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Souhrn

Disertacni prace je zaméfena na moznosti vyuziti novych poznatki o biomarkerech pfitomnych
v sekretu hrdla délozniho proteomickou analyzou.V cervikalnim hlenu detekujeme produkty zlaz endometria
a zlaz hrdla délozniho.Cervikalni hlen je dale obohacen o transudat tubarniho pivodu a jsou pfitomny i
exprimované ovarialni, peritonealni a proteiny svym pavodem vzdalenych tkani. Proteom je definovan jako
soubor vSech proteini produkovanych bunikami ur¢ité tkané za uréitych podminek v daném case. Proteomika
studuje pfitomnost a mnozstvi proteind, jejich interakci, modifikaci, funkci a misto vzniku. Stala se rychle se
rozvijejici oblasti uplatiiujici se ve vSech oblastech védy. DokaZze stanovit sekvenci aminokyselin,
molekulovou hmotnost, strukturu specifickych vazeb a interakci s jinymi latkami. Umoziuje tak Iépe

pochopit fyziologické i1 patologické procesy, které v tkanich probihaji.

V nasem souboru jsme prokézali 4370 proteini ve vzorcich cervikalniho hlenu od 19 pacientek
lécenych pro neplodnost. Porovnali jsme rozdily ve sloZeni hlenu u Zen ve spontannich 1écebnych cyklech a
v cyklech s hormonalni stimulaci vaje¢niki pro cyklus mimotélniho oplozeni. Pocet kvantifikovanych
proteind u Zen ve spontdnnich cyklech byl 199 oproti 422 proteiniim ve vzorcich S hormondlni stimulaci. Ve
vzorcich jsme prokazali proteiny specifické pro preovulacni a ovulacni fazi cyklu. Biologickd anotace
proteomu cervikalniho hlenu prokazala 57 % proteint intracelularniho ptivodu. Ctvrtinu viech proteint

tvotily imunoglobuliny.

Cervikdlni hlen je dobfe dostupny, jeho odbér neptedstavuje pro zenu zadna rizika. Minimdlné
invazivni pfistup v kombinaci s moderni technologii nabizi hledani novych diagnostickych a lé¢ebnych

postupi v gynekologii.



Summary

A proteome is defined as a set of all proteins produced under certain conditions in the real time.
Proteomics show the spatiotemporal localization and quantity of proteins, their interactions, modifications
and various modes of function. Proteomic analyses can uncover underlying amino acid sequences, molecular
weight of individual proteins, their 3D structures or probable interactions with other substances. It allows a
better understanding of ongoing physiological and pathological processes within tissues or organs.

This dissertation is focussed on the detection of novel biomarkers in cervical mucus by employing
proteomics. Cervical mucus is rich in secretions from cervical and endometrial glands. It is further enriched
by transudate from the fallopian tubes. Proteins from ovarian, peritoneal and remote tissues are also
detectable.

We detected 4370 proteins in cervical mucus from 19 patients treated for infertility at our ART
facility. Mucus composition was compared between women with spontaneous and hormonal stimulation
cycles. 199 specific proteins were present in samples from spontaneous cycles compared to 422 proteins in
hormone-stimulated cycles. Detected cervical mucus proteins were specific to the preovulatory and
ovulatory phases of the cycle. Proteomic biological annotation revealed intracellular origin in 57% of
mapped proteins. A quarter of all analyzed proteins belonged to the immunoglobulin family.

Easily accessible cervical mucus poses minimal risks for infertility patients as well as great diagnostic
potential. In combination with the latest proteomic analytical approaches it offers the basis for exploring new
diagnostic markers and therapeutics in gynecology.



1.Uvod

Cervikalni hlen v uzsim slova smyslu je produktem sekretorickych zlaz zlazového epitelu délozniho
hrdla. Hrdlo d€lozni (cervix uteri) je kaudalni c¢ast délohy a ptedstavuje vstupni branu vnitiniho
reprodukéniho tUstroji zeny. Ma tfadu dualezitych funkci — zajistuje bariéru mezi prostiedim pochvy a
vnitinim genitalnim traktem, umoziuje prinik spermii a odtok nitrodélozniho sekretu nebo krve pfi

menstruaci, chrani vyvijejici se plod v priabéhu t€hotenstvi a umoziuje vaginalni porod [1].
2. Anatomicka stavba délohy

D¢éloha je vnitini Zensky dutyneparovy organ ulozeny v malé panvi. Slouzi k uhnizdéni a dalSimu
vyvoji lidského zarodku. Sklada se z téla (corpus) a hrdla (cervix) délozniho spojeném v istmu déloznim.
Horni ¢ast téla délohy mezi rohy déloznimi s odstupy parovych vejcovodii se nazyva fundus délozni. Pfedni
plocha délohy se sklani k ventrokaudalné¢ uloZenému mocovému meéchyii, zadni plocha sméfuje
dorzokranidlné a je v kontaktu se sttevnimi klickami. Ob& plochy d€lozni v sebe ptechédzeji v déloznich
hranach. Déloha dospélé zeny ma hruskovity tvar a velikost pfiblizné 80x50x30 mm s hmotnosti okolo 80 g.
Jeji sténu tvori tii vrstvy. Vnitini sliznice (endometrium) obsahuje krom¢ stromatu zna¢né mnozstvi
Zlazového epitelu.Stiedni vrstva délohy je tvofena hladkou svalovinou (myometrium), zevni vrstva, ktera je
tvofena pobfiSnici (perimetrium) propojuje télo d€lozni s okolnim vazivem a zavésnym apardtem
(parametrium).Istmus délozni je pfechod mezi t€lem a hrdlem déloznim. Dé€loha se v istmu zuZuje a piechazi
Vv hrdlo délozni. Dolnimu pdlu tohoto zGzeni odpovida uvniti délohyostium internum canalis cervicis uteri.
Hrdlo délozni navazuje na dolni, ziZzenou &ast téla délozniho. Na hrdlo délozni se upina pochva. Upon
pochvy rozdéluje ¢ast hrdla na supravaginalni (horni tsek) a vaginalni ¢ast hrdla délohy (¢ipek). Vaginalni
Cast lezi v dutin€ pochvy a volné€ se do ni otevira mezi piedni a zadni klenbou (fornix vaginae anterior et
posterior). Na jeho zevnim konci se nachazi zevni Gsti (ostium uteri externum), ptes které dutina délozni

komunikuje s pochvou (canalis cervicis uteri)[2].

Cévni zasobeni délohy je z d¢loznich tepen (arteriae uterinae), ktera jsou vétvi arterie iliaca interna.
Po odstupu z panevni tepny jde d€lozni arterie na povrchu musculus levator ani medialn¢ smérem
k déloznimu hrdlu. Asi 2 cm od hrdla se kiizi s ureterem (tepna je kranialng) a vysila k nému drobnou arterii.
Pfi sténé d€lozni se vine kranidlné mezi dvéma vrstvami Sirokého vazu k déloznimu rohu. Vydava vétev pro
vejcovod a vajecnik. Vytvaii anastomézu s tepnou vaje¢niku (arteria ovarica). Distalné vysila d€lozni tepna
vétev pro délozni hrdlo a horni tfetinu pochvy, poté vytvaii anastomozu s posevni tepnou (arteria vaginalis) a
s ni tvoii dvé podélné tepny, které bézi pred a za pochvou (arterie azygos vaginae). Krev z délohy se sbira do
plexus venosus uterinus, ktery lezi po stranach a podél hornich thli délohy mezi dvéma listy Sirokého vazu

dé€lozniho a je spojen s plexus venosus vaginalis a plexus venosus ovaricus. Tyto Zilni pleten¢ jsou odvadény

do parovych venae uterinae na obou stranach délohy, které usti do odpovidajici vena iliaca interna.
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Mizni cévy delohy se skladaji ze dvou skupin: povrchové a hluboké. Délozni hrdlo je drénovéno tiemi
sméry: 1) tranzverzalné do nodi lymphatici iliaci externi,2) posterolateralnédo nodi lymphatici iliaci interni a
3) dorzalné¢ do nodi lymphatici sacrales a podél ligamentum teres uteri do nodi lymphatici inguinales

superficiales.

Inervace delohy je zajiSténa cestou sympatickych a parasympatickych nervovych pleteni. Sympaticka
z oblasti Th12-L2. Plexus uterovaginalis obsahuje vlakna dolni ¢astiparasympatiku z oblasti sakralnich
ganglii S2 — S4 tvoticich hypogastricky plexus. Nervy vstupuji do délohy po stranach v Sirokém vazu

déloznim spolu s déloznimi arteriemi [2,3].
3.Embryonalni vyvoj délohy

Zpocatku maji embrya muzského i Zenského pohlavi oba pary vyvodnych cest: mesonefricky
(Wolfiiv) vyvod a paramesonefricky (Miilleriv) vyvod. Kanal paramesonefricky vznik4d jako podélna
invaginace coelomového epitelu na pfednim povrchu urogenitalni liSty. U ploda zenského pohlavi (karyotyp
46 XX) je pro vyvojurcujici absence muzskych pohlavnich hormond. K diferenciaci Miillerovych kanalkta
ptispivaji zenské pohlavni hormony. U dévcatek involvuji vSechny mesonefrické kanalky (jejichz zbytky
n¢kdy zustavaji jako paraoophoron a epoophoron) i ductus mesonefricus Wolfi (ze kterého mohou podél
jeho prib&hu persistovat Gartnerovy cysty). Z hornich dvou tietin paramesonefrickych duktt vznika tuba
uterina, kaudalni tfetina se spojuje s druhostrannym vyvodem a vytvari uterovaginalni kanal, ktery se pozdéji
diferencuje v télo a hrdlo délozni a ¢ast pochvy [4]. Paramesonefrické vyvody jsou obsazeny v genitalni
1i8t&, kterd se k sob& postupné oboustranné piiblizuje, nasledné se spoji a vytvoii transversalni fasu plica lata
uteri. Tato fasa obsahuje mezenchym, ktery je zakladem pro vazivo ligamentum latum uteri a délozni
svalovinu. V misté, kde se tkan spojeného Miillerova vyvodu dotkne stény sinus urogenitalis, vznika
paramesonefricky (Miillertiv) hrbolek, ztlusténi entodermalniho ptivodu. Po stranach hrbolku se zakladaji
sinovaginalni bulby, dva pupeny, které proliferuji, obristaji hrbolek a vytvareji vaginalni ploténku. Bunky
ploténky pokracuji v proliferaci a prodluzuji ji kranidlnim smérem tak, ze posouvaji vzhiru i uterovaginalni
kanal. Ploténka i1 dno kanalu se postupem casu luminizuje, kolem délozniho krc¢ku se lumen jesté rozsituje v
posSevni klenby, fornices vaginae. Vagina ma tedy dvoji ptivod, horni tisek vznika z canalis uterovaginalis z
Miillerovych vyvodi, dolni usek pak z bunék sinus urogenitalis. Oba useky jsou od sebe do narozeni
oddéleny tenkou bldnou, hymen, kterd se perinatdln¢ perforuje, ¢imz vznikd ostium vaginae. Ke
kompletnimu splynuti paramezonefrickych vyvodi dochazi v 8.tydnu t€hotenstvi. Ve 22. tydnu te€hotenstvi
je jiz dobie diferencované myometrium, endometrium se nadale vyviji. Neonatalni endometrialni luminalni
epitelium je ploché a zlazovy epitel je fidky. Vyvoj zlazového epitelu je pomaly, teprve v puberté zlazovy

epitel pln¢ vyzrava [5].
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4. Histologie délohy

Délozni sténa je ptiblizné 1,5 — 2 cm silna a sestava se ze tii vrstev: 1) tunica mucosa (endometrium);
2) tunica muscularis (myometrium); 3) tunica serosa (perimetrium). Endometrium rozdélujeme na dvé ¢asti.
Prvni je funkéni zona (zona functionalis), ktera tvofi vnéjsi ¢ast endometria. Tato vrstva se b&hem
menstruacniho cyklu odlucuje. Druhd vrstva, nepodléhajici degradaci, se nazyva basalni zoéna (zona basalis).
Epitel d€lozni se sklada ze slozky lumindlni a zlazové. Sekret zlazového epitelu je vyznamny pro vznik,
udrzeni a pribéh téhotenstvi. Béhem poslednich desetileti se nashromazdily dikazy podporujici
jednozna¢nou roli sekreti déloznich zlaz v komunikaci mezi endometriem a embryem, v implantaci a
placentaci ovliviijici dalsi pribéh téhotenstvi. Poruchy vyvoje nebo funkce d€loznich zlaz mohou byt
pti¢innymi faktory infertility eventuelné t€hotenskych patologii (preeklampsie a retardace rustu plodu)[6].
Endometrium obsahuje fadu bunék a ¢etnou sit’ retikularnich vlaken. Endometrium se v prubéhu dospivani
meéni. V pribéhu pubertalniho véku je endometrium tvofeno jednovrstevnym kubickym epitelem. V obdobi
pohlavni zralosti dochazi ke vzniku strukturalnich a funkénich zmén vSech ¢asti délohy. Myometrium je
nejsilngj$i vrstva délozni stény, kterd ma tloustku asi 1,5 cm. Sklada se ze ctyf vrstev hladkych svalovych
bunck, které jsou prostoupeny vazivem. Dale je tvofeno krevnimi a lymfatickymi cévami a autonomnimi
nervy. Hladké svalové buiikky dosahuji délky okolo 50 pm u neté¢hotné délohy. V gravidit¢ se myometrium
zmnozuje (hyperplazie) a prodluzuje (hypertrofie). Perimetrium se sklada z tenké vrstvy kolagenniho vaziva,
které je pokryto jednovrstevnym plochym epitelem-mezotelem. Tunica serosa pokryva celou zadni, ptedni a
horni plochu délohy. V mistech, kde tunica serosa nepokryva kolagenni vazivo pii hranach délohy, se
nachdzi vazivova vrstva tunica adventiCie neboli parametrium. Tato vrstva je tvofena z velkych cév a nervi a
obsahuje ¢etné parametrialni vazy, které zahrnuji svazky kolagennich vlaken.Stavba stény istmu délozniho je
oproti sténé téla odlisna pouze nepatrné. Ve sténé istmu se nachdzi mensi mnozstvi hladkych svalovych
bunék spolu s fibroblasty. Endometrium je nizsi a nepodléha tak silnym cyklickym zménam. V istmu délohy
existuji dva typy zlazek — délozni a zlazy hrdla. Béhem tc¢hotenstvi se sténa istmu ztencuje, dochazi
k hyperplazii cirkularni hladké svaloviny a zaroven ubyva hladké svaloviny, ktera je orientovana podélné
vzhiru. Z istmu se béhem téhotenstvi stava dolni délozni segment. Epitel hrdla dé€lozniho vystylajici
endocervikélni kandl a endocervikalni krypty sestdva z jedné vrstvy hlenotvornych cylindrickych bunék.
Jadra jsou pfi bazdlni membranég, ale pti aktivni hlenové sekreci mohou byt vytlatena smérem k lumen.
Sekrecni endocervikalni buiiky zacinaji na squamokolumnarni junkci a vystylaji endocervix a endocervikalni
krypty. Endocervikalni zlazky jsou zanotené do stromatu cervixu, pies Gsti komunikuji ptimo s cervikalnim
kanalem.Podle vzhledu a vnitini struktury miiZzeme rozliSit bazalni buiiky, sekre¢ni cylindrické buiky a
cylindrické bunky s fasinkami. Ciliarni buiiky zajistuji vymeénu iontl a hydrataci mucinu. Hlavni funkci
fasinkovych bungk je aktivni piesun hlenu po sliznici. Nékteré studie predpokladaji rozdilnou funkcei zlazek

podle lokalizace v cervixu — vyse ulozené zlazky produkuji méné viskozni sekret, nize ulozené produkuji
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sekret s vyssi viskozitou[7]. Pod epiteliem je fibromuskularni vrstva s cirkularni orientaci hladké svaloviny.

