inymi faktormi
u diabetu typu 2 (Choi et al., 2013).

Tieto zistenia poskytuji nové poznatky k prinosu irisinu v metabolizme glukézy, v
bunkich kostrového svalstva aj tukovej hmoty, a mohli by sa potencidlne stat’

zameranim budiceho vyskumu na lie€bu cukrovky.
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2.1.4.3 Neurologické aspekty

Pravdepodobna pritomnost’ irisinu zohrava svoju tlohu aj pri regulacii tvorby neurénov.

Inhibicia FNDC5 zniZuje neurogenézu (Hasemi et al., 2013; Varela-Rodriguez
etal, 2016), zatial co jej nadmernd expresia stimuluje neurénovu diferencidciu
(Forouzanfar et al., 2015; Varela-Rodriguez et al., 2016). Farmakologické davky
irisinu zvySuju proliferaciu neurénovych buniek mySieho hipokampu. Toto zistenie
podporuje myslienku, Ze irisin ma periférnu aj centrdlu funkciu (Moon et al., 2013;

Varela-Rodriguez et al., 2016).

2.1.5 Metody detekcie irisinu

K detekcii irisinu sa vo vicSine pripadov vyuZivaju imunologické metédy zistujice
pritomnost’ anti-irisin protilatky. AvSak, vela Stidii vyuZivajdcich tieto metédy bola
spochybnena (vid’. podkapilota 2.1.6). Okrem imunologickych metdd je irisin mozné
detegovat’ a kvantifikovat’ aj pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Siroko vyuZivanou a velakrat jedinou metédou detekcie a kvantifikacie irisinu je vo
ELISA, EIA a RIA na detekciu a kvantifikdciu irisinu v réznych biologickych
tekutinich, po zatazovych stavoch alebo ré6znych ochoreniach (Sanchis-Gomar et al.,
2014; Elsen et al., 2014; Albrecht et al., 2015).

Imunoblottingom proti anti-FNDC5 protilatke boli v sére detegované viaceré pasy
(Bostrom et al ., 2012). Cirkulujuci irisin, hydrolyticky odStiepny od FNDCS5 proteinu,
je silne glykozilovany. Komplexnd deglykolizacia séra zohrdva pri dedetkcii irisinu
immunoblotom dolezitd dlohu. Western blotting detegoval pasy na urovni 32 kDa. Po
podrobeni deglykolyzacii séra doslo k detekcii irisnu na trovni 24 kDa (Bostrom et al .,
2012; Schumacher et al., 2013; Lee et al., 2014). Jedrychowsky et al. (2015) detegoval
irisin na drovni 12 kDa, predikovanej velkosti irisinu, po komplexnej deglykolizacii
proteinovym deglykolyzaénim mixom. U detekcie rekombinantného irisinu
produkovaného kvasinkami v rdznom case, boli pozorované tri proteinové pasy na
urovni 25 kDa, 22 kDa a 15 kDa (Zhang et al., 2014).

K detekcii irisinu sa okrem imunologickych metéd vyuZiva hmotnostna
spektrometria, ktora tieZ byva vyuZivana aj ako doplnkova metdda k western blottingu

pre overenie spravnosti imunologickej detekcie. Doposial’ najrevolucnejSia Stadia v

20



detekcii irisinu tandemovou hmotnostou spektrometriou stanovila koncentraciu
. . 2 TS 2 v -1 v . 2 .
ciruklujucého irisinu na drovein 3,6 ng-ml~ u respondentov bez zvySenej aerdbnej
innosti a 4,3 ng-ml”' u respondentov vykazujicich zvySend aerébnu aktivitu. Této

metoda sa povazuje za doteraz najpresnejsiu (Jedrychowski et al., 2015).

2.1.6 Problémova detekcia irisinu

Detek¢né metddy tohto proteinu su zatial znacne limitované, a preto sa objavili
pochybnosti o samotnej existencii cirkulujucého irisinu (Erickson et al., 2013; Albrecht
et al, 2015; Varela-Rodriguez et al., 2016).

LCudsky FNDC5 ma atypicky Start kodon, ATA, namiesto typického ATG (Ingolia et
al., 2011; Ivanov et al., 2011; Jedrychowski et al., 2015). Albrecht et al. (2015) a
Erickson et al. (2013) argumentovali tym, Ze ak ludsky FNDCS5 existuje, je
translatovany z ATG, a preto je irisinovy polypeptid mytus a neexistuje. Okrem toho,
tito autori oznacili vel'’ké mnoZstvo predchadzajicich $tddii zaoberajicich sa detekciou
irisinu za artefakty s nizkou protilatkovou Specifitou (Erickson et al., 2013; Albrecht
et al., 2015; Jedrychowski et al., 2015). Albrecht et al. (2015) preukéazal krizovu rekciu
protilatky s ostatnymi proteinmi v krvnom sére aj plazme rb6znych druhov a
identifikacia proteinu o rovnakej velkosti (od 12 kDa do 32 kDa v zdvislosti od
deglykolizacie) ako irisin sa mu nepodarila. Dokonca aj protilatka, ktora bola pouzivana
na identifikiciu irisinu Bostromom et al. (2012) rozpoznavala C-termindlny koniec
FNDCS, ktory nie je sicastou Stiepeného irisinu. U imunoprecipiticie protilatkou proti
rekombinantnému irisinu nedos$lo k detekcii pasov o velkosti 25 kDa a 16 kDa, ale az
analyzou pomocou hmotnostnej spektometrie doslo k identifikacii irisinu (Albercht et
al., 2015; Sanchis-Gomar et al., 2015).

Avsak, Jedrychowski et al. (2015) pomocou tandemovej hmotnostnej spektrometrie
jednoznacne preukdzal, Ze l'udsky irisin existuje, cirkuluje v krvi a je regulovany
cvicenim. Okrem detekcie hmotnostnou spektrometriou, vyuZzili imunoblotovanie
vzoriek krvnej plazmy s polyklondlnymi protilatkami, z rovnakého komeré¢ného zdroja
ako bol pouzity pri ELISA testovani v Studii Varela-Rodrigueza et al. (2016). V oboch
pripadoch bol irisin detegovany na pase o velkosti 12 kDa, ¢o naznacuje, Ze tito

protilatka ic¢inne funguje (Varela-Rodriguez et al., 2016).
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Pre tcely praktickej bakalarskej prace boli Ustavom molekuldrnej a translaénej
mediciny poskytnuté séra (sérum 1 az 5). Spektrofotomerticky bola stanovena
koncentracia celkového proteinu metddou s bicinchonovou kyselinou (BCA). Merania
absorbancie boli uskuto¢nené na pristroji Multi Plate Reader EnSpire(R) (Perkin
Elmer, USA). Koncentracia celkového proteinového mnozZstva sa pohybovala v

rozmedzi 166,6g-1" a7 245,3 g-1"". Sérum bolo uskladnené pri -20 °C.

3.1.2 Chemikalie

= 30 % akrylamid (Bio-Rad, USA)

= Acetonitril (ACN, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Albuminove Standardy pre BCA me6du (ThermoScientific, USA)

* Bromfenolova modra (BFB, Boehringer Mannheim, Nemecko)

= Butanol (ButOH, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Coomassie Brilliant Blue (QC Colloidal Coomassie Stain, Bio-Rad, USA)
= Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, Nemecko)

» Dodecylsulfat sodny (SDS, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Etylenmorfolin (EtMf, Fluka, Nemecko)

= QGlycerol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

» Hydrogenuhli¢itan aménny (AMBIC, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Jodoacetamid (IAA, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Kyselina mravencia pre LC-MS/MS (FA, Sigma-Aldrich, Nemecko)
= Kyselina octova pre LC-MS/MS (AA, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Kyselina trifluoroctova (TFA, Sigma-Aldrich, Nemecko)

= Lyzin (Lys-C, Promega, USA)

= Metanol pro LC-MS/MS (MeOH, Merck, Nemecko)

= Milli-Q voda (H,O, Merck, Némecko)
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Mocovina (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Molekulovy marker (Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific,
USA)

N,N,N',N'-tetrametyletyléndiamin (TEMED, Bio-Rad, USA)
Persultat aménny (APS, Sigma-Aldrich, Nemecko)

Reagent A pre BCA (Thermo Scientific, USA)

Reagent B pre BCA (Thermo Scientific, USA)

Repen silan (GE Healthcare, USA)
Tris(2-karboxyetyl)fosfin (TCEP, Promega, USA)
Tris-glycin (TG, Bio-Rad, USA)

Tris-glycin -SDS pufer (TGS, Bio-Rad, USA)
Tris-hydrochlorid (Tris-HCl, Bio-Rad, USA)

Trypsin (Promega, USA)

Uhlic¢itan amonny (AMBIC, Sigma-Aldrich, Nemecko)

3.1.3 Roztoky

Elektrédove pufre:

Pufer pre CEGE elektroforézu:

Pre pripravu 1 1 pufru pre CEGE bolo zmiesanych 100 ml 10x koncentrovaného TGS
pufru s 10 ml 10 % SDS a 890 ml H,O.