Perimetrium tvofi tfeti vrstvu pouze v supravaginalni ¢asti hrdla délozniho.

4.1. Déloha jako svalova pumpa

Déloha jako svalové kontrakéni organ neni funkéni pouze béhem t¢hotenstvi a porodu. Délozni
kontrakce Vv podobé peristaltickych vin byly popsany Kunzem v roce 1996. Existuji téi hlavni sméry
peristaltické aktivity: A/ cervikofundalni typ kontrakci, B/ fundocervikalni typ kontrakci a C/ istmicky typ
kontrakci. Kontrakce jsou umoznény architekturou muskularni vrstvy délozni stény a prevaha peristaltické
aktivity je zavisla na fazi menstruacniho cyklu. Peristaltickd aktivita myometria podléha ovarialni
hormondlni regulaci. Dysfunkce a hyperaktivita mize byt etiologickym faktorem vzniku panevni

endometriozy, adenomyozy a infertility [8].

V periovulacni fazi napomaha peristalticka aktivita transportu spermii od zevniho cervikalniho tusti
kranialn¢ preferenéné k tubarnimu ostiu ipsilataralné s ovaridlnim dominantnim folikulem. Tento
mechanismus se vyznamné uplatiuje v lidské reprodukci. Béhem pozdni lutedlni faze je v oblasti
fundokornualni popisovana snizend peristaltickd aktivita s ohledem na pfedpokladanou embryonalni

implantaci.

Dysfukéni peristaltickd aktivita je popisovana u zen s endometridzou, adenomyosou, myomatosou a
s nalezy endometrialnich polypt. Ve svych dusledcich vedou k traumatizaci délozniho endometria, narusuji

myometralni kontraktilitu a tim zpiisobuji sniZenou plodnost aZ infertilitu.
5.Fyziologie

5.1. Endometridlni cyklus

Endometrium fertilni Zeny prochazi cyklickymi zménami, které zahrnuji fazi menstruace, proliferace
a fazi sekrece.Béhem menstruace dochazi po ischemizaci spiralnich arteriol k odlouceni funkéni vrstvy
endometria, které nasledné regeneruje z bazalni vrstvy b€hem proliferacniho obdobi. Faze menstruace trva 4-
7 dnt. Tvorba cervikalniho hlenu je v menstruaci potlacena. V prolifera¢ni fazi dochazi k ristu epitelialnich
bunék i déloznich Zlaz. V této fazi jsou endometrialni zlazky Gzké, kratké a rovné. Ve stiedni a pozdni
proliferacni fazi cyklu se zlazy prodluzuji a vétvi s maximem v obdobi implanta¢niho okna. Faze proliferacni
trvad 10 dnti. Mnozstvi cervikalniho hlenu se priibézné postupné zvysSuje a méni se i jeho vlastnosti. Zmény
kvality a mnozZstvi cervikdlniho hlenu v pribéhu menstrua¢niho cyklu u zen popsali jako jedni z prvnich

v 50. letech minulého stoleti Papanicolau a Rydberg [9,10].
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V 70.tych letech minulého stoleti popsal Insler moznosti vyuziti cervikalniho hlenu ke stanoveni
periovula¢niho obdobi. Prokazal zvySené mnozstvi viskoznéjsiho a taznéjSiho hlenu u Zen v periovulaénim
obdobi, v souvislosti se zvySenym mnozstvim estrogenti V této fazi cyklu. Vyuziti je pii C¢asovani a
optimalizaci terminu doby poceti [11]. Soucasné je v obdobi estrogenniho maxima cervikalni hrdlo otevieno
a vyse popsané zmeény umoznuji prostup spermii do dé€lohy. Ve fazi sekre¢ni, trvajici 10-12 dnti, pak klesa
mnozstvi cervikalniho hlenu, zvySuje se jeho hustota vlivem zvySeného obsahu mucinu, v dutin¢ délozni se
méni charakter endometria, které se pfipravuje na implantaci embrya. Selhava-li uhnizdéni embrya, zlazky

regreduji v pozdné sekrecni fazi vlivem zaniku ovarialniho zlutého téliska a rozpadnou se béhem menstruace

[12].

5.1.1 Hormonalni regulace

Endometrialni cyklus je regulovan hormonalné. Uplatiiuji se steroidni hormony pfedevsim estrogeny
a gestageny. Jsou lipofilni a v krvi jsou vazané na plazmatickou bilkovinu. Steroidni hormony se syntetizuji
z cholesterolu. Tato syntéza probiha v endokrinnich buiik4ch kiiry nadledvin, ve folikuldrnich bunikéch ovarii
a v corpus luteum. Estrogen tvofeny ovarii je 17festradiol, v jinych tkanich je tvofen estron a b&hem
t€hotenstvi se vyluCuje estriol. Estrogeny maji proteoanabolicky téinek, podileji se zejména na tvorbé
sekundarnich pohlavnich znaki, vyvoji reprodukénich organti, proliferaci endometria délohy, regulaci
produkce hlenu déloznim zlazovym epitelem a zvySuji ochranu pied vaginalni infekci. Dale se podili na
regulaci menstruacniho cyklu, tvorbé tuki, funkci mlécné zlazy, ukladani vapniku v kostech, zadrzovani
vody v téle, zvySuji prutok krve vajecniky, ovliviuji zrani folikulu i vajicka a mohou mit supresni vliv na
emo¢ni deprese. Progesteron vznika z pregnenolonu. Progesteron je produkovan ovarialnim folikulem,
Zlutym téliskem, placentou, kiirou nadledvin. Progesteron ma antiestrogenni a antigonadotropni ucinek.
Sekrece progesteronu je ovliviiovdna negativni zpétnou vazbou, snizuje hladinu LH a FSH. ZvySuje bazélni
télesnou teplotu ve druhé poloviné ovula¢niho cyklu. Vlivem progesteronu dochazi k transformaci
proliferacniho endometria, jeho uloha je klicova pro UspéSnou implantaci a t€hotenstvi. V t€hotenstvi ma
relaxacni vliv na myometrium. Méni charakter cervikalniho hlenu. Tvorba steroidu je fizena gonadotropnimi
hormony, mezi které¢ fadime LH a FSH. Gonadotropni hormony jsou syntetizovany piednim lalokem
hypofyzy a jejich vyplaveni je regulovano hypotalamickym gonadoliberinem (GnRh). Regulace je zajiSténa
slozitymi zpétnovazebnymi mechanismy mezi periferii a centralnim nervovym systémem. Gonadotropni
hormony se vazi na thekalni buniky ovaria pomoci vazebnych receptort a aktivuji takvnitini bunécény systém.
Dochazi k ptenosu cholesterolu do mitochondrii, kde probéhnou dalsi metabolické pochody vedouci k tvorbé

steroidnich hormon [13].
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5.1.2. Endometrialni receptivita

Podminkou uspésné implantace embrya je fada interakci mezi decidualizovanym endometriem a
uvolnénou euploidni blastocystou. Endometrium prochazi v priabéhu cyklu fazi regenera¢ni, remodelacni a
diferenciacni. Nezbytnym faktorem téchto zmén je vzijemnd pieména mezenchymalniho a epitelidlniho
fenotypu endometrialnich bunék. Proces je definovan vlastnost bunék zménit charakteristické znaky jednoho
typu bun¢k na znaky typu druhého (mesenchymal — epithelial transition MET, epithelia — mesenchymal
transition EMT)[14]. Pti pfeméné dochazi k morfologickym zménam bunék — intracelularné se zvySuje
glykogen, ptibyva lipidl, expanduje endoplazmatické retikulum, méni se mikrofilamenta cytoskeletu, roste
pocet fagozomul a lyzozomui. Dochazi ke specifické sekreci prolaktinu stimulujiciho rist trofoblastu a jeho
invazi, inhibuje sekreci prozanétlivych cytokint. Zvysuje se sekrece IGFBP-1 (insulin like growth hormon

binding protein) regulujici d€leni bunék a stimulujici invazi trofoblastu.

Pti decidualizaci se zvySuje intercelularni buné¢na komunikace zvySenim exprese junkénich proteinti
(beta katenin a E-kadherin). Molekularné geneticky se pii decidualizaci méni exprese vice nez 3000 gend.
V recentnich studiich byl sledovan vliv miRNA na proces pfemeény endometria v misté implantace. Zména
exprese MiRNA -429 reguluje geny pro kadherin — dileZitou molekulu mezibunéénych vazeb. Do pfemény
se zapojuji také Ras proteiny — napf. Rhoa, Rac regulujici aktinovy cytoskelet [15]. Strukturalni zmény
myometria (myom, adenomyoza, jizvy po iatrogennich vykonech), endometridlni polypy pak receptivitu
negativné ovliviiuji. Histopatologicka transformace endometria béhem decidualnich zmén je dobie popsana,

na molekularni trovni jde o geneticky koordinované procesy kddované 39 geny rodiny homeobox (Hox)

S 24

Béhem decidualizace jsou prokazatelné narusty prostaglandinii, vaskuldarniho endotelidlniho
ristového faktoru a imunitnich bun¢k (makrofagy, ptfirozeni zabije¢i — NK) indukujicich produkci cytokint
(leukocytarni inhibi¢ni faktor a interleukiny). Na endometriu se zvySuje exprese pinopoda a exprese molekul
bunécné adhese. Pinopodie zvétSenim povrchu builkky usnadiiuji adhesi embrya. Existuje pfiméa zavislost
mezi hladinami progesteronu, hustotou progesteronovych receptorti a poctem pinopodii. Kromé pinopodii je
dal§im morfologickym markerem receptivity endometria nucleolar channel systém (NCS). Jde o systém
neékolika vrstev cisteren a kanalki v bunééném jadie typickém v postovulaénim endometriu. Mé roli

Vv otevirani implanta¢niho okna a ve vyssi koncetraci je prokazatelna u plodnych zen [16].

Proces decidualizace startuje explozi volnych radikalti pomoci aktivace signalizacni drahy NADPH

oxidazy (NOX4) se vzplanutim prozanétlivé odpovédi s vytvoienim lokalniho edému, zvySenim koncentrace
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déloznich prirozenych zabijeci (uUNK) a mesenchymalni remodelaci bun¢k [17]. Jednu z klicovych roli
v remodelaci endometria maji proteolytické enzymy — matrix metaloproteinazy (MMP) a jejich inhibitory.
Podileji se na regulaci rastu, proliferaci cév, apoptoze bunck. Stromalni MMP 2 je jednim z nejdilezitéjSich
pro architektoniku endometria. Nezbytnym pro implantaci je MMP 9, ktery se podili na Stépeni kolagenu
[18]. U Zen s vySe jmenovanymi déloznimi patologiemi byly prokdzany zmény exprese vyznamnych faktord

ovliviujicich transformaci endometria a tim i naslednou implantaci [19,20].

6.Cervikalni hlen
6.1. Biochemické slozeni

Cervikalni sekret je glykoproteinovy gel tvofeny cervikalnimi zlazami. Cervikalni hlen je slozen z
vody (90-98%) a cetnych organickych a anorganickych latek - muciny, polysacharidy, oligosacharidy,
proteiny, lipidy, enzymy, organické kyseliny a ionty. Viskoelastické vlastnosti sekretu zavisi na mucinech —
hlavnich strukturdlnich proteinech, coz jsou velké glykosylované polymerni molekuly spojené
disulfidickymi vazbami. Na zdklad¢ fyzikélnich vlastnosti rozliSujeme muciny sekre¢ni (vytvareji strukturu
sekretu) a membranové (chrani povrchové membrany epitelidlni bunck). V cervikdlni sekretu jsou ptfitomny
piedev§im mucin2,mucin 5AC,mucin 5B a mucin 6. Vysoky obsah cysteinu umoziuje disulfidické vazby
dilezité pro vznik polymert. Navazané oligosacharidy a polysacharidy ovliviiuji biofyzikdlni vlastnosti

sekretu, jeho stabilitu a odolnost proti bakterialnim enzymtm[1].

6.2.Struktura cervikalniho hlenu

Nové poznatky o struktuie cervikalniho hlenu pfinesla vySetieni pomoci nuklearni magnetické
rezonance (NMR) a mikroskopie atomarnich sil AFM (atomic force microscopy). Molekuly mucinu maji
tvar filament, kterd se spojuji vzajemné do paralelnich svazkl asiti nebo mohou vytvaret globularni
struktury. Ovliviuyjicim faktorem je pH prostfedi, ve kterém se nachazeji. Pfi hodnoté nizsi, nez je
izoelektricky bod mucinu, vznikaji filamenta a husté sité, pti hodnot¢ vyssi se vladkna rozvoliuji a vznikaji
globularni struktury. AFM v prvni fazi cyklu prokazala hustéjsi sit’ filament s otvory okolo 500 nm, branici
pruniku spermii. V periovulacnim hlenu je struktura odlisna— mucin tvoii disperzni agregované globule, coz
vysvétluje snizeni viskozity. Kromé hodnoty pH reologické vlastnosti sekretu a jeho viskozitu ovliviiuje
glykosylace mucini, piredevsim fetézce kyseliny sialové (N-acetylneuraminové) a sacharidil se sulfatovymi
skupinami. Naboje na téchto skupinach stabilizuji konfiguraci mucinti a ovliviiuji viskozitu sekretu.

Podrobna analyza proteomu ovulacniho cervikalniho sekretu prokdzala prevahu neutralnich oligosacharida,
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mimo ovulaci pievazovaly acidické oligosacharidy. To souvisi S poznatkem, Ze snizeni pH zvySuje viskozitu
cervikalniho sekretu. Makromolekuly mucint jsou S§tépeny fadou enzyml — proteaz, sialiddz, glykosidaz
a sulfatdz, coz meéni jejich fyzikalni vlastnosti. Tyto enzymy tak mohou meénit nejen viskozitu, ale také
interakci se spermiemi nebo bakteriemi. Dekondenzace mucin@i zvy$enim koncentrace HCO? usnadni
enzymatické $tépeni vzajemné vazby NHz a COOH a zménu jejich konformace. Bylo prokazéano, ze aktivita

sialidazy dosahuje maxima v dob¢ ovulace [1].
6.3.Cyklické zmény struktury cervikalniho hlenu

V pribéhu menstrua¢niho cyklu se méni mnozstvi, fyzikalni (reologické) vlastnosti a biochemicka
struktura v zavislosti na hormonalnich hladinach. V endocervixu ptevazuji mucin 5B a mucin 4. Bylo
prokazano, ze v obdobi ovulace se mnozstvi mucinu 5B zvysuje sedminasobné Vv porovnani s obdobim mimo
ovulaci a dramaticky klesa pii vzestupu progesteronu. V prubéhu cyklu se kromé zastoupeni jednotlivych
mucinl v cervikdlnim sekretu také méni pH, obsah vody, glykosylace a dalsi biofyzikalni vlastnosti (tab. 1)

[1,21].

Tab. 1. Zmény cervikalniho sekretu v priibéhu menstruacniho cyklu

Cervikalni sekret Ovulacni faze | Neovulaéni faze

objem vysoky nizky

pH alkalické acidické

viskoelasticita nizka vysoka

obsah MUCB5,MUC4 Vysoky nizky

hydratace vysoka nizka

agregace mucinu globuléarni fibrézni

AFM obraz disperzni denzni
globuléarni filament6zni sit’

krystalizace NaCl anizotropicka izotropicka

Glykosylace neutralni kyselé
oligosacharidy | oligosacharidy

Kationty zvySeni K* zvyseni Ca?*

aktivita sialidazy zvySena Snizena

bariérova funkce nizka Vysoka
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6.4. Mechanismus a fizeni sekrece cervikalniho sekretu

Biosyntéza mucini probiha v Golgiho aparatu a endoplazmatickém retikulu. Molekuly mucint jsou
komprimované a ulozené v sekrecnich granulich, které tvori vétsi ¢ast mukoznich bunék a nachazeji se také
V jejich okoli v podobé vezikul. Po uvolnéni z granuli nebo vezikul se kondenzované molekuly mucinti
rozvijeji. Na tom se podili jednak ndboje ionizovanych fetézct, jednak hydratace. V granulich ptfevazuje
koncentrace kalciovych kationt(, které kompenzuji negativni ndboje na mucinu. Pfi sekreci pfes oteviené
kanaly ve sténé jsou ionty Ca?" vytésiiovany Na*. Dochazi ke zvyseni osmotického tlaku, coz vede ke vstupu
molekul vody a bobtnani mucini. Tento proces urychluje sekrece HCO® a $té&peni intramolekularnich vazeb
enzymy.Mnozstvi a vlastnosti mucind cervikalniho sekretu zavisi na hladinach ovarialnich steroidu.
Mechanismy jejich piisobeni mizeme rozd¢lit na pomalé (v fadech hodin) a rychlé (v fadech sekund).

K pomalym patii exprese genli pro muciny, jejich syntéza, glykosylace a sekrece. K rychlym patii regulace

pohybu iontl a vody pfi transformaci a hydrataci makromolekul mucini[21].

6.5. Vlastnosti cervikalniho sekretu

6.5.1. Ochranna funkce cervikalniho hlenu proti infekcim

Na ochran¢ proti priniku patogent se podili mimo fyzikalné-chemickych vlastnosti sekretu také
imunitni systém, jehoZ buriky jsou piitomny Ve sliznici cervixu a patii k vrozené i ziskané imunité. Reaguji
na hormonalni podnéty a uvoliiuji mediatory, které fidi migraci imunitnich bunék. V ¢asnych fazich infekce
imunitni buniky cervixu produkuji velké mnozstvi cytokini pusobicich proti pronikajicim patogentim.
K nejprobadanéjsim patii interleukiny (IL-1b, IL-l1a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13,
macrophage inflammatory protein (MIP-1a), granulocyte colony-stimulation factor a tumor necrosis factor.
Nejvyssi koncentrace mély IL-1, IL-6 a IL-8. V cervixu jsou pfitomny bohaté zastoupené plazmatické bunky
vytvarejici IgA, IgG, IgM a nekteré slozky komplementu. V priibéhu ovulace se koncentrace imunoglobulinti

Vv cervikalnim sekretu snizuje [22].

6.5.2. Interakce cervikalniho hlenu se spermiemi

Prinik spermii cervikalnim sekretem je ovlivnén optimalni biochemickou a fyzikalni strukturou
a toleranci imunitniho systému délozniho hrdla. Imunitni systém musi soucasné branit priniku patogenii

a tolerovat alogenni spermie, coz vyzaduje jeho pfesné nastaveni. Pii diagnostice infertility byly provedeny
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studie jednotlivych faktori imunitniho systému, které mohou spermie naruSit a poskodit.
Antispermatozoidalni protilatky (ASA anti-sperm antibodies) mohou byt IgA nebo IgG. Je mozné je
prokazovat vice metodami — MAR test (mixed anti-globulin reaction), mikroaglutinace spermii, imobilizace
spermii, imunofluorescence. Pfimou interakci spermii s cervikalnim hlenem vysSetfujeme postkoitalnim
testem, Kremerovym testem (sperm-cervical mucus penetration test) a sperm-cervical mucus contact testem.
ASA mohou poskozovat kapacitaci spermii, akrozomalni reakci, fertilizaci oocytli nebo preimplantacni
embryo. Byly vySetiovany také protilatky proti lamininu-1. Lamininy jsou multifunk¢ni glykoproteiny, které
se podileji na dilezitych biologickych aktivitich membran — adhezi, stabilizaci a tvarovych zménach.
Nebyly vSak prokdzany vyznamné souvislosti S reprodukénimi potizemi [23]. Kromé protilatek se mohou

Vv cervixu uplatnovat také NK (natural killer) bunky [24].

7. Proteom cervikalniho sekretu

Proteom je definovan jako soubor vSech proteini produkovanych buiikami urcité tkané za urcitych
podminek v daném ¢ase. Proteomika studuje piitomnost a mnozstvi proteind, jejich interakci, modifikaci,
funkci a misto vzniku. Stala se rychle se rozvijejici oblasti uplatiujici se ve vSech oblastech védy. Dokaze
stanovit sekvenci aminokyselin, molekulovou hmotnost, strukturu specifickych vazeb a interakci s jinymi
latkami. Umoziuje tak lépe pochopit fyziologické i patologické procesy, které ve tkdnich probihaji. Do
cervikdlniho sekretu se dostavaji latky produkované ve vysSich etaZich reprodukcniho ustroji, predev§im
endometriem nebo téhotenstvim. Nové moznosti diagnostiky reprodukénich patologii pfinasi v soucasnosti

vySetieni proteomu cervikalniho sekretu.

Studie Grandeho (2015) zkoumala slozeni proteinti hlenu hrdla d€lozniho u 5 Zen napfic
menstrua¢nim cyklem. Ve vzorcich proliferaéni faze cyklu nalezla 59 proteint, v periovulaénim obdobi 81
proteinti a v sekre¢ni fazi 43 proteint. 38 proteinti se objevovalo ve vSech fazich menstrua¢niho cyklu [25].
Studie Andersch —Bjorkmana(2007) a kolektivu hodnoti u 12 Zen proteom cervikalniho hlenu v priabéhu
cyklu. Vyznamné zmény ve sloZeni hlenu se ukézaly pouze béhem ovulace, mimo ovulaci byly zmény
minimalni. Identifikovano bylo 194 proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS/MS). Hlavnim
mucinem v hlenu s nejvy$§im obsahem periovula¢né byl mucin 5B. NejvyraznéjSim rozdilem byl posun v
mucinové glykosylaci. Glykosylace hlenu pfi ovulaci pravdépodobné usnadniuje pronikani spermii hlenem
hrdla délozniho. Z proteinti byla prokazana fadu bunécnych, sérovych a specifickych proteinti. Limitaci
mize byt kontaminace vzorku epitelialnimi bunikami a krvi spojenych s odbérem metodou kartackem [26].
Studie Dasariho a kolektivu (2007) analyzovala a srovnavala proteom cervikovaginalniho hlenu, séra a
plodové vody u tehotnych Zen. Celkem bylo identifikovano 150 proteinti. Srovnani proteomi

cervikovaginalniho hlenu, séra a plodové vody ukazalo, Ze 77 proteint je jedine¢nych pro hlen, dalsich 56 a
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17 proteinti obsazenych v hlenu se vyskytuje také v séru a plodové vode [27]. Dalsi studii u téhotnych
provedla holandska skupina doktorky Hein s kolektivem (2005). Zaméfili se na sloZeni a antimikrobialni
aktivitu hlenovych zatek téhotnych zen pred porodem. Semikvantitativni western blotting extrakti ukazal, Ze
inhibitor sekre¢ni leukoproteazy, lysozym, laktoferin a neutrofilni defensiny byly ptfitomny v koncentracich,
které byly dostate¢né pro antimikrobidlni aktivitu [28]. Recentni prace Lacroix a kolektivu (2020) posuzuje
cervikovaginalni hlen a jeho slozeni jako obrannou bariéru branici prestupu infekce ascendentni cestou u
té¢hotnych zen. Abnormality slozeni hlenové zatky spolu s bakteridlni vaginozou vyznamné pfispivaji
K intraamnialnim infekcim a pfedCasnym porodim [29]. Pro neinvazivni detekci intraamnialni infekce
ariziko pred¢asného porodu je mozné vyuzit stanoveni dominantni bakterie v cervikalni tekutiné [30].
Recentni prace Grandeho zroku 2017 porovnava proteomické spektrum cervikalniho hlenu metodou
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim u 10 zen s laparoskopicky prokazanou endometri6zou
(histologicky verifikovanou) a srovnavaci skupinou 10 zdravych zen fertilniho véku. Detekovali skupiny
diferencované exprimovanych proteini, véetné nékterych funkéné vyznamnych proteint. Sest proteinti bylo
u endometriozy kvantitativné zvysSeno, témét vSechny se podilely na zvySené zanétlivé odpovédi. Devét
proteintt bylo u endometriozy kvantitativné snizeno, vcetné¢ nékterych proteinii souvisejicich s vrozenou
lokalni imunitou (CRISP-3 a Pglyrpl) a ochranou proti oxidativnimu stresu (HSPB1). N¢ékteré proteiny
souvisejici s antimikrobialni aktivitou nebyly proti kontrole detekovany u endometriozy. Dle zavéru studie
se projevuje toto chronické onemocnéniv cervikalnim hlenu zanétlivym proteinovym vzorem [31]. Studie
Rocconiho zroku 2022 sleduje zmény proteomu cervikovaginalni tekutiny u 33 Zen s ovarialnim
karcinomem a porovnava s kohortou 50 zdravych zZen. Ptitomnost péti signalnich peptidd (apolipoprotein
Alithymosin p4like protein, serine proteinase inhibitor Al, periplakin, profilin 1) ma prokazatelné vyssi
pravdépodobnost detekce ovaridlniho karcinomu [32]. Jina studie autort Kawie a kolektivu (2018)
analyzovala zmény mikroRNA cervikalniho hlenu jako moznosti vyuziti diagnostického markeru u
cervikalnich neoplazii. Zmény mikroRNA (miRNA) hraji roli v regulaci genové exprese béhem cervikalni
karcinogeneze. Cervikéalni hlen byl odebran 230 pacientim s normalnim déloznim cipkem, cervikalni
intraepitelialni neoplazii (CIN), spinocelularnim karcinomem (SCC) nebo adenokarcinomem (AD). Studie
identifikovala ¢étyfi specifické miRNA (miR-126-3p, -20b-5p,451a a -144-3p) v cervikalnim hlenu jako
slibné biomarkery pro detekci rakoviny délozniho Cipku, zejména AD a vyssich stadii CIN[33]. Dalsi vyuziti
znalosti proteomické mapy cervikalniho hlenu se nabizi v asistované reprodukci pii optimalizaci piipravy
endometria pro implantaci embrya vin vitro fertilizaci. V recentnich pracich se prokazaly rozdily
Vv proteomickém slozeni ve skupindch infertilnich a implantacné selhavajicich pacientek. V ramci tzv.
epitelialniho receptomu bylo identifikovano 2048 proteint, z nich 137 charakteristickych pro receptivni a

134 pro nereceptivni endometrium [34,35].
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8.Clile studie

Tato studie se zamétuje na proteomickou charakterizaci cervikalniho hlenu s cilem vyhodnotit jeho
slozeni jako neinvazivné ziskany zdroj potencialniho biomarkeru ruznych patologii v Zenském genitalnim
traktu. Prvnim cilem této prace bylo optimalizovat experimentalni pracovni postup pro ziskdvani a
zpracovani cervikalniho hlenu. Druhym pak posoudit rozdily v proteomickém slozeni cervikalniho hlenu u
zen podstupujicich intrauterinni inseminaci (IUI) béhem pfirozenych ovula¢nich cykli a u Zzen

podstupujicich in vitro fertilizaci (IVF) s kontrolovanou ovarialni stimulaci.
9.Material a metody

9.1. Kritéria pro vybér pacientek

Navrh studie ,,Biomarkery endometrialni receptivity (BIOMER, NCT04619524)* byl schvalen
Etickou komisi LF UP a FN Olomouc. Pacientky v centru asistované reprodukce Fakultni nemocnice
Olomouc byly posouzeny z hlediska zpusobilosti a zatazeny do studie. Kritéria pro zafazeni byla podepsani
informovaného souhlasu, diagn6za neplodnosti muzského nebo idiopatického faktoru a plan otéhotnéni ve
spontannim ovulacnim cyklu s intrauterinni inseminaci nebo v cyklu s fizenou ovarialni stimulaci pro
mimotélni oplozeni s pouzitim rekombinantniho folikuly stimulujiciho hormonu (rFSH) v kombinaci

s agonistou eventuelné antagonistou gonadotropin uvoliiujiciho hormonu (GnRH) [36,37].

9.2.Charakteristika pacientek

Do studie bylo zafazeno 19 pacientek podstupujicich 1é¢bu neplodnosti v centru asistované
reprodukce Fakultni nemocnice v Olomouci. Ve skupiné podstupujicich intrauterinni inseminaci (IUI) to
bylo 10 Zen, ve skupiné 1é¢enych metodou mimotélniho oplozeni (IVF) 9 Zen. Primérny vék pacientek byl
32,1 rokd, ve skupiné IUI 33,8 oproti 30,2 ve skupiné IVF. Index télesné hmotnosti BMI byl celkové 25,1
kg/m?, ve skupiné TUI 25,7 kg/m?, ve skupiné IVF 24,5 kg/m?. Pro stanoveni ovarialni rezervy jsme zméfili
hladiny antimiillerian hormonu (AMH) a folikulostimulacniho hormonu (FSH) v Casné proliferacni fazi
cyklu. AMH byl celkové 3,8 ng/ml, v IUI skupiné 3,5 ng/ml, v IVF skupiné¢ 4,2 ng/ml. FSH celkové 5,7 TU/I,
v IUI skuping 6,9 IU/1, v IVF skupiné 4,8 IU/l. Délka neplodnosti byla u vSech pacientek v priméru 3 roky
s mirnou odchylkou v obou skupinach. U 11 pacientek se jednalo o primarni sterilitu, 8 pacientek jiz bylo
v minulosti té¢hotnych. V IVF skupiné byly téhotné jen 2 pacientky oproti 6 pacientkdm ve skupiné IUIL.
Kuracek bylo v souboru 21 %, vice zastoupeny byly ve skupiné IUI 30 % proti 11 % v IVF skupiné. Vyska
endometria v dob¢ odbéru cervikalniho hlenu byla v priméru 9,4 mm, ve skupiné IUI 8,6 mm ve skupiné

IVF 10,3 mm. Klinické charakteristiky ucastnika studie jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2. Pacientky ve skupiné IUI podstupovaly intrauterinni inseminaci bez hormonalni stimulace,

zatimco pacientky ve skupiné IVF podstupovaly in vitro fertilizaci ve stimulovanych cyklech.

parametry celkovy soubor | Ul skupina IVF skupina
Pocet pacientek 19 10 9

Vek (roky) 32,1 (25-43) 33,8 (26-43) 30,2 (25-36)
BMI (kg/m?) 25,1 (19-46) 25,7 (19-46) 24,5 (20-33)
AMH (ng/ml) 3,8 (0,8-8,6) 3,5(0,8-6,8) 4,2 (2,0-8,6)
FSH (1U/1) 57(2,7-10,9) [6,9(2,7-10,9) |4,8(4,1-6,5)
Délka neplodnosti (roky) | 3,0 (0-7) 3,25 (1-6) 2,6 (0-7)
Kouteni (%) 21 30 11

Vyska endometria (mm) | 9,4 (6-15) 8,6 (6-15) 10,3 (8-14)
Piedchozi gravidita 8 6 2

Ptredchozi potrat 0 0 0

Pocet ziskanych oocyti | 12,9 (3-23) Neuplatnuje se | 12,9 (3-23)

9.3. Odbér hlenu

Ve skupiné IUI byl ovulaéni cyklus pacientky monitorovan ultrazvukem a IUI byla provadéna v
periovula¢nim obdobi. Odbér cervikéalniho hlenu byl proveden aspiraci bezprostiedné pied IUI procedurou s
pouzitim CP-01 neonatalni pupecni kanyly (Gama Group, katalogové €. V646958-ND) piipojené k injekéni
stiikacce. Vzorky byly poté pfeneseny do zkumavek se Sroubovacim uzavérem (SSIbio, katalogové €. 2320-
00), ithned zmrazeny v kapalném dusiku a skladovany pti -80°C aZ do analyzy.