Pufer pre 1D SDS-PAGE elektroforézu:

Pre pripravu 1 1 pufru bolo zmieSanych 100 ml 10x koncentrovaného TGS pufru s
900 ml H,O.

10 % SDS:

Pre pripravu 10 ml 10 % SDS bol zmieSany 1 ml SDS s 9 ml H,O.

Nanasaci pufer pre 1D SDS-PAGE elektroforézu a CEGE:

5x riedeny nanasaci pufer:

Pre pripravu 10 ml nanaSacieho pufru bolo zmieSanych 6,25 ml 0,5 M Tris-HCI o
pH 6,8, 3,75 ml glycerolu, 1g SDS a 2,5 nug BFB. Pufer bol nasledne alikvotovany po
200 pl a uskladneny pri -20 °C.
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0,5 M Tris-HCl o pH 6,8:
Na pripravu 7 ml 0,5 M Tris-HCI bolo zmieSanych 3,5 ml Tris-HCI a 3,5 ml H;O,

nasledne bolo pH roztoku upravené na hodnotu 6,8.

Pracovny roztok pre BCA metddu:

Pracovny roztok pre BCA metddu bol pripraveny zmieSanim Reagentu A s

Reagentom B v pomere 50:1.

Roztok 8 M mocoviny v 50 mM AMBICu:

Roztok 50 mM AMBICu bol pripraveny rozpustenim 0,1976 g AMBICu v 50 ml
H,O0.

Roztok 8 M mocoviny v 50 mM AMBICu bol pripraveny rozpustenim 7,2 g
mocoviny v 15 ml 50 mM AMBICu.

Roztoky pre chromatografiu:

Mobila faza A (0,1 % FA v H,O):

Pre pripravu 300 ml mobilnej fazy A bolo rozpustenych 300 ul FA v 300 ml H,O.
Mobila faza B (0,1 % FA v ACN):

Pre pripravu 300 ml mobilnej fazy B bolo rozpustenych 300 pl FA v 300 ml ACN.
Roztok pre nanisSanie vzorky na LC-MS/MS (1 % ACN s 0,05 % TFA v H,0):

Pre pripravu 300 ml roztoku pre nanos vzoriek boli zmiesané 3 ml ACN s 0,15 ml

TFA v 296,85 ml H,0.

Roztok pre eliciu peptidov z CEGE:

Roztok (50 % ACN s 0,1 % TFA):
Pre pripravu 10 ml elu¢ného roztoku bolo zmieSanych 5 ml ACN s 10 ul TFA a
4,99 ml H,O0.

Roztok pre extrakciu peptidov u 1D SDS-PAGE A CEGE:

50 % ACN:

Pre pripravu 1 ml 50 % ACN bolo zmieSanych 500 ul ACN a 500 ul H,O.

Roztok (0,1 % TFA v 80 % ACN):

Pre pripravu 5 ml extrakéného roztoku bolo zmieSanych 5 ul TFA s 4 ml ACN a
995 ul H,0.
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Roztok pre fix4ciu gélu z 1D SDS-PAGE a CEGE:

» Fixacny roztok:
Fixa¢ny roztok bol pripraveny zmieSanim MeOH, H,O a AA v pomere (50:45:5;
250 ml:225ml:25 ml).

Roztoky pre premyvanie purifikovanych peptidov (CEGE):
* Roztok na premyvanie (1 % ACN s 0,1 % TFA):

Pre pripravu 5 ml roztoku bolo zmieSanych 5 pul TFA s 50 pul ACN a 4945 ul H,O.
= Roztok na premyvanie (80 % ACN s 0,1 % TFA):

Pre pripravu 5 ml roztoku bolo zmieSanych 5 pul TFA s 4 ml ACN a 995 ul H,O.

Roztoky pre pripravu gélov u 1D SDS-PAGE a CEGE:

= 10 % APS:
Pre pripravu 1 ml 10 % APS bolo zmieSanych 100 pl APS a 900 ul H,O.

= 10 % SDS:
Pre pripravu 1 ml 10 % APS bolo zmieSanych 100 pl SDS a 900 ul H,O.

* 1,5M Tris-HClI o pH 8,8:
Pre pripravu 150 ml 1,5 M Tris-HCI o pH 8,8 bolo rozpusetnych 27,23 g Tris bazy v
80 ml H,O, pH bolo upravené na 8,8 pouzitim HCI a nasledne bol roztok doriedeny
na objem 150 ml pomocou H,O.

* 0,5M Tris-HClI o pH 6,8:
Pre pripravu 100 ml 0,5 M Tris-HCI o pH 6,8 bolo rozpustenych 6,06 g Tris bazy v
60 ml H,O a pH bolo upravené pridanim HCI a roztok bol nasledne doriedeny na

objem 100 ml pridanim H»O.

Roztoky pre purifikaciu peptidov:
= 0,5 % AA:
Pre pripravu 2 ml 0,5 % AA bolo zmieSanych 10 ul AA a 1990 ul H,O.
*= 80 % ACN:
Pre pripravu 5 ml 80 % ACN bolo zmieSanych 4 ml ACN a 1 ml H,O.
= 0,1 % TFA:
Pre pripravu 5 ml 0,1 % TFA bolo zmieSanych 5 pul TFA a 4995 ul H,O.
* Roztok (1 % ACN s 0,1 %TFA):
Pre pripravu 1 ml roztoku bolo zmieSanych 10 pl ACN s 1 ul TFA a 989 ul H>O.
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* Roztok B (2 % ACN s 0,1 % FA):
Pre pripravu 5 ml roztoku bolo zmieSanych 5 pul TFA s 100 ul ACN a 4895 ul H,O.

Roztoky pre redukciu, alkylaciu a Stiepnie proteinov u vzoriek po 1D SDS-PAGE a
CEGE:

= 50 mM IAA:
Pre pripravu 50 mM IAA bolo 375 pl 1 M TAA nariedenych H>O na celkovy objem
7,5 ml.

* 50 mM TCEP:
Pre pripravu 50 mM TCEP bolo 375 ul 1 M TCEP nariedené H,O na celkovy objem
7,5 ml.

Roztoky pre redukciu, alkylaciu a Stiepnie proteinov u vzoriek po preciptacii proteinov
ACN:
= 0,05 M DTT:
Pre pripravu 1 ml 0,05 M DTT bolo rozpustenych 7,71 mg DTT v 1 ml H,O.
= 0,05 M IAA:
Pre pripravu 0,05 M IAA bolo rozpustenych 9,25 mg IAA v 1 ml H,O.

Roztok pre rozpustenie vzoriek po odpareni:
* Roztok C (1 % ACN s 0,05 % TFA):
Na pripravu 1 ml roztoku bolo zmieSanych 10 pul ACN s 0,5 ul TFA a 989,5 H,0.

Roztoky pre Stiepenie proteinov trypsinom u 1D SDS-PAGE a CEGE:
= 50 mM AA:
Na pripravu 1 ml 50 mM AA bolo zmieSanych 2,86 ul AA a 997 ul H,O.
= EtMf pufer (50 mM EtMF s 10 % ACN o pH 8,3):
Pre pripravu 25 ml EtMf pufru bolo zmieSanych 158 pl EtMf s 2,5 ml ACN a
22,3 ml H,O, pH bolo upravené pomocou AA alebo EtMf.
= Trypsin (500 ng-pl™):
Trypsin o koncentracii 500 ng-pl” bol pripraveny rozpustenim 100 pg trypsinu v

200 pul 50 mM AA.
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= Trypsinovy pufer (trypsin o koncentécii 500 ng-ul” nariedeny 80x v EtMf pufru):
Trypsinovy pufer bol pripraveny zmieSanim 93,8 pl 500 ng- pl'l trypsinu na kone¢ny

objem 7,5 ml pomocou EtMf pufru.

3.1.4 Pristrojové vybavenie

= Analytické vahy (Scaltec SBC 21, Scaltec, Nemecko)

= Aparatira pre CEGE (Mini Prep Cell, Bio-Rad, USA)

= Aparatira pre odsatie vzoriek pod vakuom (TOMTEC, USA)

= (Centrifuga (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Nemecko)

= FElektroforeticka aparatira (Mini—PROTEAN® Tetra Cells, Bio-Rad, USA)

= HLB matrica (Oasis® HLB pElution Plate 30um, Waters, USA)

* Hmotnostny spektrometer (Orbitrap Elite™ Hybrid lon Trap-Orbitrap Mass
Spectrometer, Thermo Scientific, USA)

= Inkubator (MS Incubator, MS Major Science, USA)

= Kbvapalinovy chromatograf (UltiMate 3000 RSLCnano System, Thermo Scientific,
USA)

» Minicentrifuga (MiniSpin, Eppendorf, Nemecko)

= Nanoelektrosprejovy zdroj (EASY-Spray, Thermo Scientific, USA)

* Ohrevné hniezdo (Thermomixer Comfort, Eppendorf, Nemecko)

* pH/mV Meter (UltraBASIC p-LAB, UB-10, Denver Instrument, USA)

= Separatné koléna (EASY-Spray, PepMap® C18, 3 pum, 100 A, 75 um x 15 cm,
Thermo Scientific, USA)

= Skener pre gély (GS-800 Calibrated Imaging Densitometer, Bio-Rad, USA)

= Spektrometer (Multi Plate Reader EnSpire(R), Perkin Elmer, USA)

= Trap koléna (Acclaim PepMap C18, 5 um, 100 A, 100 pm x 2 cm, NanoViper,
Thermo Scientific, USA)

» Trepacka (Vortex, Eppendorf, Nemecko)

» Vékuové odparka (Concentrator 5301, Eppendorf, Nemecko)

= Vyrobnik vody (Direct-Q 3 UV Water Purification System, Merck, Nemecko)

» Zdroj napitia (PowerPac ™ Basic Power Supply, Bio-Rad, USA)

» Zdroj vdkua (WP6122050, MILLIPORE, USA)
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3.1.5 Software

= Excel 12.0.4518.1014 (Microsoft Corporation, USA)

Program bol pouZzity pre vyhodnotenie dat z programu Perseus.

» MaxQuant 1.5.2.8 (Computational Systems Biochemistry, Nemecko)
Program bol pouZzity pri identifikacii peptidov/proteinov z nameranych MS a MS/MS

spektier z hmotnostného spektrometru.

= Perseus 1.5.1.6 (Computational Systems Biochemistry, Nemecko)

Program bol pouzity pre vyhodnotenie identifikovanych a kvantifikovanych proteinov.

» Quantity one 4.6.9 (Bio-Rad, USA)

Program umoznil skenovanie gélu a naslednu tpravu ziskanych obrazkov.

3.2 Metody

3.2.1 Postupy k stanoveniu hladiny 'udského irisinu zo séra

Pre izolaciu irisinu boli navrhnuté nasledujice postupy, ktoré si zndzornené na obrazku
¢. 4.

Prvy postup vyuziva 1D SDS-PAGE separaciu proteinov, na zaklade ich
molekulovej hmnotnosti. Tento pristup vychiddza z prace Jedrychowski et al. (2015),
kde detegovali pritomnost’ irisinu prostrednictvom protilatky v oblasti 12 kDa, Co je
irisinova predpokladand molekulova hmotnost. Po separicii proteinov na 1D SDS-
PAGE elketroforéze boli vyrezané pasy gélu v oblasti 10 az 15 kDa. Proteiny z tychto
pasov boli podrobené digescii v géle a ziskane peptidy boli po purifikicii analyzované
na LC-MS/MS.

Druhy postup vyuZiva precipiticiu proteinov zo séra pomocou acetonitrolu, ¢o
umoznuje vyzrazanie predovSetkym vysoko abundantnych proteinov. Postupné
zvySovanie obsahu ACN malo viest k réznym stupiiom precipiticie proteinov vo
vzorke a tym aj k zniZeniu komplexity vzorky. Po centrifugicii bol odobrany
supernatant, ktory bol podrobeny trypsinovému Stiepeniu v roztoku. Ziskané
purifikované peptidy z rozneho stupnia precipitacie proteinov boli nésledne podrobené

LC-MS/MS analyze.
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Treti postup pre izolaciu irisinu vyuZiva kolénovu preparativnu gélovu elektroforézu
(GEGE). Tato metdéda umozZnuje nanesenie vacSiecho mnoZstva vzorky na gél v
porovnani s 1D SDS-PAGE elektroforézou. Po separacii proteinov bol gél narezany na
malé platky (2 mm). Proteiny z tychto gélovych platkov boli podrobené digescii v gélu
a ziskane peptidy boli po purifikacii analyzované pomocou LC-MS/MS.

Proteinove vzorky po aplikicii vybranych metéd boli nésledne podrobené
enzymatickému Stiepeniu v alkalickom prostredi (pH 8) cez noc. Samotnému Stiepeniu
predchadzal reduk¢ny krok, kedy cysteniny spojené disulfidickymi mostikmi reaguji s
DTT. Zredukované cysteiny boli karbamidometylované reakciou s IAA, aby sa
zabranilo opdtovnému spojeniu disulfidickych mostikov. Inkubédcia s trypsinom
prebiehala v alkalickom prostredi (pH 8) cez noc.

Vzniknutd peptidovd zmes po Stiepeni proteinov bola precistend pomocou C18

kolon, kvoli odstraneniu soli a pripadnych gélovych kontaminantov.

) 4u

CEGE

b -H,O
Yiyy Yo

Boalld o 0Bl ull A0 H

Peptidy e

Obr. 4 Prehl’ad navrhnutych postupov pre separdciu a identifikaciu irisinu zo sér.
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3.2.1.1 1D SDS-PAGE elektroforéza

Priprava vzorky a 1D SDS-PAGE elektroforéza

Celkom bolo spracovanych pat réznych vzoriek krvnych sér na 1D SDS-PAGE
elektroforéze.

Na pripravu separacného gélu bolo pouZzitych 6 ml 30 % akrylamidu, 3,75 ml 1,5 M
Tris-HCI o pH 8,8, 4,95 ml destilovanej H,O, 0,15 ml 10 % SDS, 6 ul TEMED a na
zaver bolo pridanych 0,15 ml 10 % APS. Takto pripravend zmes bola vliata do 3/4
predpripravenej kazety. Tuhnici gél bol prekryty tenkou vrstvou ButOH vytrepaného s
H,0. Po polymerizicii separa¢ného gélu bol ButOH odobrany. Na separa¢ny gél bol
naneseny zaostrovaci gél, ktory bol namieSany z 0,825 ml 30 % akrylamidu, 0,625 ml
0,5 M Tris-HCI o pH 6,8, 3,5 ml H,O, 50 ul 10 % SDS, 10 ul TEMED a na zaver 50 pl
10 % APS. Aparatira pre elektroforézu, do ktorej bol vloZeny polyakrylamidovy gél,
bola naplnena elektrédovym pufrom. Na jednu jamku polyakrylamidového gélu bolo
nanesenych 300 pg proteinov.