Ve skupiné IVF pacientky podstoupily fizenou ovaridlni hyperstimulaci (COH) pro IVF/ICSI/ET; 4
pacientky byli stimulovany pomoci dlouhého protokolu s agonisty GnRH [36] a 5 pacientek pomoci
protokolu s antagonisty GnRH [37]. Stimulace byla ukoncena aplikaci 7500 IU choriového gonadotropinu
pfi dosazeni 17-20 mm primérmé velikosti dominantnich folikuli celé kohorty. Aspirace oocytii byla
provedena o 36 hodin pozdé&ji transvaginalné pod sonografickou kontrolou v kratkodobé celkové anestezii.
Odbér cervikalniho hlenu byl proveden tésné pfed odbérem oocytli stejnym postupem jako ve skupiné UL
Udaje o pacientech byly sbirany do elektronickych formulaiti kazuistik (ClinData; dostupné na

clindata.imtm.cz).
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Obrazek 1. Schematické znazornéni pracovniho postupu pro proteomickou analyzu cervikalniho hlenu
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9.4.Redéni vzorku

Vzorky byly rozpustény ve 100 mM Tris-HCIl, 100 mM DTT, 4 % SDS, pH 7,6 (v textu
oznacovaném jako FASP pufr)[30] a sonikovany pomoci jehlového sonikatoru Sonopuls GM mini 20
(Bandelin, Némecko) 1 minutu pomoci sekvence 1 s pulz/1 s pauza s amplitudou 50 % a energii 378 J na 1
ml. Obsah proteinu v sonikovanych vzorcich byl poté analyzovan metodou Pierce 660 nm [38] (Thermo
Fisher, katalogové ¢. 22660) s piidanim reagencie pro kompatibilitu s iontovymi detergenty (IDCR, Thermo

Fisher, katalogové ¢. 22663) v souladu s instrukcemi vyrobce.

9.5. Stépeni bilkovin
Vzorky pro proteomickou analyzu byly podrobeny ptipravé vzorkii na filtru (FASP) dle

Wisniewského [39]. Ve stru¢nosti, kazdy vzorek byl ziedén v lyzaénim pufru FASP, pfenesen do filtra¢ni
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jednotky (Millipore, katalogové ¢. MRCFOR030), smichan s pufrem UA (0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 8 M
mocovina) a odstfedén. Pokud neni uvedeno jinak, centrifugace byla vzdy provadéna po dobu 15 minut pfi
13 000 g a pokojové teploté. Piidani UA pufru a odpovidajici krok centrifugace byly jednou opakovany. Po
promyti byly vzorky alkylovany pifidavkem 0,05 M jodacetamidu s michanim po dobu 1 minuty a poté
ponechany ve tmé po dobu 20 minut. Vzorky byly poté odstiedény, filtrat byl odstranén a vzorky byly
promyty dvakrat UA pufrem a dvakrat 0,05 M hydrogenuhli¢itanem amonnym (AmBiC). Stépeni bylo
provadéno za pouziti smési Trypsin/Lys-C (Promega, katalogové ¢. V5073) v 0,05 M AmBiC po dobu 18
hodin pti 37 °C ve vodni 1azni. Po Stépeni byl digest centrifugovan po dobu 10 minut pii 13 000 g a dvakrat
promyt 0,05 M AmBIiC, pfi¢emz po kazdém promyti ndsledovala centrifugace pii 13 000 g po dobu 10
minut. Travici enzymy byly pouzity v poméru 1:100 k proteinové nandSce. Nakonec byla stanovena

koncentrace peptidu kazdého §t€peni pomoci metody BCA.

9.6. Cisténi peptidi

Deset mikrogramti peptidii bylo purifikovano pomoci dvoukrokového protokolu. Nejprve byl ke
vzorku peptidu pfidan 1 ml ledového acetonu, nasledovalo vortexovani (20 sekund), 10 minut inkubace pfi
pokojové teploté¢ a 10 minut centrifugace pti 7000 g. Po odstfedéni byl supernatant odstranén a vysrazené
peptidy schnuly po dobu 1 hodiny. Suchy vzorek byl poté rozpustén v 0,05 M AmBIiC a purifikovan pomoci
technologie STAGE Tips [40] se sorbentem styren-divinylbenzen-sulfonat s reverzni fazi (SDB-RPS).
Spi¢ka o objemu 200 ul byla opatfena tiemi vrstvami extrakénich disk@ Sigma SDB-RPS s pevnou fazi
(katalogové €. 66886-U) a Spicka byla protlatena prorazenym uzavérem 2ml Eppendorfovy zkumavky.
Sorbent v sestavené sad¢ byl aktivovan acetonitrilem a vzorky byly smichany s 1% TFA ve vod¢ a poté s 1%
TFA v ethylacetatu. Smés vzorku byla poté vlozena do Spicky a centrifugovana po dobu 3 minut pii 2000 g,
nacez byla protékajici kapalina odstranéna. Spicka se vzorkem byla poté promyta 1% TFA v ethylacetatu a
nasledné 0,2% TFA ve vod¢ a protekly roztok byl po kazdém promyti zlikvidovan. Nakonec, po pieneseni
do nové zkumavky, byly peptidy eluovany pouzitim 80% acetonitrilu s 1% amoniakem. Eluované vzorky
byly odstied’ovany pti 2000 g po dobu 3 minut, poté byly vakuové vysuSeny a rozpustény v 1% acetonitrilu s

0,05% kyselinou trifluoroctovou pied analyzou LC/MS.

9.7. LC/MS analyza

Jeden mikrogram nastépenych peptida byl nastiiknut a separovan pomoci kapalinového
chromatografu Dionex Ulti-Mate 3000 (Thermo Scientific, Némecko) a poté podroben analyze na
hmotnostnim spektrometru Thermo Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific, Némecko) vybaveném
iontovym zdrojem Easy — Spray (Thermo Scientific, Malajsie). Separac¢ni protokol HPLC sestaval z

odsolovaci kolony Acclaim PrepMap 100 (100 um x 2 cm, C18, 5 pum, 100 A; Thermo Scientific, Litva) s
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naslednou analytickou separaci na koloné¢ PepMap RSLC (75 um x 25 cm, C18, 2 um, 100 A; Thermo
Scientific, Litva). Nanaseni vzorku a odsolovani bylo provadéno za pouziti loadovaci pumpy HPLC pfii
pritoku 6 ul/min 1% acetonitrilu s 0,05% kyselinou trifluoroctovou. Deset minut po nastiiknuti byl prepnut
ventil autosampleru a separace byla provedena pomoci nanopumpy pii pritoku 300 nl/min do 95. minuty s
gradientem stoupajicim od 2 % do 35 % mobilni faze B. Mobilni fdze pouzité pro separaci byly 0,1%
kyselina mravenci ve vodé¢ (A) a 0,1% kyselina mravené¢i v acetonitrilu (B). Po 95. minut¢ byla kolona
ekvilibrovana 10 minut 95 % B a ekvilibrovana 2 % B az do 125. minuty, kdy analyza skon¢ila.

Thermo Orbitrap Exploris 480 byl nastaven na pouziti metody TopSpeed s MS akvizici v orbitrapu s
rozlisSenim 120 000 a hmotnostnim rozsahem 400-1 500. Fragmentace byla provedena na orbitrapu s
rozliSenim 15 000 pomoci HCD (“Higher energy C-trap dissociation”) a 2s ¢asovym ramcem pro
fragmentaci mezi jednotlivymi MS skeny. Kvalita méfeni byla monitorovana vzorky digestu z hovéziho
sérového albuminu. Kontrolni vzorky byly nastfikovdny a analyzovany pied a po kazdé Sarzi

experimentalnich vzorku a take v intervalech deseti vzorkli béhem analyzy Sarze.

9.8. Vyhledavani proteini

Zpracovani ziskanych dat a vyhleddvani proteint bylo provedeno pomoci Proteome Discoverer 2.5
(Thermo Fisher Scientific). Z hrubych dat byly extrahovany seznamy piki a nasledn¢ rekalibrovany proti
lidské databazi Uniprot (www.uniprot.org) s uplnou digesci trypsinem a karbamidomethylaci cysteinu jako
statickou modifikaci. Seznamy pikd byly vytvofeny pomoci Spectrum Selector s vybérem prekurzoru v
rozsahu 400-5000 Da, spodnim prahem intenzity 2000 a hmotnostnim analyzatorem FTMS. Hlavni
vyhledavani bylo provedeno pomoci SequestHT proti lidské databazi UniProt. Byla povolena maximaln¢ 2
chybgjici $tépeni a minimalni a maximalni délka peptidi byla nastavena na 6 a na 144 aminokyselin.
Tolerance hmotnosti prekurzoru a fragmentu byly nastaveny na 5 ppm a 0,3 Da. Jako dynamické modifikace
byly vybrany oxidace methioninu, N-terminalni acetylace a karbamidomethylace cysteinu. Vyhledavani byla
validovana pomoci Percolatoru [41] se strategii Concatenated tar-get/decoy. Maximalni hodnota delta Cn
byla nastavena na 0,05 a cilové FDR byly 0,01 a 0,05 pro pfisna a uvolnéna kritéria. Chromatografické
vlastnosti jednotlivych peptidi byly extrahovany pomoci nastroje Minora Feature Detection.
Konsenzualni pracovni postup (,,Consensus workflow*) zacal extrakci identifikovanych a kvantifikovanych
peptidt z jednotlivych souborti. Pro zarovnani reten¢niho ¢asu byl pouzit Feature Mapper s maximalnim
posunem okna 10 minut a minimadlnim pomérem signdlu k Sumu. Kvantifikitor prekurzorovych iontl byl
pouzit k vypoctu label free kvantifikace z unikatnich peptidi. Kvantifikace prekurzoru byla zalozena na
intenzité iontd. Kvantita proteinu byla uréena na zakladé metody Top 3 Average. Normalizace byla
vypoctena pomoci metody celkového primérného mnozstvi peptidu. Druhda vétev konsenzualniho

pracovniho postupu extrahovala data ze souborii a zaméfila se na validaci peptidi a proteinti. Prvnim uzlem
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v této vétvi byl PSM Grouper s prahem pravdépodobnosti mista 95. Nasledujici validator peptidii pouzival
automaticky valida¢ni rezim s ptisnou cilovou FDR 0,01 a uvolnénou cilovou FDR 0,05 pro PSM (“Peptide
spectrum matches”) 1 peptidy. Validované peptidy byly zpracovany pomoci filtru peptidii a proteint se
spolehlivosti peptidu nastavenou na alespon vysokou a minimalni délkou peptidu 6 aminokyselin. Proteinové
filtry byly nastaveny na minimalni pocet 2 peptidovych sekvenci, pficemz se pocitaly pouze peptidy prvni
urovné. Filtrované proteiny a peptidy byly poté zpracovany ve tfech vétvich. Prvni vétev vedla k Protein
Scorer, déleny na Protein FDR validator (nastaveny pro Strict FDR 0,01 a uvolnénou FDR 0,05) a Protein
Grouping pomoci funkce Apply Strict Parsimony. Druha vétev vedla k uzlu Protein Annotation,
nastavenému pro anotaci biologickych procesti, bunéénych komponent a molekularnich funkei pomoci stejné
databaze jako vyhledavani proteini. Posledni vétev vedla do uzlu proteinového markeru.Vsechna data

generovand v této praci lze ziskat prostfednictvim ProteomeXchange pomoci identifikatoru PXD037654.

9.9. Metriky kontroly kvality

Analyza kontroly kvality (QC) méfeni byla zpracovany pomoci Skyline 21.2 (MacCoss
Laboratories; skyline. ms) [42] s pouzitim sekvence hovéziho sérového albuminu ziskané z databaze
Uniprot. Pro kontrolni vzorky vytvofeny zpravy o kontrole kvality obsahujici nejlepsi retencni cas, celkovou
plochu MS1, maximalni vysku piku, maximalni FWHM ($itka piku v polovin¢ maxima vysky) a primérnou
hmotnostni chybu v ppm. Stabilita analytického systému byla hodnocena pomoci dvojité nabitého peptidu
YICDNQDTISSK. Kritériem pro pfijatelnost kvality byla variabilita retenéniho ¢asu, FWHM a relativni
smérodatnd odchylka celkové plochy MSI1 pod 15 %, béZzné pouzivané v LC-MS praxi. Pro primérnou

hmotnostni chybu jsme interné nastavili limit 3 ppm.

9.10. Statisticka analyza

Pocate¢ni statistické analyzy byly provedeny v Proteome Discoverer 2.5 (Thermo Fisher Scientific)
a Excel 2016 (Microsoft Corporation). Seznam identifikovanych proteini a peptidd byl exportovan do
Excelu a identifikované peptidy a proteiny byly extrahovany do jednoho datového souboru obsahujiciho
pouze peptidy identifikované s vysokou spolehlivosti a proteiny hodnocené jako Master. Pocty peptidi a
proteinli byly poté zprimérovany pies soubory predstavujici tfi technické replikaty, aby se ziskala jedna
hodnota na biologicky vzorek. Vysledné primérmé hodnoty a standardni odchylky byly zaznamenany do
sloupcového grafu. ProteomeDiscoverer 2.5 byl pouzit k provedeni analyzy hlavnich komponent (PCA) a
generovani teplotnich map na zékladé normalizovanych intenzit proteind. Parametry pouZzité pro vypocet
teplotni mapy byly Scale before clustering, Squared Euclidean distances a Complete linkage method.
Pro kazdy vzorek a protein/peptid byla Cetnost vypocitana jako hodnota log2 medianu hodnot ziskanych pro

tf1 technicka opakovani z Proteome Discoverer nebo v piipad¢€ neimputovanych Cetnosti jako stfedni hodnota
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chybéjicich hodnot. Protein/peptid byl povazovan za detekovany ve vzorku, pokud jeho mnozstvi bylo
kvantifikovano alespoii v jednom technickém replikatu tohoto vzorku.

Dalsi statistické analyzy byly provedeny pomoci R, ver. 3.5.2. Statistickd vyznamnost rozdilli v mnozstvi a
detekcich kazdého proteinu/peptidu mezi studijnimi skupinami byla hodnocena pomoci Wilcoxonova

exaktniho testu a Fisherova exaktniho testu. Za statisticky vyznamnou byla povazovana p-hodnota pod 0,05.

9.11. Bioinformaticka analyza

Bioinformaticka analyza se skladala z n¢kolika krokt. Prvni krok zahrnoval stanoveni biologického
procesu, bunééné lokalizace a molekularni funkce identifikovanych proteinti. Tyto proteinové anotace byly
provedeny pomoci ProteomeDiscoverer 2.5 v uzlu Protein anotation v konsenzualnim pracovnim postupu a
byly vizualizovany pomoci stejného programu.
Dalsi anotace proteinovych funkci byla provedena pomoci webového rozhrani Metascape (metascape.org)
[43] pomoci vychoziho nastaveni (“Express analysis”). Protein-proteinova interakce byla vypoctena pomoci
webového rozhrani String [44]. Profily tkanové exprese pro proteiny s Wilcoxonovym skére pod 0,05 byly
ziskany z databaze Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org)[45].

10. Vysledky

Proteomicka analyza vzorkl cervikalniho hlenu odhalila 4370 proteinti zapojenych do biologickych
procest vetné degranulace neutrofil, bunécnych stresovych reakci a hemostazy. Diferencidlni expresni
analyza odhalila 199 proteint pfitomnych zvySené ve vzorcich IUI a 422 proteinli ve vzorcich IVF. Proteiny
z IUI cykla se podilely na syntéze kyseliny fosfaditové , reakcich na vnéjsi podnéty a degranulaci neutrofild,
zatimco proteiny ve vzorcich z IVF byly spojeny s degranulaci neutrofilti, s tvorbou zrohovaténého obalu a
hemostazou. Nasledné analyzy objasnily proteinové slozeni cervikalniho hlenu a jeho zmény v souvislosti s

hormonalni stimulaci délohy.

10.1. Kontrola kvality datové sady
LC-MS analyzy vsech vzorkli zkoumanych v této studii byly provedeny v jedné davce. Stabilita
analyz byla vyhodnocena retrospektivné s pouzitim dvojit€ nabitého peptidu YICDNQDTISSK jako
referencniho analytu. Tento peptid mél retencni ¢as 29,22 + 0,32 minut (1 % RSD), s FWHM 0,13 + 0,007
minut (5,5 % RSD), maximalni vysku piku 6,19 x 108 + 4,11 x 107 (6,6 % RSD) a primérnd hmotnostni
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chyba 0,57 + 0,57 ppm. Vsechny tyto hodnoty jsou pod mezni hodnotou 15 % RSD b&zné pouzivanou v
analyzach LC-MS a chyba hmotnosti peptidu byla pod mezni hodnotou 3 ppm pouzivanou interné v nasem

zafizeni.

10.2. Proteomicka charakterizace cervikalniho hlenu

Pti kone¢ném hledani bylo ve vSech 19 vzorcich spolecné pomoci ProteomeDiscoverer 2.5
identifikovano celkem 4370 proteint (tabulka S1), 34166 peptidit a 470013 shod peptidového spektra. Pocty
identifikovanych peptidi a proteinli se mezi skupinami IUI a IVF vyznamné liSily (obrazek 1 A, B). U
skupiny IUI byl primérny pocet proteinti identifikovanych s vysokou spolehlivosti 97 + 70 na vzorek (341 +
260 peptidt). Existovaly vsak dva odlehlé vzorky (12 a I5), ve kterych bylo identifikovano 1538 proteinti a
7668 peptidi. Naopak primérny pocet proteint identifikovanych s vysokou spolehlivosti ve skupiné IVF byl
1640 + 428 na vzorek (8543 + 2613 peptidir). Tato skupina méla jediny odlehly vzorek (F3), ve kterém bylo
identifikovano 60 proteinti a 163 peptidu.

28



A Count of identified peptides

14000
12000
10000

8000

Peptide count

6000

4000

2000

0 | - — -
1112 1314151617 18 I9110F1F2F3F4F5F6F7 F8F9
IUI

Sample type

PCA IUI/IVF

8l2
40/ 817
30]
13
20/°%
. 10] ].%0 oF8
) ®
ad o 18 o5 gfF5
hal ®I6 lf..]‘l-
~N -10] oF4
Y 419
[
-20) F3
- #F6
-30) oF1
— of9
-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20
oIUIe IVF PC1 (15.6%)
E Waterfall plots
101,
'
10° |
g
c
3 108
c
=]
B 7
c 10
2
[=]
& 10°
10°
!!
10*

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

All ®IUI @IVF  Protein count

B

Protein count

D

Count of identified proteins

2500
2000
1500
1000

500

Oﬂ

[

enll_=Bi.

1112 1314151617 18 I9110F1 F2F3F4 FSF6F7 F8 F9

U1 IVF
Sample type

Heatmap IUI/IVF

Ffmr?gﬁ J,Jﬁfjﬁﬂlm LlJn

Sample/protacol

Protocol: @ IUI M IVF

F

= N N w
wm o wn o

log, Protein abundance

[
=]

MW/Abundance plot

®IUI @IVF

4

log, (MW[kDal)

Obrazek 2. Proteomicka charakterizace analyzovanych vzorkd. Graf (A) ukazuje pocty peptida
identifikovanych v kazdém vzorku (jeden sloupec odpovida prameéru tii technickych replikatti = standardni
odchylka). Graf (B) ukazuje pocty proteini v kazdémvzorku (jeden sloupec odpovidd primeéru tii
technickych replikati + standardni odchylka). Graf PCA (C) a teplotni mapa (D) ilustruji globalni rozdily
mezi vzorky. Graf PCA je centrovan a Skalovan. Parametry teplotni mapy byly upraveny pied shlukovanim a

vypoctem druhé mocniny euklidovskych vzdalenosti.

Vodopadovy grat (E) ukazuje distribuci

normalizovaného mnozstvi proteini. Graf MW/abundance (F) ukazuje normalizované mnozstvi proteint a
molekulové hmotnosti 63 proteind, které byly identifikovany ve vSech vzorcich a replikatech ve skupindch
IUI a IVF, v daném potadi. Vysledky kvantifikace proteinu byly vizualizovany pomoci PCA skore (obrazek
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2C) a teplotni mapy (obrazek 2D). Graf PCA a teplotni mapa neodhalily Zadné jasné trendy ve slozeni
cervikalniho hlenu; prvni a druhd hlavni slozka PCA vysvétlily pouze 15,6 % a 10,8 % rozptylu v datech.
Teplotni mapa méla dva hlavni shluky, jeden obsahujici pouze vzorky IUI a jeden obsahujici vzorky z obou
skupin. To naznacuje, ze ucinky hormonalni stimulace na slozeni cervikalniho hlenu jsou pievazeny
odchylkami zpisobenymi jinymi faktory.

Detektor funkei Minora [46] se ukdzal jako velmi uzitecny pti kvantitativni analyze proteomickych
dat cervikalniho hlenu. Tento uzel ProteomeDiscoverer provadi identifikaci peptidi na zaklad¢ tandemovych
hmotnostnich spekter tim, Ze spojuje piky ve spektru jednoho vzorku s odpovidajicimi retencnimi Casy a
hmotnostmi pavodniho peptidu v jinych vzorcich, ¢imz ucinné snizuje pocet chybéjicich hodnot ve
vysledcich. Pfi aplikaci na na$ soubor dat zvysil pocet kvantifikovanych proteini ve vzorcich s
nedostate¢nou identifikaci (tj. pouze asi 200 proteint identifikovanych s vysokym skore). Pocty proteint
identifikované v kvantitativni analyze prevySovaly pocty ptivodné identifikované ve vzorcich, jak je vidét na
vodopadovém grafu zndzornéném na obrazku 2E. Kromé toho byla normalizovana abundance proteinii ve
skupiné IUI jasné vyssi nez ve skupiné€ IVF a obecném proteomu. I kdyz tedy vzorky IUI obsahovaly méné
riznych proteinli nez vzorky IVF, proteiny, které byly pfitomny, byly hojnéjsi. Nizky pocet proteini ve
skupin€é IUI by mohl byt zpiisoben relativnim obohacenim proteinid s niz§i molekulovou hmotnosti ve
vzorcich IVF. Abychom tuto hypotézu otestovali, zamé&fili jsme se na 63 proteinti, které byly kvantifikovany
ve vSech replikatech vSech vzorkt, a vypocitali jsme korelaci mezi jejich MW a jejich namétenou abundanci
(obrazek 2F). To vSak neodhalilo Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami IUI a IVF.

Po pouziti spolenych kritérii pro identifikaci obohacenych proteinli (log2nasobna zmeéna alespont 1 a p-
hodnota pod 0,05) jsme identifikovali 199 a 422 proteintl, které byly obohaceny ve vzorcich IUI a IVF. Je
zajimavé, ze tato Cisla jsou vyssi nez primérné pocty identifikovanych proteinti ve vzorcich IUIL. Zkoumali
jsme proto neimputované datové soubory kvantifikovanych proteinli ve skupinach proteinii obohacenych IUI
a IVF. Zjisténi, Ze ve vzorcich IUI bylo identifikovano méné proteintl, bylo podpoteno vysledky pro proteiny
obohacené IVF, z nichz 214 bylo specifickych pro skupinu IVF. DalSich 34 proteinid bylo pfitomno pouze ve
skupiné IVF a pozitivni odlehlé vzorky 12 a IS ze skupiny IUI, zatimco zbyvajici proteiny obohacené IVF
byly identifikovany v obou skupinach. Intenzity proteini obohacenych IUI byly distribuovany homogenné

napfi¢ vzorky.
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10.3. Proteinova anotace identifikovanych proteinti

Analyza proteinové anotace byla provedena v ProteomeDiscoverer a Metascape (obrazek 3). Kdyz
vezmeme V uvahu uplny soubor proteini identifikovanych ve vSech vzorcich (pfedstavujicich obecny
proteom cervikdlniho hlenu), nejcastéjSimi anotacemi biologickych procest byly jiné biologické (18 %) a
jiné metabolické (13 %) procesy, nésledované organizaci bunck (8 %), transportem (7 %), metabolismem
bilkovin (6 %) a pienosem signalu (6 %). Nejcastéjsi anotaci bunécné slozky byly ostatni bunééné slozky (15
%), jiné membrany (13 %) a cytosol (10 %), dale jaderné (8 %), plazmatickd membrana (8 %), nestrukturalni
extracelularni (6 %) a ER/Golgi (5 %). Nejcast¢jsi anotaci molekularni funkce byla jinda molekularni funkce
(39 %), nasledovana vazebnou aktivitou nukleovych kyselin (6 %), cytoskeletalni aktivitou (4 %), aktivitou
enzymového regulatoru (4 %) a signélni transdukci nebo vazbou na receptor (4 %). U piiblizn¢ 20 %

proteinll nebyly ziskdny Zadné GO anotace.
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Obrazek 3. Vysledky anotace proteinti pro proteom cervikalniho hlenu. Anotace pro tfi hlavni kategorie
termini GO — biologickd funkce, bunécnd slozka a molekularni funkce — byly vytvofeny pomoci
ProteomeDiscoverer pro kompletni proteom cervikdlniho hlenu a pro soubory proteini vykazujicich
rozdilnou expresi ve vzorcich IUI a IVF. Pro tyto tfi proteinové soubory byly také ziskany dal$i anotace
zalozZené na tepelné map¢ obohaceni Metascape [43].

Distribuce anotaci pro soubor proteinii obohacenych o IUI byla podobnd jako u obecného proteomu
cervikdlniho hlenu ve vSech tfech hlavnich vétvich GO. Anotace biologickych procesti vykazujici
nejvyrazngjsi rozdily ve frekvenci mezi souborem proteinii obohacenym o IUI a obecnymi soubory proteint
nebyly zZadné¢ znamé biologické procesy (+4,4 % v souboru obohaceném o IUI), jiné biologické procesy
(+0,8 %), prenos signalu (+ 0,7 %), buné¢na adheze (-1,4 %), dal$i metabolické procesy (-1,3 %) a
metabolismus bilkovin (-2,31 %). Frekvence vSech ostatnich anotaci biologickych procest v souboru

obohaceném o IUI byly srovnatelné s frekvencemi v obecném souboru. Jedinou anotaci bunécné slozky, jejiz
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frekvence v souboru obohaceném o IUI se vyrazné liSila od frekvence v obecném souboru, nebyla zadna
znama bunécna slozka (+8,3 % v souboru obohaceném o IUI); frekvence vSech ostatnich anotaci bunécné
sloZzky se mezi témito dvéma soubory liSily o <2 %. Jedinou anotaci molekuldrni funkce, jejiz frekvence v
souboru obohaceném o IUI se vyrazné liSila od frekvence v obecném souboru, nebyla zddna znama
molekularni funkce (+3,2 %); Cetnosti vSech ostatnich anotaci se mezi témito dvéma soubory liSily o <2 %.
Anotace bunécnych procest, jejichz frekvence v sad¢ proteinii obohacenych o IVF se podstatné lisily od
cetnosti v obecné sadg, nebyl Zaddny znamy biologicky proces (+20 % v sadé obohacené o IVF), organizace
bunék (-4,5 %), vyvojové procesy (-1,5 %), metabolismus DNA (-0,7 %), dalsi biologické procesy (-2 %),
ostatni metabolické procesy (-4,5 %), metabolismus bilkovin (-2 %), metabolismus RNA (-1,5 %) a transport
( 1 %). Jiné anotace bunééného procesu (napi. bunécné adheze, bunéény cyklus, signalizace bunka-burika,
signdlni transdukce a stresova odezva) mély v téchto dvou souborech podobné frekvence. Podobné vysledky
byly ziskdny pro anotace bunéénych komponent — anotace vykazujici podstatné rozdily ve frekvenci nebyly
zadna znama bunééna slozka (+16 % v sadé obohacené o IVF), cytoskelet (-1 %), cytosol (-2 %),
ER/Golgiho (-1 %), mitochondrie (-1 %), jadro (-4 %), dalsi bunécné slozky (-5 %), dalsi membrany (-1 %)
a translace (-1 %). Zbyvajici anotace bunécnych slozek (plazmatickd membrana, nestrukturalni
extracelularni, jiné cytoplazmatické organely a extracelularni matrix) mély v téchto dvou souborech podobné
frekvence. Anotace molekularnich funkei, jejichz frekvence se vyrazné lisily mezi IVF a obecnymi soubory,
nebyly zadné zndmé molekularni funkce (+20 % v souboru IVF), cytoskeletalni aktivita (-2,1 %), vazebna
aktivita nukleové kyseliny (-4,2 %), jiné molekularni funkce (-12,6 %), Signalni transdukéni aktivitu nebo
receptorovou vazbu (-1,2 %) a transportni aktivitu (-0,8 %). Dalsi anotace molekularnich funkci (kostni,
zubni nebo kozni strukturdlni aktivita, aktivita enzymového reguldtoru, extracelularni strukturni aktivita,
kinazova aktivita a translac¢ni aktivita) mély v téchto dvou souborech podobné frekvence. Vzhledem k
vysokému poctu ,jinych® procesnich anotaci (které neusnadiuji dal$i analyzu) ve vysledcich
ProteomeDiscovereru jsme k ziskani dalSich anotaci pouzili software Metascape. Tento algoritmus
kombinuje funkéni obohaceni, interaktomovou analyzu, genovou anotaci a vyhledavani €lenstvi k vyuZiti
vice nez 40 nezavislych znalostnich bazi v ramci jediného integrovaného portalu [43] a generuje vysledky,
které lze vizualizovat ve formé tepelnych map Enrichment (viz obrazek 3A). Anotace piifazené k obecnym
proteinlim cervikalniho hlenu v analyze Metascape zahrnovaly degranulaci neutrofilti, bunéénou odpovéd’ na
stres, hemostazu, vezikulami zprostfedkovany transport a signalizaci Rho GTPazami.

V souladu s vysledky pro obecny protecom cervikalniho hlenu byla degranulace neutrofili nejvyse
hodnocenou anotaci v teplotni mapé pro odliSné exprimované proteiny ve vzorcich IVF a hemostaza byla
tieti nejvice hodnocenou anotaci. Potfadi hodnoceni pro ostatni anotace sady IVF se vSak liSilo: druhou

nejvice hodnocenou anotaci byla tvorba zrohovaténého obalu, ¢tvrta byla regulace aktivity endopeptidazy a
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patou byla tvorba extraceluldrni pasti neutrofili. Vysoky pocet proteinil bez anotace lze vysvétlit tim, ze 46
% vSech odlisn¢ regulovanych IVF proteint byly imunoglobuliny.

Teplotni mapa obohaceni také odhalila rozdily mezi anotacnimi distribucemi proteinii obohacenych IUI a
kompletnim proteomem cervikalniho hlenu. Anotace vykazujici nejvétsi obohaceni v souboru IUI byla
syntéza kyseliny fosfatidové, esencialniho prekurzoru fosfolipidi. Druhou nejbohatsi anotaci byla negativni
regulace odpovédi na vnéj$i podnét, nésledovana procesy degranulace neutrofildi, svalovou kontrakci a
morfogenezi srdce.

BohuZzel nebyly ziskany Zadné anotace pro piiblizné 20 % ze 4370 proteinl identifikovanych v Gplném
proteomu cervikalniho hlenu. Bylo to zpiisobeno dvéma faktory. Za prvé, 1716 z téchto proteind postradalo
genovy symbol pfifazeny databazi Uniprot. Za druhé, 1178 z nich bylo identifikovano jako imunoglobuliny
(vetsSinou variabilni oblasti). Pouze 34 Ig proteinli mé genovy symbol a pokud je ndm znamo, v soucasné

dobé neexistuje dobry néstroj pro biologickou interpretaci riiznych imunoglobulinovych variant.