Pri priprave vzorky na 1D SDS-PAGE bolo pouzitych 10 ul 1M DTT, 6 pl 5x
koncentrovaného nanaSacieho pufru a 300 pg proteinov. Objem pripravenej vzorky bol
upraveny pridanim prisluSného mnozstva destilovanej H,O, tak aby bol vysledny objem
30 pl. Takto pripravené vzorky boli zahriate v ohrevnom hniezde pri 99 °C po dobu
5 min. Vzorky boli d’alej ochladené na laboratérnu teplotu, premieSané na trepacke a
stoené na minicentrifuge.

Na polyakrylamidovy gél bolo nanesenych 30 ul vzorky (jamka 2-6, Obr. 5). Bolo
pouzitych 5 pl molekulového markeru na jamku (jamka 1 a 7, Obr. 5, 6). Po naneseni
vzoriek do jamiek zaostrovacieho gélu bolo nastavené napitie pre elektroforézu na
100 V. Po doputovani vzorky na rozhranie separaéného gélu bolo napitie zvySené na
120 V. Po ukonceni elektroforézy bol gél vybraty z kazety na Petriho misku a fixovany
vo fixatnom roztoku po dobu 10 min., nasledne trikrat premyty destilovanou H,O po
dobu 10 min. Gél bol farbeny Coomassie briliant blue 15 min. a trikrat premyty
destilovanou H,O po dobu 10 min. Takto pripraveny gél bol vlozeny do H,O a

uschovany v chladnicke pri 8 °C do d’alSieho dna.
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Obr. 5 12 % Polyakrylamidovy gél farbeny pomocou Coomassie briliant blue, vyznacené dseky
boli podrobené d’alSiemu spracovaniu a naslednému meraniu na LC-MS/MS.

Gel

kDa

~~260 -

SRIIANINE

Blot

Obr. 6 Molekulovy marker pre 1D SDS-PAGE, ktory bol pouZity pre sledovanie proteinovej
separdcie pocas elektroforézy. Kazdy pas predstavuje proteinovy Standard o znamej
molekulovej hmote, ktory sliZzi k dohladaniu molekulovej hmotnosti proteinu zo vzorky.
(Multicolor Broad Range Protein Ladder, CN 26634, Thermo scientific) (prevzaté z
thermofisher.com - Thermo Fisher Scientific).
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Redukcia, alkylacia a Stiepenie proteinov po 1D-SDS PAGE elektroforéze

Pasy v oblasti 12 a 15 kDa, kde ocakdvame vyskyt irisinu, boli pomocou skalpela
vyrezané a podrobené néslednému trypsinovému Stiepeniu proteinov. Vyrezané pasy
boli nakrdjané na kocky o velkosti 1x1 mm a premyté 400 pul ACN po dobu 5 min.

Redukcia disulfidickych mostikov bola uskuto¢nend pridanim 150 pl 50 mM TCEP
po dobu 10 min., nasledovalo premytie 400 ul H,O a 400 pul ACN.

Pridanim 150 pl 50 mM IAA boli SH skupiny alkylované po dobu 60 min. za tmy.
Po alkylacii boli vzorky premyté 400 ul HO a 400 pl ACN (dvakrét po dobu 5 min.), v
poslednom kroku premyvania 400 pl 50 % ACN po dobu 5 min.

Proteiny boli Stiepené pridanim 150 pl trypsinového pufru pocas noci pri 37 °C.
Extrakcia peptidov

Po Stiepeni boli vzorky ochladené na laboratérnu teplotu. Vzorky boli stofené a
kvapalny obsah bol preneseny do novych mikroskimaviek. Peptidy boli extrahované do
100 pl extrakéného roztoku po dobu 10 min., potom bol obsah preneseny do
mikroskimaviek. V druhom kroku bolo pridanych 150 pl 0,1 % TFA po dobu 10 min. a
obsah bol preneseny do mikroskimaviek. V tretom kroku bolo pridanych 100 pl 50 %
ACN po dobu 10 min., obsah bol preneseny do mikroskimaviek. Spojené extrakty boli
odparené vo vidkuovej odparke a nasledne rozpustené v 150 ul 1 % ACN s 0,1 % TFA v
H,O0.

Purifikacia peptidov

Peptidy boli purifikované prostrednictvom metody Stage tip C18. Boli pripravené 200
pl pipetovacie Spicky so sorbentom C18, ktory bol pomocou ihly vyrezany z C18
sorbentu (Obr. 7). Spi¢ky boli umiestnené do pripravenych 2 ml mikroskiimaviek.
Reverzna faza C18 bola premytd nanesenim 150 pul MeOH a centrifugovna pri
3500 x g, 21 °C po dobu 3 min. Na reverzni fazu bolo pridanych 150 pl 80 % ACN a
potom 150 ul 0,5 % AA, stacenie prebiehalo za rovnakych centrifugacnych podmienok ako
v prvom kroku premyvania. Kvapalina zachytend v mikroskimave bola odstrdnend do

odpadu.
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Obr. 7 StageTip C18: ilustratny obrdzok manudlnej pripravy Spicky so sorbentom C18
(prevzaté z Broskevicova, 2016).

Na C18 boli nanesené vzorky o objeme 150 pl a opit’ centrifugované za rovnakych
podmienok. C18 bola premyta 150 pul 0,5 % AA a centrifugovan pri 3 500 g, 21 °C po
dobu 3 min. Stage tip bola prenesend do novej zbernej 1,5 ml skimavky.

Peptidy boli eluované z C18 Spicky pomocou 150 ul 80 % ACN. Eluaty boli
odparované vo vikuovej odparke pri 30 °C.

Ziskana peptidova zmes bola rozpustena v 50 ul 1 % ACN s 0,05 % TFA v H,O a

prenesend do oznacenej vialky pre naslednd LC-MS/MS analyzu.

3.2.1.2 Precipitovanie proteinov zo séra pomocou ACN

Priprava vzorky a meranie proteinovej koncentracie pomocou BCA med6dy

Precipitaciou proteinov pomocou ACN bola analyzovana vzorka séra ¢.1.

Precipitacia 20 pl vzorky bola realizované pridanim ACN v rozsahu objemov 4 pl az
30 ul (Tab. 1) a nasledne centrifugovana pri 12 000 x g, 21 °C po dobu 10 min. Po
ukonceni centrifugacie bol odobrany supernatant o rovnakom objeme ako bol pridavok
ACN (Tab. 1) a odpareny vo vadkuovej odparke. Odparend vzorka bola rozpustena

pridanim 5 pl roztoku B.
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Takto pripravené vzorky boli podrobené meraniu celkovej proteinovej koncentracie

pomocou BCA metdédy. Vzorky boli nariedené,

tak aby odpovedali Co najblizsej

koncentracii albuminového Standardu (Obr. 8). Na 96 jamkovi dosticku bolo

nanesenych 25 pl albuminovych §tandardov (125 - 2000 pg-ml™), 25 pl blankov ( H,O a

roztok B ) a 25 pl kazdej vzorky (Obr. 8). Do kazdej zaplnenej jamky bolo pridanych

200 pl pracovného roztoku pre BCA metddu, nasledovala inkubécia po dobru 30 min.

pri 37 °C. Nasledne bola merana absorbancia pri vinovej dizke 562 nm na spektrometre

Multi Plate Reader EnSpire.

Tab. 1 Schéma laboratérneho postupu pripravy vzoriek pri postupe precipiticie proteinov zo
séra pomocou ACN.

Nézov vzorky Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka
0 4 8 12 16 20 25 30
stlr]ka 20 20 20 20 20 20 20 20
ACN [l] 0 4 8 12 16 20 25 30
Centrifugécia 12000 g, 12 min.
Odber
supernatantu 0 4 8 12 16 20 25 30
[ul]
Odparenie vzoriek
Roztok B [ul]* 10 10 10 10 10 10 10 10
Riedenie
250X:Vzorka o h0g 1049 1249 1249 1249 1249 1249 1/249
[ul]/roztok B
(]
Riedenie
100X: Vzorka 00 199 199 199 199 199  1/99  1/99
[u]/roztok B
[ul]
Riedenie 50X:
Vzorka
[ul]/rostok B 149  1/49  1/49  1/49  1/49  1/49  1/49  1/49
[ul]
Riedenie 5X:
Vzorka 520 520 5/220 5720 520 520 520 5/20
[ul]/roztok B

(]

Meranie koncentracie: BCA metdda

* Roztok B (2 % ACN s 0,1 % FA)
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Obr. 8 96 jamkova dosticka z merania proteinovej koncentracie vzoriek pomocou BCA metddy.
Blank H20 v sekcii Al-3, albiminové §tandardy (125 - 2000 pg-ml™) v sekcii B-H, kazdy
Standard sa nachadza trikrat v riadku (1-3), vzorky riedené 250x su v stipci 4, vzorky riedené
100x v stipci 5, vzorky riedené 50x v stipci 6, vzorky riedené 5x v stipci 7. Vzorky st rozradené
vzostupne, podla obsahu pridaného ACN (0-30 pl) od A po H. Blank roztoku B sa nachadza v
sekcii A8-10.

Redkucia, alkylacia a Stiepenie proteinov u vzoriek po precipitacii proteinov ACN

Na zédklade nameranej koncentracie bolo odobrané poZadované mnoZstvo vzorky so
stanovenym obsahom proteinov (Tab. 2) a doriedené na objem 100 pl roztokom 8 M
mocoviny v 50 mM AMBICu. K vzorkdm bolo pridanych 0,5 ul 0,05 M DTT,
inkubécia po dobu 30 min. pri 56 °C. Po inkubécii bolo k vzorkdm pridanych 1,4 pl
0,05 M TAA, nasledovala inkubacia po dobu 30 min. v tme pri laboratérnej teplote.
Reakcia bola uhasena pridanim 1,6 ul 0,05 M DTT.

Proteiny boli naStiepené pridanim 1 pg Lys-C ku kaZzdej vzorke, inkubované 2 h pri
30 °C. Nasledne bol pridany 1 pg trypsinu a vzorky boli inkubované cez noc pri 37 °C.

Stiepenie bolo zastavené okyslenim vzoriek pomocou TFA na pH 2.
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Tab. 2 MnoZstvo proteinov pre lyzinove a trypsinove Stiepenie v jednotlivych vzorkach.

N K Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka Vzorka
azov vzorky 0 4 8 12 16
Mnozvsto pr'otelnov 20 20 20 10 2,5
pre Stiepenie [ug]
Odobraty objem zo 2.1 75.0 66,1 69,6 224

vzorky [ul]

Purifikacia peptidov na HLB matrici

Koléna s HLB matricou pre purifikaciu peptidov bola premyta 500 ul MeOH, ktory bol
odsaty vakuom, nasledne bola koléna premyta 500 ul 80 % ACN s 0,1 % TFA, ktory
bol taktieZ odsaty vakuom. Eqilibracia kolony sa uskutocnila nanesenim 1 ml 0,1 %
TFA a odsatim za pomoci vikua.

V d’alSom kroku boli na kolénu nanesené vzorky a odsaté vakuom. Nasledovalo
dvojité premytie pomocou 1 ml 0,1 % TFA v H,O.

Odpadna nadoba bola odobratd a peptidy boli eluované do novej zbernej dosticky
pridanim 500 pl 80 % ACN s 0,1 % TFA a vakua.

Eluované peptidy boli odparené vo vdkuovej odparke. Po odpareni boli rozpustené v

100 pl roztoku C a prenesené do oznacenej vialky pre naslednu LC-MS/MS analyzu.

3.2.1.3 Kolonova preperativna gélova elektroforéza (CEGE)
Priprava vzorky a postup pri CEGE elektroforéze

CEGE elektroforéza bola vyuZzita pri separacii proteinov zo vzorky séra €. 1, kde bolo
celkovo nanesenych 4,165 mg proteinov.

Separacny gél bol pripraveny zmieSanim 3,3 ml H,O, 4 ml 30 % akrylamidu, 2,5 ml
1,5 M Tris-HCl o pH 8,8, 0,1 ml 10 % SDS, 0,1 ml 10 % APS a na z4ver boli pridané 4
pul TEMED. Zmes bola vliata do trubicky, zmocenej Repen silanom, do vysky 90 mm.
Naliata zmes bola prekryta vrstvou H,O. Po polymerizécii gélu, bola z jeho povrchu
odliata vrstva H,O. Zaostrovaci gél bol pripraveny z 1,4 ml H,O, 0,33 ml 30 %
akrylamidu, 0,25 ml 0,5 M Tris-HCI o pH = 6,8, 0,02 ml 10 % SDS, 0,02 ml 10 % APS
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a ako posledny bol pridany TEMED o objeme 4 pl. Vrstva zaostrovacieho gélu bola
naliata od 90 mm do 100 mm vysky stipca. Gél bol opit’ preliaty vrstvou H,O. Po
polymerizacii bol gél nachystany pre separdciu proteinov. Gél bol preneseny do
predpripraveného CEGE systému. Separacna trubicka bola preplachnuta elektrédovym
pufrom. Eleketrédovy pufer bol naliaty do spodnej a dvoch hornych nadrzi CEGE
systému.

Vzorka bola pripravena pridanim 40 pl 5x riedeného nanaSacieho pufru, 162,3 pl
1 M DTT do 25 pl vzorky a zahriata v ohrevnom hniezde na 98 °C po dobu 5 min.
Vzorka ochladena na laboratornu teplotu bola premieSana, sto¢ena na minicentrifuge a
nanesend na predpripraveny polyakrylamidovy gél. Zdroj bol nastaveny na konStantny

vykon 1 W (Obr 9). Po ukonceni elektroforézy, bol gél fixovany vo fixacnom roztoku

po dobu 10 min. a nésledne trikrat premyty v destilovanej H,O (Obr. 10). Gél bol dale;j
uskladneny v H,O pri 4 °C v chladnicke.

Obr. 9 Ilustra¢ny obrazok aparatiiry Mini Prep Cell pre separaciou proteinov.
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Obr. 10 Iustra¢ny obridzok 12 % polyakrylamidového gélu po prebehnutej CEGE elektroforéze,
kedy bol gél zafixovany vo fixacnom roztoku a premyty H,O. Gél je na obrazku nachystany k
nakrajaniu na platky pomocou skalpelu.

Redukcia, alkylacia a Stiepenie proteinov vzoriek z CEGE elektroforézy

Gél z trubicky bol premyty v H O a narezany na 2 mm platky. Kazdy platok bol
narezany na 1 x 1 mm kocky, ktoré boli prenesené do Cistej mikroskimavky. Nakrijane
platky boli premyté 400 ul ACN po dobu 5 min.

Nasledne bola uskutocnend redukcia, alkyldcia a Stiepenie proteinov (vid.

podkapitola 3.2.1.1).
Extrakcia peptidov

Peptidy z gélu boli extrahované pomocou 200 pl extrakéného roztoku a po uplynuti
10 min. bol kvapalny obsah preneseny do novych mikroskimaviek. Nésledne boli
peptidy extrahované 300 pl 0,1 % TFA, po 10 min. na trepacke bol obsah pozbierany do
novych mikroskimaviek. Posledny krok extrakcie peptidov z gélu bol pomocou 200 pl
50 % ACN, po 10 min. na trepacke bol kvapalny obsah opit’ pozbierany do
mikroskimaviek. Extrakty boli odparené vo vékuovej odparke a potom rozpustené v

150 ul 1 % ACN s 0,1 % TFA v H,O.
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Purifikacia peptidov na HLB matrici

Na purifika¢nd kolénu bol neneseny 1 ml MeOH, ktory bol odsaty a nasledne bola
koléna trikrat premyta 1 ml 80 % ACN s 0,1 % TFA a1 ml 1 % ACN s 0,1 % TFA.