10.4. Rozdilné proteiny skupin IUI a IVF

Oddélen¢ od biologické interpretace proteomickych dat je otdzka, které proteiny nejucinnéji
rozliSuji IUI od IVF, a tedy fyziologicky versus hormonélné stimulovany ovarialni cyklus. K identifikaci
takovych diskrimina¢nich proteinti jsme pouzili Wilcoxoniiv exaktni test a Fisherv test. To odhalilo, ze 29
normalizovanych a imputovanych zdrojovych proteinti bylo detekovano v alespoit dvou replikatech vsech
analyzovanych vzorki (tabulka 2), z nichz 14 bylo obohaceno o IUI a 15 v IVF. Ctyii proteiny byly tkanove
zesileny v Zenském reprodukénim traktu, zatimco nékteré dalsi vykazovaly skupinové obohacenou tkanovou

expresi ve skupinach tkani, které zahrnovaly déloZni ¢ipek.
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Tabulka 2. Seznam proteint odlisujicich IUI od kohort IVF. Tyto proteiny byly kvantifikovany v alespon
dvou replikatech vSech vzorkii a mély p-hodnoty Wilcoxonova testu pod 0,05. Intenzity proteind ve
sloupcich TUI a IVF jsou uvedeny jako medidny s minimdlnimi a maximalnimi hodnotami log2-
transformované agregované intenzity uvedenymi v zavorkach. Log2 nasobné zmény byly vypocteny na
zékladé stiednich hodnot a jsou uvedeny jako poméry IUI/IVE. Udaje o tkafiové expresi jsou z atlasu
lidskych proteint [20].

Protein Uniprot ID Gene symbol [V]] IVF Log 2 fold Wilcox Tissue expression
change  testp-
value
WAP four-disulfide core Q14508 WFDC2 22.23(21.61-23.18) 28.58(28.07 -30.04) -6.35 0.00009 Tissue enhanced (cervix,
domain protein 2
salivary gland)
Enoyl-CoA hydratase HOYFD6 HADHA 27.4(26.34 - 28.32)  22.5(21.77 - 24.36) 49 0.00015 Tissue enhanced (skeletal
muscle)
Dopamine receptor Q4w4y1 DRIP4 24.65(23.99 - 29.22) 21.67(21.64 - 22.17) 2.98 0.00026 N/A
interacting protein 4
26S proteasome non- Q99460 PSMD1 20.81(20.02 - 21.45) 23.23(22.66-23.39) -2.42 0.00097 Low tissue specificity
ATPase regulatory subunit 1
Serpin family A member3 ~ AOA024R6P0 SERPINA3 23.81(22.91-24.6) 26.63(25.33-26.82) -2.82 0.00097 Group enriched (liver, pancreas)
Connective tissue growth Q5M8T4 CTGF 24.38(22.83 - 25.49) 20.38(20.24 - 20.76) 4 0.00145 N/A
factor
Glucose-6-phosphate P06744 GPI 24.68(23.75-31.52) 22.16(21.69 - 22.44)  2.52 0.00145 Low tissue specificity
isomerase
Laminin subunit gamma-2 Q13753 LAMC2 25.02(23.24 - 25.35) 21.37(21.04-21.54)  3.65 0.00210 Tissue enhanced (urinary
bladder)
Serpin family A member 5 P05154 SERPINAS  23.34(22.86 - 24.34) 26.11(24.62-26.71) -2.77 0.00299 Tissue enhanced (adrenal gland,
liver, testis)
Phosphatidylinositol 4- P42356 PI4KA 22.81(21.58 - 23.46) 20.85(20.43-21.29) 1.96 0.00299 Low tissue specificity
kinase alpha
Antileukoproteinase P03973 SLPI 29.09(28.37 - 30.85) 31.87(31.66-32.18) -2.78 0.00567 Group enriched (cervix, salivary
gland)
Stratifin P31947 SFN 22.25(20.94 - 23) 24.7(23.61 - 25.3) -2.45 0.00567 Group enriched (esophagus, skin,
vagina)
Polymeric immunoglobulin P01833 PIGR 26.09(25.25 - 27.66) 29.5(28.89 - 29.86) -3.41 0.00567 Tissue enhanced (intestine,
receptor salivary gland)
Midkine P21741 MDK 21.56(21.19 - 23.06) 24.15(23.88-24.52) -2.59 0.00762 Tissue enhanced (ovary)
Complement factor D Q6FHW3 DF 22.67(21.52 - 23.63) 27.12(23.95-27.79) -4.45 0.01013 N/A
Heat shock-related 70 kDa P54652 HSPA2 22.49(21.58 - 23.44) 20.81(20.43 - 21.49) 1.68 0.01013 Tissue enhanced (brain, skeletal
protein 2 muscle)
Elongation factor 1-gamma P26641 EEF1G 25.04(23.62 - 25.65) 21.2(19.37 - 23.49) 3.84 0.01013 Low tissue specificity
FLJO0385 protein Q8NF17 FLJIO0385  28.94(26.87 - 29.81) 26.31(24.04-26.89) 2.63 0.01013 N/A
Cystatin C AOAOKOK1J1 CSTS3 24.16(23.61-25.99) 28.73(27.02-28.83) -4.57  0.01327 Tissue enhanced (brain)
Ubiquitin-conjugating AOA024RDH2 UBE2D3 24.12(23.36-25.01) 21.1(19.86 - 22.89) 3.02 0.01327 Low tissue specificity
enzyme E2D 3
Immunoglobulin delta PODOX3 N/A 23.74(22.24-27) 21.19(20.28-21.82)  2.55 0.01327 N/A

heavy chain
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Lysine--tRNA ligase Q15046 KARS1 21.5(20.19-22.1) 23.81(21.76-24.82) -2.31 0.01721 Low tissue specificity

Talin-1 Q9Y490 TLN1 22.05(21.48 - 23.09) 23.87(22.72 - 24.8) -1.82 0.02202 Low tissue specificity
Myosin regulatory light Q96A32 MYL11 22.61(21-23.08) 20.21(19.59-21.23) 2.4 0.02202 Group enriched (skeletal muscle,
chain 11 tongue)
Dermcidin P81605-2 DCD 24.36(22.79 - 27.5) 22.47(21.57 - 23.03) 1.89 0.02202 Tissue enriched (skin)
Annexin A8-like protein 1 Q5VT79 ANXA8L1 22.27(21.4 - 25.36) 20.01(19.56 - 21.26) 2.26 0.02793 Group enriched (esophagus, skin,
vagina)
Sodium/potassium- P05023 ATP1A1 22.94(22.24 - 23.32) 21.3(21.09 - 22.28) 1.64 0.03499  Tissue enhanced (parathyroid
transporting ATPase subunit gland)
alpha-1
Vinculin AOA024QZN4 VCL 22.02(21.77 - 22.82) 23.63(22.4-24.42) -1.61 0.04347 Low tissue specificity
Keratin 13 A1A4E9 KRT13 24.18(23.3-24.74) 27.66(26.01-28.76) -3.48 0.04347  Tissue enhanced (esophagus,
vagina)

Z 29 proteinti uvedenych v tabulce 2 bylo 23 rozpoznano Metascape (obrazek 3). Osm bylo oznaceno pro
negativni regulaci aktivity endopeptidazy (GO:0010951) s log10 p-hodnotou -11,03, zatimco 7 bylo
oznadeno pro zapojeni do degranulace neutrofili (R-HSA-6798695; log10 p-hodnota -7,30). Zadna dalsi
anotace nebyla pfifazena vice nez ¢tyfem proteiniim v této skupiné. Mezi 29 proteiny byly identifikovany
Ctyti interakce protein-protein v analyze provedené pomoci platformy String. Prvni interakce zahrnovala
KARS, PSMD1, EEF1G a HSPAZ2, coz jsou vSechny faktory ovlivitujici syntézu a degradaci proteinil. Druhy
zahrnoval WFDC2, SLPI, GIG25 (SERPINA3) a PIGR, coz jsou skupina sekretovanych inhibitorti proteinaz
a imunoglobulinového receptoru exprimovaného v buikach slizni¢niho epitelu; tyto proteiny byly
obohaceny ve skupiné IVF. Tteti zahrnoval MYLPF (MYL11), TLN1 a VCL, coz jsou cytoskeletalni
proteiny podilejici se na bunééné adhezi a svalové kontrakci. Findlni interakce zahrnovala proteiny

extracelularni matrix SFN a LAMC?2.
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Obrazek 3. Anotace proteinti s Wilcoxonovym skére pod 0,05. Biologické anotace byly pouzity k vytvofeni
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11. Diskuse

oblasti publikované v roce 2007 vsak identifikovaly mnohem mén¢ proteinii ve srovnani s nasi studii (685,
194 a 147 ve studiich Shawa, Anderse-Bjorkmanna a Tanga) [26,47,48]. Panicker demonstroval alternativni
ptistup v roce 2009 pomoci SELDI-TOF k identifikaci 30 proteinovych pikt v priméru v hmotnostnim
ramci 2,5-30 kDa[49]. Nedavno Grande zkoumal proteomické zmény v cervikalnim hlenu béhem
menstruacniho cyklu [25] a zmény v expresi proteind spojené s endometriozou [31], coz vedlo k identifikaci
81 a 140 proteini. Ma navic hledala proteinové biomarkery adenokarcinomu délozniho Cipku v hlenu
délozniho hrdla a identifikovala 711 proteinti [50]. Proteomické analyzy cervikalniho hlenu byly rovnéz
provadény v kontextu veterindrni mediciny [51] a ve studiich na cervikalni zatce béhem téhotenstvi [52].
Nejnovéjsi vyzkum v této oblasti v dobé piipravy rukopisu publikoval Leo Han, ktery ve srovndvaci analyze
cervikalniho hlenu u lidi a makakl rhesus identifikoval 3048 proteint [53]. VSechny tyto studie pouzivaly
ruzné ptistupy k riiznym aspektim proteomické analyzy, a proto maji rizné silné a slabé stranky ve srovnani

s touto praci, jak diskutujeme nize.

11.1. Modelovy systém pro hodnoceni cervikdlniho hlenu

Ptedchozi analyzy cervikdlniho hlenu byly provadény odbérem vzorkii béhem spontannich cykli,
coz znemoznovalo presné stanoveni doby, ktera uplynula mezi ovulaci a odbérem; primérna chyba byla
piiblizné jeden den. Vzorky odebrané v IUI v této praci mély podobnou uroven piesnosti jako vzorky
odrazejici sloZeni cervikalniho hlenu béhem normalnich ovulacnich cyklu.
Nas§ modelovy systém zalozeny na IVF/ICSIVET (skupina IVF) vSak napodoboval pfirozené poceti za
standardizovanych podminek, ale umoznoval odbér vzorkt v rozmezi zhruba 15 minut kolem doby ovulace.
Tato pfesnost byla mozna, protoze vajeniky byly monitorovany ultrazvukem, nafasovani ovulace bylo
fizeno aplikaci exogenniho hCG a vajicka byla odebrana transvaginalni punkci. Vzorky cervikalniho hlenu

byly ziskany bezprostiedné pred odbérem vajicek.

11.2. Odbér cervikalniho hlenu

odbér cervikovagindlni tekutiny nebo vyplach pochvy. Tento pfistup pouzil Shaw [54], ktery analyzoval
cervikovaginalni tekutinu ziskanou vlozenim gazy do pochvy na 1 hodinu, a Tang [48], ktery proved]
vaginalni vyplach 5 ml fyziologického roztoku. Oba pfistupy jsou piimocaré a poskytuji vzorky bez
slou€enin, které mohou naruSovat nasledné zpracovani. Ziskany proteom je vSak spiSe vaginalniho nez

cervikalniho ptivodu. Druhy pfistup zahrnuje extrakci cervikalniho hlenu odsatim tenkym katétrem a pouzili
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jej Andersch-Bjorkman [26], Grande [25,31], Han [53] a nase skupina. Tento pfistup umoznuje selektivni
sbér cervikalniho hlenu s minimalni kontaminaci z jinych kompartmenti genitourindrniho traktu. Kone¢né,
behem pravidelnych gynekologickych vysSetfeni provadénych [55] k prevenci rakoviny d€lozniho Cipku se
bézné¢ odebiraji vzorky cervikalniho epitelu spolu s tekutinou/hlenem pomoci specializovaného kartacku.
Tento pfistup pouzil Panicker [49], ale Andersch-Bjorkman [26] uvedl, Ze vede k pomérné silné kontaminaci

vzorku epitelem a krevnimi buiikami.

11.3. Proteomické ptistupy v analyze cervikalniho hlenu

Viskozita cervikalniho hlenu se méni s fazi menstruacniho cyklu, takze vzorky musi byt rozpustény
ve vhodném rozpoustédle, aby se usnadnilo dalsi zpracovani. K tomuto Gc¢elu bylo pouzito né€kolik ptistupti.
Rozpousténi je nejpiiméejsi pro vzorky cervikovaginalni tekutiny, kterou Ize extrahovat z fosfatem
pufrovaného fyziologického roztoku a cervikovaginalnilavaze a ptimo zpracovat. Oba materiadly pak mohou
byt odstfedény a podrobeny nasledné ptipravé vzorku. Narocnéjsi je vSak zpracovani cervikdlniho hlenu
ziskaného odsavanim. Relativné Setrnou metodu rozpousténi popsal Grande[25,31], ktery pouzil 0,2%
kyselinu trifluoroctovou s naslednou centrifugaci pti 9200 g. Tento piistup nezavadi zadné slouceniny, které
by mohly interferovat s naslednymi proteinovymi testy nebo S$tépenim, ale extrahuje pouze nékolik proteint
v pocate¢nim vzorku, jak je ukdzadno na pomérné malém poctu proteint identifikovanych ve studiich, kde byl
tento postup pouzit. Druhy pfistup pouzili Andersch-Bjorkman[26], Han [53] a nasSe skupina. V naSich
experimentech byl pouzit 4 % SDS pufr. Andersch-Bjorkman a kol. obesli test koncentrace proteinu piimym
nanesenim rozpusténého hlenu do elektroforetického gelu, zatimco Ma [50] et al. pouzili koncentrace
detergentu podobné tém, které byly pouzity v naSi praci v kombinaci s chaotropnim ¢inidlem (7 M
mocovina, 2 M thiomoc¢ovina, 4 % SDS, 40 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM PMSF, 2 mM EDTA). Po tomto
oSetfeni nasledovalo vysraZeni acetonem, rozpu$téni vysrazenych proteini v 8§ M mocovin¢/100 mM
tetraethyl-amonium bromidu (TEAB) a metabolické znaceni iTRAQ (které obeslo jakoukoli potiebu
provadét test koncentrace proteinu). Bylo obtizné najit vhodnou metodu pro stanoveni koncentrace proteinti
kvuli pfitomnosti interferenc¢nich slozek v pufru. Kvantitativni hmotnostni spektrometrie je nezbytna pro
uspésSnou identifikaci biomarkerti, a pfestoze bylo navrzeno mnoho izotopicky znacenych ptistupti [56],
povazuji kvantifikaci bez znaceni za vhodnéjsi. Potiebovali jsme proto spolehlivé kontrolovat mnozstvi
proteini a peptidii obsazenych ve vzorcich podrobenych zpracovani a hmotnostni spektrometrické analyze.
BohuzZel slozeni pufru FASP, ktery jsme pouzili k solubilizaci vzorkl hlenu (4% SDS, 100 mM DTT), jej
¢ini nekompatibilnim s vétSinou kolorimetrickych proteinovych testi; BCA test toleruje detergenty, ale je
citlivy na reduk¢ni Cinidla, zatimco opak je pravdou pro Bradfordiv test. Nakonec jsme doséhli piijatelnych
vysledkil s proteinovym testem Thermo Scientific Pierce 660 nm s pouzitim Cinidla ICDR[57]. Abychom
vyhodnotili u€¢innost nasledného kroku $tépeni a vyladili mnozstvi peptidl injikovanych do systému LC-MS,
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pouzivaly razné metody ptipravy vzorki a techniky hmotnostni spektrometrie, pouzivaly také rizné strategie
Stépeni a purifikace peptidi. Panicker [49] pouzil SELDI-TOF, ktery vyzaduje strategii pfipravy vzorku,
ktera se vyrazné lisi od strategii potfebnych pro proteomické analyzy zdola nahoru, jako jsou ty provedené v
jinych citovanych studiich. Naopak Tang [48] pouZil 2-rozmérnou elektroforézu, Andersch-Bjorkman [26] a
Shaw [47] pouzili frakcionaci SDS-PAGE s naslednou gelovou skvrnou / excizi pasu a ndslednym Stépenim.
Shaw dovedl tento pfistup témeét k dokonalosti, kdyZz provedl fadu obecnych proteomickych experimenti a
samostatnych specializovanych experimentti zkoumajicich muciny a jejich glykosylaci. Grande [25,31] a Ma
[50] oba pouzili bezgelovy pfistup zahrnujici piimé Stépeni v roztoku. Bohuzel vSak Ma poskytla jen
omezené podrobnosti o tomto procesu; vysvétleni toho, jak byly tvrdé pufry zfedény pred Stépenim
trypsinem, bylo pfili§ strohé. Bylo publikovano, Ze Stépeni trypsinem v roztokové fazi neni optimalni, pokud
jde o Uc¢innost a odstranéni interferujicich sloucenin. V disledku toho byla vyvinuta fada alternativnich
pristupt, které umoznuji efektivnéjsi stépeni. Jednim z takovych ptistupd, ktery dosédhl zna¢né popularity, je
priprava vzorkd pomoci filtru (FASP), kterou vyvinul Wisniewski [39]. Tento piistup jsme uspésné pouzili v
pomoci Lys-C endopeptidazy a zjistili jsme, Ze pouziti tohoto enzymu vyznamné zvysilo pocet peptidi
identifikovanych ve vzorcich v souladu s publikovanymi naroky [59]. Podobny pfistup zahrnujici rozsifenou
modifikaci FASP [60] pouzil Han [53]. Zatimco schopnosti téchto dvou metod nebyly jest¢ piimo

porovnany, dostupna data naznacuji, Ze ob¢ funguji dobfe.