Odpadna nadoba bola vymenena za zbernui dosku. Vzorky boli nanesené na dosticku
s HLB matricou, po odsati boli vzorky eSte raz prepipetované na HLB matricu, po
druhom naneseni bol obsah odsaty do odpadu. Kolona bola trikrat premyta 1 ml
1 % ACN s 0,1 % TFA. Nasledne bola vymenena zberna odpadna doska za novu eluc¢nd
dosku. K elucii peptidov z kolény doslo nanesenim 250 pl 50 % ACN s 0,1 % TFA,
tento krok sa opakoval eSte raz. Eluaty boli prenesené do Cistych mikroskiimaviek a boli
odparené v odparke. Cisté pepetidy boli rozpustené v 100 pl roztoku C a prenesené do

vialiek pre naslednd LC-MS/MS analyzu.

3.3 LC-MS/MS analyza

VSetky merania prebiehali na kvapalinovom chromatografe Dionex UltiMate 3000
RSLCnano System v spojeni s hmotnostnym spektrometrom Orbitrap Elite™ cez
ionizacny zdroj EASY-Spray Source.

Chromatografickd separicia prebehla za pouZitia separacnej kolony EASY-Spray
Pep/Map® C18, 3 um, 120 A, 75 um x 15 cm; Obr. 11). Koléna mé zabudovani
sprejovacu kapilaru a pouziva sa v kombinacii s nanoelektrosprejovym zdrojom EASY-
SPRAY (Obr. 12). Pre nastrek vzorky na kolénu bola pouZzitd nanasacia mobilad faza o
zloZeni 1 % ACN s 0,05 % TFA v H;0. Nastrekovy objem bol 20 ul. Mobilna faza A
bola tvorena 0,1 % FA v H,O a mobilna faza B bola tvorena 0,1 % FA v ACN.
Peptidova zmes bola nanesena mobilnou fizou o prietoku 6 ul-™""' najskor nanesena na
trap kolénu Acclaim PepMap100 (C18, 5 um, 100 A, 300 um x 5 mm) po dobu 5 min.
Po uplynuti tejto doby doslo k prepnutiu ventilu a zachytené peptidy boli eluované do
kolony.

Bola uskuto¢nend nelinedrna gradientova separidcia o celkovej dobe 95 min. Na
zaCiatku gradientu boli pouzité 2 % mobilnej fazy B po dobu 5 min., potom bolo
zloZenie mobilnej fazy zvySované na 35 % po dobu 60 min. Po¢as 3 min. bolo zloZenie
mobilnej fazy zvySené z 35 % na 90 %. Po dobu 5 min. bolo zloZenie mobilnej fazy

90 % B, behom 2 min. kleslo na 2 % B a bolo udrziavané d’al§ich 20 min. az do konca
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analyzy (Graf 1). Separdcia bola gradientovd (Graf 1) s prietokom mobilnej fazy
300 nl- ™" Celové doba analyzy bola 95 min.

Analyza peptidov bola uskuto¢nena na hmotnostnom spektrometri Orbitrap Elite ™ .
Meranie prebiehalo v pozitivnom mdde. MS data boli ziskane v hmotnostnom rozsahu
300 az 1700 m/z a pri rozliSeni 120 000. MS/MS data boli ziskané po CID fragnemtécii
v iontovej pasci, priCom boli vyberané 2+, 3+ a 4+ nabité prekurzorové ionty.
Minimélna poZadovani intenzita pre MS/MS analyzu bola nastavend na 1000. Hodnota
koliznej energie (CE) odpovedala 35 %. Hodnota aktivacnej energie (Q) bola 0,25 a
aktivacny cas bol nastaveny na 10 ms. Dynamick4 exklizia prekurzorov bola umoZnena

po dobu 70 s.

Koldna
Integrovana jednotka s Integrovany vyhrev
nulovym mrtvym kolony
objemom '

NanoViper Spoj

Obr. 11 Prierez EASY-Spray kolonou s popisom jednotlivych Casti (prevzaté z Kioyonami,
2012).

Obr. 12 Ionovy zdroj EASY-spray s vlozenou EASY-Spray kolonou (prevzaté z Kioyonami,
2012).
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Graf 1 Schéma gradientovej elucie pri LC-MS/MS analyze.

3.4 Spracovanie a vyhodnotenie LC-MS/MS dat

Pre vyhodnotenie nameranych dat z hmotnostného spektreometra bol pouZzity program
MaxQuant (1.5.2.8.) s nasledujicim nastavenim. Data boli prevyhladané
prostrednictvom algoritmu Andromeda, ktory je sicastou programu MaxQuant, proti
I'udskej UniProt databidze. Ako fixnd modifikdcia bola nastavend karbamidometylacia
cysteinu. Ako variabilné modifikacie boli nastavené N-koncova acetylacia a oxidacia
metioninu. Trypsin bol nastaveny ako protedza, u ktorej bolo nastavené maximéalne
vynechanie dvoch po sebe iducich Stiepnych miest. Ostatné parametre zostali vo svojom
vychadzajicom nastaveni. Na vyhodnotenie identifikovanych a kvantifikovanych
proteinov bol pouZzity program Perseus (1.5.1.6). Pre zavere€ne spracovanie vysledkov

bol pouzity program Excel (12.0.4518.1014) a webova aplikéacia plot.ly (www.plot.ly).

3.4.1 Analyza dat

Analyza dat umoznila ziskat’" zoznam identifikovanych proteinov, tzv. proteomicky
profil, v kazdej vzorke, spolocne s génom ich produkcie. V ziskanom zozname
proteinov bola vyhl'adan pritomnost’ irisinu alebo aspon génu, ktory je zodpovedny za

jeho tvorbu.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimentalna Cast’ tejto bakalarskej prace bola zamerana na zavedenie proteomicke;j
metddy, umoZiujicej detekciu pritomnosti irisinu a zaroven jeho citlivd kvantifikaciu
pomocou hmotnostnej spektrometrie. V radmci prace boli vybrané tri metédy, ktorymi
boli vzorky séra spracované a zaroven cielené na detekciu irisinu. Prvou z nich bola
analyza pasov z 1D SDS-PAGE elektroforézy v oblasti 10 az 15 kDa, néasledovala
metdda precipitacie proteinov krvného séra prostrednictvom ACN pri ktorej doslo k
precisteniu séra a ako posledna bola zvolen kolénova gélova preparativna elektroforéza
bolo v predoslych dvoch pristupoch.

Doposial’ posledn stidia zaoberajica sa detekciou a kvantifikiciou 'udského irisinu
tandemovou hmotnostnou spektrometriou preukizala pritomnost’ irisinu v krvnom sére
na drovni 3,6 ng-ml" u dcastnikov bez zvySenej aerébnej &innosti a 4,3 ng-ml' u
ucastnikov vykazujicich zvySenu aer6bnu aktivitu. Tato Stidia potvrdila predoSli
Stidiu, podla ktorej je hladina T'udského irisinu regulovana vytrvalostnym cvi¢enim
(Jedrychowski et al., 2015; Bostorm et al., 2012), tato publikacia bola zaroven bazalnou
Stidiou, z ktorej sme vychadzali v predkladanej experimentilnej &asti. Stidia bola
zamerana na stanovenie hladiny irfsnu v I'udskom sére, optimalizaciou pripravy vzorky
a priamou detekciou irisinovych pepetidov LC-MS/MS analyzou. V inych Studiach sa
podarilo identifikovat’ unikatny irisinovy peptid v rezoch z oblasti 32 kDa a 24 kDa,
ktoré v predoslych imunoblotoch vykazovali reaktivitu s ani-FNDCS5 protilatkou. K
redukcii molekulovej hmotnosti doSlo deglykolizaciou a to z 32 kDa na 24 kDa (Lee ef
al., 2014; Bostorm et al., 2012).

Napriek diskutabilnej existencii irisinu (Albrecht ef al., 2015) a vo velkej miere
rozdielnych detek¢énych limitoch pre irisin (Albrecht et al., 2015; Buscemi et al., 2017;
Oelmann et al., 2016; Wang et al, 2015; Zhang et al., 2014), bola v Stidii
Jedrychowski et al. (2015) jednoznacne preukaznd detekcia unikatnych peptidov irisinu

v l'udskom sére pomocou LC-MS/MS.

4.1 Spracovanie vzorky pomocou 1D SDS-PAGE elektroforézy

Vzorky krvného séra boli podrobené 1D SDS-PAGE elektroforéze. V Stidii
Jedrychowski et al. (2015) bola imunoblotom potvrdena pritomnost’ irisinu na drovni

12 kDa, a preto sme v experimentalnej Casti vyrezavali pasy v oblasti 10 a 15 kDa u
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nasich vzoriek (5 roznych l'udskych sér). Jednotlivé pasy gélu boli nasledne podrobené
Stiepeniu proteinov v géle a ziskané peptidy boli analyzované na LC-MS/MS. U kaZde;j
vzorky bol ziskany proteomicky profil obsahujici zoznam identifikovanych proteinov a
génov. Vo vsetkych vzorkach bola overena pritomnost’ irisinu, alebo génu, ktorym je
irisin produkovany.

Pritomnost’ irisinu nebola potvrdena ani v jednej zo skimanych vzoriek, tak ako
nebola potvrdena ani pritomnost’ FNDCS5 génu v Ziadnej vzorke.

Bol vypocitany median z molekulovych hmotnosti proteinov nachadzajuicich sa v
jednej vzorke a nasledne bol vyneseny do grafu (Graf 2). Graf zobrazuje aj molekulové
hmoty jednotlivych nameranych proteinov vo vzorkéch z jednotlivych pasov z 1D SDS-
PAGE gélu. Na zédkladne medidnu je mozné sledovat’ klesajicu tendenciu
molekulovych hmotnosti v reze z oblasti 15 kDa (oznacenie: vzorka x_1) oproti rezu z
oblasti 10 kDa (oznadenie: vzorka x_2). Dalej bol zhotoveny graf zobrazujici pocet

identifikovanych proteinov v jednotlivych vzorkach (Graf 3).
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Graf 2 Zobrazenie molekulovych hmot identifikovanych proteinov (modré bodky) jednotlivych
vzoriek (sérum 1-5). OranZovo je vyznaeny medidn molekulovych hmotnosti, ktory je pocitany
z molekulovych hmotnosti vSetkych proteinov v jednej vzorke. Vzorky vyrezané z gélu z oblasti
10 kDa si oznacené x_1 a z oblasti 15 kDa ako vzorka x_2.
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Graf 3 Pocet identifikovanych proteinov v jednotlivych vzorkich z 1D SDS-PAGE
elektorofézy.

4.2 Spracovanie vzorky pomocou precipitacie ACN

K vzorkdm krvného séra bol pridany ACN v objeme, tak aby bol docieleny r6zny
stupent precipitiacie proteinov. Bolo preukdzane, Ze ACN extrak¢nd metdda vedie k
precipitacii vysokoabundantnych proteinov s vys$Sou molekulovou hmotnostou (Kay et
al., 2008). Po precipitacii proteinov v jednotlivych vzorkich bola zmerana koncentracia
proteinov pomocou BCA metdédy a bol vyhodnoteny ubytok proteinov pre jednotlivé
vzorky (Tab. 3). Z nameranych dat bolo mozné sledovat’ relativne strmy trend tbytku
boli proteiny takmer uplne vyprecipitované zo vzorky. Pre nasledni LC-MS/MS
analyzu boli vybrané vzorky s dostatoénym neprecipitovanym obsahom proteinov

(Tab. 3). LC-MS/MS umoZnila ziskat’ proteomicky profil piatich vzoriek (sérum 1-5).
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Tab. 3 Zobrazenie ubytku proteinov vo vzorkach v zavislosti od zastipenia ACN.

Vzorka Cel(l;oé)&o;’ ig‘lznznn)lem A[“g) 1]\1 ﬁbytol([ &l’]OteiHOV
[ul]
0* 20 0 0.0
ol 24 17 33,9
8 28 29 57,6
12% 32 38 83,9
16* 36 44 94,7
20 40 50 98,9
25 45 56 99,0
30 50 60 99.4

* oznacené vzorky boli analyzované na LC-MS/MS.

Irisin nebol identifikovany v Ziadnej zo vzoriek analyzovanej na LC-MS/MS, taktieZ
nedoslo k identifikaciu FNDCS5 génu.

Z. molekulovych hmotnosti identifikovanych proteinov bol vo vzorkach vypocitany
medidn. K vel'mi miernemu poklesu medianu doslo v poslednych dvoch vzorkéach. Graf
4 zobrazuje identifikované proteiny vo vzorke vzhl'adom k ich molekulovej hmotnosti
spolu s vyzna¢enym medianom ich molekulovej hmotnosti. Zo ziskanych dat je zrejmé,
Ze pocet identifikovanych proteinov s vy$Sou molekulovou hmotnost'ou je vyrazne nizsi
s vySSou mierou precipiticie ako pocet proteinov o niZSej molekulovej hmotnosti. ACN
precipiticiou sa nadm podarilo vyprecipitovat’ pritomnost vysokoabundantnych
proteinov o vysSej molekulovej hmotnosti, ktoré by teoreticky mohli znemoznit
detekciu nizkomolekularnych proteinov (napr. irisinu). V pripade poslednych dvoch
vzoriek s ubytkom proteinov 83,9 % a 94,7 % doSlo k najvyraznejSej redukcii medianu
molekulovej hmotnosti. Graf 5 zobrazuje pocet identifikovanych proteinov v
jednotlivych vzorkach, bol pozorovany pokles v pocte identifikovanych proteinov v
zéavislosti s mierou precipiticie proteinov. Vo vzorke 8_100 doSlo s najvdcSou
pravdepodobnostou ku kontaminécii z prostredia, a preto je pocet proteinov vyssi ako

vo vzorke 4_100.
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Graf 4 Zobrazenie proteinov jednotlivych vzoriek v zavislosti od ich molekulovej hmotnosti s
vyzna¢enim medidnu (oranZovd). Medidn bol pocitany z molekulovych hmotnosti vSetkych
proteinov v jednej vzorke. Popis vzorky: Nazov vzorky - % ubytok proteinov vo vzorke (0_50 -
0 %; 4_100 - 33,9 %; 8_100 - 57.6 %; 12_100 - 83,9 %; 16_50 - 94,7 %).
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Graf 5 Pocet identifikovanych proteinov v jednotlivych vzorkach. Popis vzorky: Nazov vzorky -
% tubytok proteinov vo vzorke (0_50 - 0 %; 4_100 - 33,9 %; 8_100 - 57.6 %; 12_100 - 83,9 %:;
16_50 - 94,7 %).
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4.3 Spracovanie vzorky pomocou CEGE

Na gél u CEGE elektroforézy bolo nanesenych 4,165 mg proteinov, ¢o je
niekol’kondsobok nanasky, ktora bola pouzita pri 1D SDS-PAGE elektoforéze (300 ug)
alebo analyzovana po precipitacii ACN (20 ug a 2,5 pg). Predpokladali sme, Ze takto
rapidnym zvySenim pridavku proteinov na kolénu ddjde k vysSSej pravdepodobnosti
detekcie nizko abundantnych proteinov ako je irisin. Gél bol po prebehnuti
elektorforézy narezany na frakcie. Proteiny z jednotlivych gélovych frakcii boli Stiepené
trypsinom na peptidy a tie boli analyzované na LC-MS/MS. Pre kazdu frakciu bol
ziskany proteomicky profil so zoznamom identifikovanych proteinov a génov.

V ziskanych proteomickych profiloch z jednotlivych frakcii nebol irisin nijdeny ani
u tejto metodiky.

Zo ziskanych udajov, bol opidt vypocitany medidn z molekulovych hmotnosti
identifikovanych proteinov vo frakcidch a je znizorneny v grafe 6. Median mal
klesajicu tendenciu od frakcie 20 k frakcii 2, s vynimkou niekol’kych vzoriek, kde
mohlo dojst’ ku kontamindcii z prostredia pri priprave vzoriek. Opit bol zhotoveny graf

zobrazujuci pocet identifikovanych proteinov v jednotlivych frakciach (Graf 7).