11.4. Proteom cervikalniho hlenu

Jak bylo uvedeno vyse, piedchozi studie o proteomice cervikalniho hlenu identifikovaly 30 - 3048
proteinli u 3 - 29 pacientll. Zde uvadime identifikaci 4370 proteinii ve vzorcich cervikalniho hlenu od 19
pacientek podstupujicich asistovanou reprodukci s (IVF) nebo bez (IUI) hormonélni stimulace. Analyza
uplného souboru vzorkl piedstavujicich skupiny IUI i IVF poskytla n¢kolik zajimavych zjisténi. Za prvé, v
nékterych vzorcich, hlavné ze skupiny IUI, bylo s vysokou spolehlivosti identifikovano relativné malo
proteini. Dalsi zkoumani ukéazalo, ze pocet proteint, které byly kvantifikovany na zakladé presnych udajl o
hmotnosti a reten¢nim Case, presdhl pocet identifikovany analyzou tandemovych hmotnostnich spekter.
Nicméné pocet kvantifikovanych proteini ve vzorcich IUI byl konzistentné mensi nez ve vzorcich IVF.
ProtoZze mnozstvi proteinu vstiikovaného do hmotnostniho spektrometru bylo v obou piipadech identické,
existuji dvé mozna vysvétleni tohoto vysledku. Prvni je, Ze v cervikdlnim hlenu Zen bez hormonélni

stimulace bylo obsazeno méné, ale vice exprimovanych proteinii neZ u Zen podstupujicich hormonalni
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stimulaci, které by mohly obsahovat n¢které proteiny, které byly exprimovany v disledku 1écby exogennimi
estrogeny. Alternativné se fyzikalné-chemické vlastnosti cervikalniho hlenu od Zzen, které dostavaji
hormonalni stimulaci, mohou lisit od vlastnosti Zen, které takovou stimulaci nedostavaji, kvili rozdiliim ve
faktorech, jako je obsah vody nebo peptidoglykanovd matrice. Takové rozdily by mohly ovlivnit
permeabilitu hlenu pro sekretované proteiny a tim jeho pfednostni obohaceni o proteiny s nizsi molekulovou
hmotnosti. Vysledky prezentované na obrazcich 2E a 2F vsSak naznacuji, ze prvni hypotéza je
pravdépodobnéjsi. Kromé téchto rozdilti a identifikace ne€kterych proteini bézné obohacenych ve vzorcich
IUI a IVF byly obé skupiny vzorka relativné podobné a vliv velikosti proteinti se neodrazil v relativnim

mnozstvi. To dokazuji také vysledky teplotni mapy a PCA na obrazku 2.

Andersch-Bjorkmann [26] identifikoval 195 proteind v cervikalnim hlenu, z nichz 97 bylo také
identifikovano v na$i studii. Krom¢ toho bylo v naSich vzorcich také detekovano 32 ze 148 proteind
identifikovanych Tangem([48]. Grande publikoval dv¢ studie o proteomice cervikalniho hlenu. Prvni studie
porovnavala proteinové slozeni cervikalniho hlenu v riznych fazich menstrua¢niho cyklu a identifikovala
109 proteinti, z nichZ 26 bylo také identifikovano v naSich vzorcich[25]. Druha Grandeova studie se zaméfila
na objevovani endometrialnich biomarkert a identifikovala 110 proteint, které jsme také identifikovali[31].
V této praci vSak bylo identifikovano dalSich 4261 proteint, ale ne v Grandeové studii a 94 proteind bylo
identifikovano Grandem, ale ne nami. Podobné, kdyz porovname naSe vysledky s vysledky Han [53],
zjistime, Ze 1040 proteinli bylo spolecnych pro oba soubory dat, ale 3330 bylo nalezeno vyhradné v naSem
souboru dat. Navzdory odliSnému postupu odbéru vzorki, klinickym charakteristikdm, pfistrojovému
vybaveni a protokolim pouzitym ve vSech téchto studiich, omezené piekryvani mezi sadami
identifikovanych proteint (které existuje 1 pfi srovnani této prace se starSimi studiemi s malym poctem
identifikaci) naznacuje, Ze sloZeni cervikalniho hlenu je vysoce variabilni a pro budouci diagnostické pouziti
je nutnd dalSi standardizace. ,Minimdlni“ proteom cervikdlniho hlenu sestdvajici pouze z proteint
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proteini: A1BG, ALB, ANXA1, APOAI, HP, LCN2, LYZ, PFN1 a S100A9.

Biologicka anotace proteomu cervikalniho hlenu odhalila, Ze 57 % proteinti identifikovanych v této
praci mélo intracelularni GO anotaci (obrazek 3). Kromé toho 7 z 20 ontologickych terminii zahrnutych v
tepelné mapé obohaceni pro cervikalni hlen souvisi s intracelularnimi procesy. To bylo zajimavé, protoZe
nekteré zpravy popisuji cervikélni hlen v ovula¢ni fazi jako bezbunécnou slizni¢ni tekutinu [61]. Nase data
nemusi byt nutné neslucitelnd s timto tvrzenim, protoze pfitomnost intraceluldrnich proteinii neni pfimym
dikazem pfitomnosti bunék; misto toho by to mohlo indikovat pfitomnost subcelularnich ¢astic, exozomu
nebo pouze proteind uvolnénych bunéénym a epitelidlnim obratem.Primarni funkci cervikalniho hlenu je

predstavovat fyzickou a imunitni bariéru pro priichod faktori z mimodélozniho prostiedi do horni Casti
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reprodukéniho traktu, pficemz zlstava béhem ovulace semipermeabilni pro spermie. Zde prezentovana
analyza je v souladu s touto funkci, protoze teplotni mapa predstavuje 20 nejpravdépodobnéjsich procest
spojenych s identifikovanymi proteiny, obsahovala 4 terminy souvisejici s imunitou a bylo zjisténo, ze
nejpravdépodobnéjSim procesem je degranulace neutrofili (R-HSA-6798695) zapojujicich se do biologie
cervikdlniho hlenu. Obrannou funkci cervikalniho hlenu potvrdil i fakt, ze 1178 ze 4370 proteint
identifikovanych v této praci byly imunoglobuliny a jejich fragmenty. To je v souladu s ptfedchozimi

publikacemi [62-64].

11.5. Rozdily mezi IUI a IVF

téhotenstvi [65-67], hodnoceni endometriadlnich odpovédi méfenim tloustky endometria [68] nebo zkoumani
biologie endometria pomoci elektronové mikroskopie, histochemické analyzy biopsii endometria nebo
necilené proteomické analyzy endometridlni tekutiny [69-71]. Byly také provedeny studie o zménach
cervikalniho hlenu (vyhodnoceno pomoci Inslerova skore) [11] vyvolanych hormonalni hyperstimulaci
podobnou té, kterou obdrzela nase skupina IVF [72]. Navic cetné studie prokazaly, Ze hormondlni
antikoncepce muze zpusobit zmeény ve vlastnostech cervikalniho hlenu [73,74], opét na zaklad¢ Inslerova
skore. Nicméné, pokud je ndm znamo, pouze dvé studie pfimo zkoumaly hormonalné vyvolané zmény v
biologickém slozeni cervikalniho hlenu: Andersch-Bjorkmann [26] a Grande [25] zkoumaly proteinové

slozeni cervikalniho hlenu béhem riznych fazi pfirozeného menstrua¢niho cyklu.

Andersch-Bjorkmann[26] identifikoval 195 proteind, z nichz 97 bylo také identifikovano v nasi
studii. Jejich hlavni zdjem spoc€ival v mucinech a zménach v jejich relativnim mnoZstvi b&hem
menstruacniho cyklu, které zptisobuji downregulaci mucini béhem obdobi ovulace. Jejich vysledky ukazaly,

o 24

MUC16 mély Wiloxonovo skore pod 0,05.

Grande [25] identifikoval 38 proteini, které byly popsany jako konstitutivné exprimované ve vSech
fazich menstrua¢niho cyklu. Dvacet pét téchto proteinti bylo také identifikovano v naSich vzorcich a tii z
nich mély p-hodnoty pod 0,05, coZ ukazuje na rozdilnou expresi; dva byly obohaceny ve vzorcich IVF
(WFDC2 a SLPI) a jeden v IUl (IGHG1). Kromé¢ toho bylo v naSich ovula¢nich vzorcich detegovano 20 ze
42 proteint, které Grande popsal jako specifické pro preovulacni fazi. Dva proteiny z této skupiny (A2GL a
DEFBI1) byly obohaceny ve vzorcich IVF a jeden (EF1A1) byl obohacen ve skupiné IUI Je zajimavé, Ze v
nasich vzorcich bylo detekovano pouze 10 z 38 proteind, které Grande popsal jako specifické pro ovulacni

fazi. Dva z téchto 10 protein, LOX12 a RBGP1, byly obohaceny ve skupin€IVF. V postovulaéni fazi jsme
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identifikovali 7 ze 17 proteind, z nichz zadny nebyl obohacen ve skupinach IVF nebo IUIL Tyto vysledky
ukazuji, Ze vys$i mira identifikovanych proteini nam umoznila detekovat proteiny diive povazované za
fazové specifické v ovulacnim cervikalnim hlenu. Nase vysledky také odhalily vyznamné rozdily v obsahu
proteinti v cervikalnim hlenu od skupin pacientek IUI a IVF: bylo zjisténo, ze 199 proteint bylo obohaceno v
IUI a 422 v IVF. Podle ProteomeDiscoverer byl hlavni ontologicky termin spojeny s proteiny obohacenymi
ve vzorcich IUI a také s proteiny obohacenymi ve vzorcich IVF | necharakterizovan®. Vice informativnich
vysledkil bylo ziskano pomoci Metascape, ktery ukazal, ze hlavnimi ontologickymi terminy spojenymi s
proteiny obohacenymi ve skupiné IUI byly syntéza kyseliny fosfatidové, negativni regulace reakci na vnéjsi
podnéty, svalové kontrakce a morfogeneze srdce. Ontologické terminy spojené s proteiny obohacenymi ve
vzorcich IVF byly vice podobné anotacim obecného proteomu, i kdyz byly pozorovany urcité rozdily.
Zejména skupina IVF byla spojena s tvorbou zrohovaténého obalu, aktivitou endopeptidazy a tvorbou
extracelularni pasti neutrofili. Kromé toho bylo 27 % identifikovanych proteinii upregulovano pfi srovnani
skupin IUI a IVF, zatimco 46 % bylo regulovano smérem dolidi, coz naznacuje rozdily v imunitnich
vlastnostech cervikalniho hlenu za podminek IUI a IVF. To je v souladu se skute¢nosti, ze je znamo, Ze
imunitni odpovéd’ je v Zenském genitdlnim traktu hormonalné regulovana[75], a s naSim zjiSténim, Zze
imunoglobuliny tvofily zhruba ¢tvrtinu proteint identifikovanych v této praci. UZite¢né poznatky o ucincich
IVF a hormonalnich zménach obecnéji na imunitni vlastnosti cervikalniho hlenu by mohly byt potencialné
ziskany srovnanim naSich vysledkd s vysledky diivéjsi studie, kterd méfila koncentrace interleukini a
cytokini v endometrialni tekutiné u Zen podstupujicich IUI a IVF[76]. Pfimé srovnani vysledkl téchto dvou

vvvvvv

endometrialni tekutin€ se podstatné liSily od hladin v cervikalnim hlenu.

12. Zavér

Nase studie definovala proteom cervikdlniho hlenu dosud nejkomplexnéjsim zptisobem. Ovéftili
jsme cervikalni hlen jako cenny neinvazivni zdroj potencialnich proteinovych biomarkert a prokézali
vyznam klinickych a laboratornich standardizacnich procesti umoznujicich reprodukovatelné meéteni a jeho

budouci vyuziti v klinické diagnostice poruch Zenského reprodukéniho traktu.
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Abstract: Cervical mucus (CM) is a viscous fluid that is produced by the cervical glands and functions
as a uterine cervix plug. Its viscosity decreases during ovulation, providing a window for non-
invasive sampling. This study focuses on proteomic characterization of CM to evaluate its potential as
a non-invasively acquired source of biomarkers and in understanding of molecular (patho)physioclogy
of the female genital tract. The first objective of this work was to optimize experimental workflow
for CM processing and the second was to assess differences in the proteomic composition of CM
during natural ovulatory cycles obtained from intrauterine insemination (IUI) cycles and in vitro
fertilization (IVF) cycles with controlled ovarian hyperstimulation. Proteomic analysis of CM samples
revealed 4370 proteins involved in processes including neutrophil degranulation, cellular stress
responses, and hemostasis. Differential expression analysis revealed 199 proteins enriched in IUI
samples and 422 enriched in IVFE. The proteins enriched in IUI were involved in phosphatidic acid
synthesis, responses to external stimulus, and neutrophil degranulation, while those enriched in IVF
samples were linked to neutrophil degranulation, formation of a cornified envelope and hemostasis.
Subsequent analyses clarified the protein composition of the CM and how it is altered by hormonal

stimulation of the uterus.

Keywords: proteomics; cervical mucus; gynecology; intrauterine insemination; in vitro fertilization

1. Introduction

Cervical mucus is a gel containing a plethora of glycoproteins, lipids, nucleic acids,
and metabolites. Its biological function depends heavily upon macromolecular composition.
The mucus plays a vital role in protecting the vaginal epithelium during sexual intercourse
and in the innate protection of the uterine cavity, thereby helping to ensure fertility [1],
sperm capacitation, and restricting sperm passage within the female reproductive tract
(FRT) to the periovulatory period. However, its functions are not yet fully understood.
Moreover, the biological and chemical-physical properties of cervical mucus change during
the menstrual cycle [1,2]: its content of glycoproteins (mucins) peaks near ovulation due to
high secretion, but the abundance of other proteins is highest during the luteal phase [3].
During the first half of the cycle, the mucus is scant, thick and viscous, forming a barrier



or cervical plug that limits the access of sperm to the upper genital tract. Then, immediately before
ovulation, when estrogens are produced in increasing amounts, its viscosity decreases while its volume
increases 10- to 20-fold, thereby maximizing its permeability to spermatozoa. The composition of cervical
mucus changes immediately after ovulation when the corpus luteum of the ovary begins synthesizing
progesterone. Progesterone reduces the quantity and composition of cervical mucus, making it thicker and
stickier [4]. The biochemical processes underlying these changes are poorly understood, but it is known that
changes in the number and types of polysaccharide chains (glycans) attached to proteins during post-
translational modification can drastically increase the proteins’ molecular

weights and thereby alter their solubility, solution viscosity, and biological function.