L]
L]
L]
-
L]
-
]
-
-
-
[ ]
L]
-
.
-
L]

. . . . . . . . . . . . . . . . . ]
3
L] L]
H . . . . . ] . [ . . . . . i s
2 ' . ' ' L] [ ] ] ) ] L] ] [} L] ' ’ ] ] L] ] ]
[ ] [} L ] L ] L] [ ] L] L ] L ] L ] L ] L] [ ] ] L ]
W . . . . . . . . ] . [ . N . . . ' (] .
= . . . . . . . . . . . .
c . . . . . H H H H ] . H H o . .
T 10 . . . . . . . ’ 0 ’ . . H I H
= H ] [ ] & 4 s . i " H
£ . H H H H H
E _5-“ g . ] . . . . . . ] H . . i . .
_ 5 .
= d
c o 1 4 F 41 ] I !
= T S T T [ T T T | ' 0 [ .
ST T T T O O O O O
i« &« o« b o v v : P .
2 . . . . . . . . . . ' H M o .
T T T l l I ¢ '
I . . I * » ] ] I ' l I l [ :
; O T T T | ' LI H
9 (] . . . . . ] [ [] ' . [ . . . " »
__a_, . . ' . . . . . " » .
FR1 FR2 FR2 FR4 FRS FR6 FR7 FR8 FRO FR10 FR11 FRI2 FRI3 FR14 FR_1S FRI6 FR17 FR1E FR19 FRZ0

Frakcie

Graf 6 Zobrazenie frakcii jednotlivych vzoriek v zavislosti od ich molekulovej hmotnosti s
vyzna¢enim medidnu (oranZovd). Medidn bol pocitany z molekulovych hmotnosti vSetkych
proteinov v jednej vzorke.
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Graf 7 Pocet identifikovanych proteinov v jednotlivych frakciach.

4.4 Zhrnutie vysledkov

V pristupe s vyuzitim 1D SDS-PAGE elektroforézy sa ndm nepodarilo detegovat
pritomnost’ irisinu v pasoch v oblasti 10 a 15 kDa. Jedrychowski er al. (2015)
imunoblotom potvrdil pritomnost’ irisinu v oblasti 12 kDa a taktieZ stanovili jeho
koncentraciu cielenou LC-MS/MS analyzou. V tejto Stidii boli skimane vzorky
depletované od vysoko abundantného albuminu a podrobené komplexnej deglykolizacii.
V naSom pripade neboli vzorky deglykolizované a nedoSlo ani k odstraneniu
abundantnych proteinov, a to s najvic¢Sou pravdepodobnostou znemoznilo stanovenie
irisinu. Podobne ako v pripade skorSej Stidie (Albrecht er al, 2015), kedy bola
uskuto¢nena nekompletna deglykolizacia len pomocou enzymu PNGézy F, nedoslo k
detekcii irisinu western blotom v oblasti 12 kDa. Pre d’alSiu optimaliziciu tohto pristupu
je zrejmé, Ze deplécia vysoko abundatnych proteinov a komplexna deglykolizacia
proteinov je nevyhnutelnym krokom k detekcii irisinu ako imunoblotom, tak zrejme aj
hmotnostnou spektometriou.

Precipiticia proteinov ACN sa preukizala ako nevyhovujica k umoZneniu
stanovenia pritomnosti irisinu v 'udskom sére. Hoci Kay et al. (2008) vo svojej Studif
preukazali tubytok proteinov o vysokej molekulovej hmotnosti. Tento pristup

nepriniesol jednozna¢né Specifické obohatenie vzorky o nizkoabundantné proteiny po
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precipitacii proteinov zo séra pomocou ACN. Pravdepodobne bol irisin spolu s
ostatnymi proteinymi precipitovany a nebolo ho mozné detegovat’ na danej trovni.
Vyuzitim CEGE elektroforézy sa niekol’ko nisobne zvySilo mnozstvo nanesenych
proteinov na koloénu, od ¢oho sme ocakavali zvySenie pravdepodobnosti detekcie
irisinu. ZvySenie nanesenych proteinov sa preukézalo ako neefektivne a k identifikacii
irisinu nedoSlo. Aj u tohto pristupu by deplécia abundantnych proteinov a komplexna
deglkykolizacia vzoriek (Jedrychowski et al., 2015) by pravdepodobne mohla umoznit’

irisin detegovat’.
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5. ZAVER

V teoretickej Casti bakalarskej prace bol vypracovany literarny dvod o irisine a jeho
vSeobecnych vlastnostiach, funkcii v metabolizme Cloveka, jeho vyzname a moZnom
terapeutickom vyuZiti irisinu v medicine. V poslednej Casti teoretického dvodu boli
zhrnuté metddy, ktoré boli doposial’ vyuzité k detekcii irisinu.

V experimentélnej Casti bakalarskej prace boli skimane pristupy k detekcii irisinu v
I'udskom sére metédou LC-MS/MS. Praca spocivala v ndjdeni vhodného pristupu, ktory
by bol dostatocné citlivy a cieleny na identifikdciu nizkoabundantného irisinu.

Navrhnutym pristupom bola 1D SDS-PAGE elektoforéza, pri ktorej boli
analyzované pasy z oblasti 10 kDa a 15 kDa, ktord sa nepreukézala ako dostatocni k
stanoveniu pritomnosti irisinu. Pristupom s vyuzitim ACN precipitacie krvného séra sa
docielilo precistenia vzorky od vysoko abundantnych proteinov o vicSej molekulovej
hmotnosti, ktoré by mohli znemoznit’ detekciu irisinu, avSak ani tento pristup nebol
uspesny. Poslednym pristupom k stanoveniu irisinu bola kolénova gélova preparativna
predoslych dvoch pristupoch. Ani posledny zo skumanych pristupov nepriniesol
pozitivne vysledky v podobe identifikécie irisinu.

Na zaklade ziskanych vysledkov boli v diskusii navrhnuté d’alSie postupy pre
optimalizaciu vybranych pristupov, ktoré by mohli prispiet’ k preukdzaniu irisinu v

T'udskom sére.
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7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

1D SDS-PAGE jednorozmerna elektroforéza v polyakrylamidovom géle v

pritomnosti dodecylsulfatu sodného

AA kyselina octova

ACN acetonitril

AMBIC hydrogenuhli¢itan aménny

APS persultait amonny

BCA bicinchonova kyselina

BFB bromfenolovi modra

ButOH butanol

CE kolizna energia

CEGE kolénové preparativna gélova elektroforéza
CID koliziou vyvolana disociicia

DTT dithiotreitol

EGF epidermalny rastovy faktor

EIA enzymova imunoanalyza

ELISA enzymova imunoanalyza viazand na sorbent
ERK extraceluldrna signdlom regulovani kinaza
EtMf etylenmorfolin

FA kyselina mravencia

FNDCS5 protein 5 obsahujuci fibronektinovu doménu typu II1
H,O milli-Q voda

HLB hydrofilno-lipofilny sorbent
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IAA

LC-MS/MS

PGCa
PNGéza F
PPAR-y
Q

RIA

SDS

SH skupiny
TCEP
TEMED
TFA

TG
TGF-a
TGS
Tris-HCl

UCPI

jo6doacetamid

kvapalinova chromatografia v spojeni s tandemovou hmotnostnou

spektrometriou

lyzin C

metanol

mitogénom-aktivované protein kinizy
hmotnostné spektrometria
transkripny koaktivator o

proteinova N-glykosiddza F
peroxizomovy proliferujuci aktivany receptor vy
aktivacna energia

radioimunoanalyza

dodecylsulfat sodny

sulfanylové skupiny
tris(2-karboxyetyl)fosfin
N,N,N',N'-tetrametyletyléndiamin
kyselina trifluoroctova

tris-glycin

transformacny rastovy faktor-o
tris-glycin-SDS pufer
tris-hydrochlorid

odpojovaci protein 1
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