The uterine cavity, which is directly connected to the cervix, is coated with endometrial tissue that
undergoes physiological remodeling induced by ovarian hormones. The human uterine proteome during
the menstrual cycle has been studied by analyzing both the endometrial epithelium [5] and the uterine fluid
[6]. However, the variation of the proteome of the uterine fluid over the course of the cycle is unknown. In
addition, because the uterine cavity releases substances into the uterine fluid that may influence the entire
reproductive system, the cervical mucus’s proteome may reflect the functional status of the endometrial
tissue [7] and potentially also the fallopian tubes and ovaries. Thus, cervical mucus analysis could provide
valuable information to support diagnosis, prognosis, and therapy of female tract disorders. Early detection
of markers in cervical fluid proximal to diseased tissues may replace of complement venous blood and thus
increase sensitivity of detection and in turn the range of therapeutic options available for individuals
affected by diseases, enable more effective early treatment, and facilitate the identification of factors
involved in pathogenesis.

However, only a few studies have investigated the protein composition of cervical mucus. Andersch-
Bjorkman et al. [8] reported comprehensive proteomic and glycomic LC-MS analyses of cervical mucus
samples collected from 12 women at multiple stages of the menstrual cycle (before, during, and after
ovulation), while Panicker et al. optimized a SELDI-TOF (surface-enhanced laser desorption/ionization with
time-of-flight mass analyzer) MS method for cervical mucus analysis [9]. Additionally, Grande et al.
confirmed that cervical mucus is a rich source of protein biomarkers, determined the protein composition
of cervical mucus samples from five fertile women with term delivery during the year preceding the study,
and characterized the changes in the cervical mucus proteome during the menstrual cycle [10]. In another
study, high-resolution mass spectrometric analysis of cervical mucus from ten infertile women with ovarian
endometriotic cysts revealed that this chronic disease is characterized by inflammatory protein expression
[11]. Changes in expression levels of cytokines (IFN-gamma, CM-CSF, RANTES, and eotaxin) in cervical
mucus were described by Otani et al. (2019) in a patient with cervical dysplasia and cervical cancer [12].
Finally, Rocconi et al. (2021) recently analyzed the cervical mucus proteome for the purposes of ovarian
cancer screening [13], and Finan et al. (2012) identified 10 cervical mucus proteins that can be used to
confidently diagnose endometrial cancer [14]. These findings clearly show that the cervical mucus
proteome contains information that could be valuable in diagnosing diverse pathologies and abnormalities
in humans.

Although several proteomic analyses of cervical mucus were reported previously, the studies usually
suffer from a low number of enrolled patients, and several studies sampled mucus irrespectively of the
menstrual cycle. The definition of the normal cervical mucus proteome is particularly complicated, as we
know its composition is heavily dependent on the ovarian cycle and estrogen levels. In order to standardize
the sampling of biological material, we performed non-invasive sampling of cervical mucus during the



periovulation period in healthy women undergoing artificial insemination or in vitro fertilization (IVF) due to
male factor infertility. Experiments have been conducted to determine whether removing cervical mucus
during intra-uterine insemination (IUl) might increase pregnancy rates [15], and there is evidence that
clomiphene citrate (a drug used for ovarian stimulation in IVF fertility treatment) can alter the quality of
cervical mucus [16,17]. IUl is based on women’s natural cycles and thus represents the normal biology of
cervical mucus, whereas IVF-stimulated cycles represent a cervical mucus “model system” in which
hormonal medication is administered with a standardized timing that allows for the timing of ovulation to
be predicted very accurately, making it possible to sample the cervical mucus directly at the time of ovum
pick-up.

2. Results

2.1. Patient Characteristics
The clinical characteristics of the participants in the study are summarized in Table 1.

Table 1. Characteristics of the participating patients. Where relevant, values are quoted as means with minima and maxima in
parentheses. Age, height, weight and smoker status were obtained during initial visit, AMH and FSH were analyzed from peripheral
blood, and endometrial thickness was determined via ultrasound examination at oocyte retrieval procedure. Patients in the IUI
group were undergoing intrauterine insemination without hormone stimulation while those in the IVF group were undergoing in
vitro fertilization with stimulated cycles. Pregnancy rates were defined as clinically confirmed pregnancy. The population
characteristics and hormone levels apply to the date of CM aspiration.

Parameters All Patients IUI Group IVF Group
Count of patients in the group 19 10 9
Age (years) 32.1(25-43) 33.8 (26-43) 30.2 (25-36)
BMI (kg/m2) 25.1 (19-46) 25.7 (19-46) 24.5 (20-33)
AMH (ng/mL) 3.8 (0.8-8.6) 3.5 (0.8-6.8) 42 (2.0-8.6)
FSH on the third day (IU/1) 57 (2.7-10.9) 6.9 (2.7-10.9) 48 (4.1-6.5)
Infertility duration (years) 3.0 (0-7) 325 (1-6) 26 (0-7)
Number of deliveries 0.4 (0-2) 0.6 (0-2) 0.2 (0-1)
Number of abortions 0 0 0
Smoker (%) 21 30 1

Endometrium on the CM

collection day (mm) 9.4 (6-15) 8.6 (6-15) 10.3 (8-14)
Number of retrieved oocytes 12.9 (3-23)/NA ! NA 12.9 (3-23)
Pregnancy rate (%) 26 10 44

I Not applicable in the IUI group. Abbreviations: BMI—body mass index, AMH—anti-Miillerian hormone,
FSH—follicle stimulating hormone, CM—cervical mucus.

2.2. Quality Control of the Dataset

The LC-MS analyses of all samples examined in this study were performed in a single batch. The
stability of the analyses was evaluated retrospectively using the doubly charged peptide YICDNQDTISSK as a
reference analyte. This peptide had a retention time of 29.22 + 0.32 min (1% RSD), with a FWHM of 0.13 +
0.007 min (5.5% RSD), a maximal peak height of 6.19 x 10% + 4.11 x 107 (6.6% RSD), and an average mass
error of 0.57 = 0.57 ppm. All these values are below the 15% RSD cutoff commonly applied in LC-MS
analyses, and the peptide’s mass error was below the 3 ppm cut-off used internally in our facility.

2.3. Proteomic Characterization of the Cervical Mucus

In the final search, a total of 4370 proteins (Table S1), 34,166 peptides, and 470,013 peptide spectrum
matches were identified over all 19 samples collectively using ProteomeDiscoverer 2.5. The counts of
identified peptides and proteins differed significantly between the IUI and IVF groups (Figure 1A,B). For the
IUI group, the average number of proteins identified with high confidence was 97 = 70 per sample (341 +
260 peptides). However, there were two outlier samples (12 and 15) in which 1538 proteins and 7668
peptides were identified. Conversely, the average number of proteins identified with high confidence in the



IVF group was 1640 + 428 per sample (8543 + 2613 peptides). This group had a single outlier sample (F3) in
which 60 proteins and 163 peptides were identified.
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Figure 1. Proteomic characterization of the analyzed samples. Graph (A) shows the counts of peptides identified in each sample
(one bar corresponds to the average of three technical replicates * standard deviation). Graph (B) shows the counts of proteins in
each sample (one bar corresponds to the average of three technical replicates * standard deviation). The PCA plot (C) and heatmap
(D) illustrate global differences among samples. The PCA plot is centered and scaled. The heatmap parameters were scaled before
clustering and calculating squared Euclidean distances. The waterfall plot (E) shows the distribution of normalized protein
abundances. The MW/abundance plot (F) shows the normalized protein abundances and molecular weights of the 63 proteins that
were identified in all samples and replicates in IUl and IVF groups, respectively.



The protein quantification results were visualized using a PCA scores plot (Figure 1C) and a heatmap

(Figure 1D). The PCA plot and the heatmap both revealed no clear trends in the composition of the cervical
mucus; the first and second principal components of the PCA explained only 15.6% and 10.8% of the
variance in the data, respectively. The heatmap had two main clusters, one containing only IUl samples only
and one containing samples from both groups. This suggests that the effects of hormone stimulation on the
composition of the cervical mucus are outweighed by variation due to other factors.
The Minora feature detector [18] proved to be very useful in the quantitative analysis of the cervical mucus
proteomic data. This ProteomeDiscoverer node performs peptide identification based on tandem mass
spectra by linking peaks in the spectrum of one sample to the corresponding retention times and parent
peptide masses in other samples, thus effectively reducing the number of missing values in the results.
When applied to our dataset, it increased the number of quantified proteins in samples with insufficient
identifications (i.e., only about 200 proteins identified with a high score). The numbers of proteins
identified in the quantitative analysis exceeded those initially identified in the samples, as can be seen in
the waterfall graph shown in Figure 1E. In addition, the normalized abundance of proteins in the Ul group
was clearly higher than that in both the IVF group and the general proteome. Thus, although the |UI
samples contained fewer different proteins than the IVF samples, the proteins that were present were
more abundant. The low numbers of proteins in the Ul group could be for instance due to the expression
of proteins with variable molecular weight and thus altered diffusion capacity into the cervical mucus of Ul
versus IVF samples. To test this hypothesis, we focused on the 63 proteins that were quantified in all
replicates of all samples and calculated the correlation between their MW and their measured abundance
(Figure 1F). However, this revealed no significant differences between the IUl and IVF groups.

Upon applying common criteria for identifying enriched proteins (a log2 fold change of at least 1 and
a p value below 0.05), we identified 199 and 422 proteins that were enriched in the Ul (Table S2) and IVF
samples, respectively (Table S3). These numbers are higher than the average counts of identified proteins in
the IUl samples. We therefore examined the non-imputed datasets of quantified proteins in the IUI- and
IVF-enriched protein groups. The finding that fewer proteins were identified in the Ul samples was
supported by the results for the IVF-enriched proteins, of which 214 were specific to the IVF group. Another
34 proteins were present only in the IVF group and the positive outlier samples 12 and I5 from the IUI
group, while the remaining IVF-enriched proteins were identified in both groups. The intensities of the IUI-
enriched proteins were distributed homogenously across the samples.

2.4. Protein Annotation of Identified Proteins

The protein annotation analysis was performed in ProteomeDiscoverer and Metascape (Figure 2).
When considering the full set of proteins identified across all samples (representing the general cervical
mucus proteome), the most frequent biological process annotations were other biological (18%) and other
metabolic (13%) processes, followed by cell organization (8%), transport (7%), protein metabolism (6%) and
signal transduction (6%). The most frequent cellular component annotations were other cellular
components (15%), other membranes (13%), and cytosol (10%), followed by the nucleus (8%), plasma
membrane (8%), non-structural extracellular (6%) and ER/Golgi (5%). The most frequent molecular function
annotation was other molecular function (39%), followed by nucleic acid binding activity (6%), cytoskeletal
activity (4%), enzyme regulator activity (4%), and signal transduction or receptor binding (4%). No GO
annotations were obtained for around 20% of the proteins, which demonstrates a knowledge gap we have
in understanding cervical molecular physiology.
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Figure 2. Protein annotation results for the cervical mucus proteome. Annotations for the three main GO term categories—
biological function, cellular component, and molecular function—were generated using ProteomeDiscoverer for the complete
cervical mucus proteome and for the sets of proteins exhibiting differential expression in the IUl and IVF samples. Additional
annotations based on the Metascape [19] enrichment heatmap were also obtained for these three protein sets.
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The annotation distribution for the set of IUl-enriched proteins was similar to that for the general
cervical mucus proteome in all three GO main branches. The biological process annotations exhibiting the
most pronounced differences in frequency between the IUl-enriched and general protein sets were no
known biological processes (+4.4% in the IUl-enriched set), other biological processes (+0.8%), signal
transduction (+0.7%), cell adhesion (-1.4%), other metabolic processes (-1.3%) and protein metabolism
(-2.31%). The frequencies of all other biological process annotations in the IUl-enriched set were
comparable to those in the general set. The only cellular component annotation whose frequency in the
IUl-enriched set differed markedly from that in the general set was no known cellular component (+8.3% in
the IUl-enriched set); the frequencies of all other cellular component annotations differed by <2% between
the two sets. The only molecular function annotation whose frequency in the IUl-enriched set differed
markedly from that in the general set was no known molecular function (+3.2%); the frequencies of all
other annotations differed by <2% between the two sets.

Cell process annotations whose frequencies in the IVF-enriched protein set differed substantially
from those in the general set were no known biological process (+20% in the IVF-enriched set), cell
organization (-4.5%), developmental processes (-1.5%), DNA metabolism (-0.7%), other biological
processes (-2%), other metabolic processes (-4.5%), protein metabolism (-2%), RNA metabolism (-1.5%)
and transport (-1%). Other cell process annotations (e.g., cell adhesion, cell cycle, cell-cell signaling, signal
transduction, and stress response) had similar frequencies in the two sets. Similar results were obtained for
cellular component annotations—the annotations exhibiting substantial differences in frequency were no
known cellular component (+16% in the IVF-enriched set), cytoskeleton (-1%), cytosol (-2%), ER/Golgi
(-1%), mitochondrion (-1%), nucleus (-4%), other cell components (-5%), other membranes (-1%), and
translation (-1%). The remaining cell component annotations (plasma membrane, non-structural
extracellular, other cytoplasmic organelles, and extracellular matrix) had similar frequencies in the two sets.
The molecular function annotations whose frequencies differed markedly between the IVF and general sets
were no known molecular function (+20% in the IVF set), cytoskeletal activity (-2.1%), nucleic acid binding
activity (-4.2%), other molecular functions (-12.6%), signhal transduction activity or receptor binding
(-1.2%), and transporter activity (-0.8%). The other molecular function annotations (bone, tooth, or skin

fesponse mediated by antimicrobial peptide



structural activity, enzyme regulator activity, extracellular structural activity, kinase activity, and
translational activity) had similar frequencies in the two sets.

Because of the high number of “other” process annotations (which do not enable further analysis) in
the ProteomeDiscoverer results, we used the Metascape software to acquire additional annotations. This
algorithm combines functional enrichment, interactome analysis, gene annotation, and membership search
to leverage over 40 independent knowledgebases within a single integrated portal [19] and generates
results that can be visualized in the form of enrichment heatmaps (see Figure 2). Annotations assigned to
the general cervical mucus proteins in the Metascape analysis included neutrophil degranulation, cellular
response to stress, hemostasis, vesicle-mediated transport, and signaling by Rho GTPases.

In accordance with the results for the general cervical mucus proteome, the most enriched annotation
in the enrichment heatmap for the differentially expressed proteins in the IVF samples was neutrophil
degranulation, and the third most enriched was hemostasis. However, the order of enrichment for the
other annotations of the IVF set differed: the second most enriched annotation was formation of a
cornified envelope, the fourth was regulation of endopeptidase activity, and the fifth was neutrophil
extracellular trap formation. The high number of proteins without annotation can also be explained by the
fact that 46% of all differentially regulated IVF proteins were immunoglobulins.

The enrichment heatmap also revealed differences between the annotation distributions of the IUI-

enriched proteins and the complete cervical mucus proteome. The annotation exhibiting the greatest
enrichment in the Ul set was the synthesis of phosphatidic acid, an essential precursor of phospholipids.
The second most enriched annotation was negative regulation of response to external stimulus, followed by
neutrophil degranulation processes, muscle contraction, and heart morphogenesis.
Unfortunately, no annotations were obtained for around 20% of the 4370 proteins identified in the full
cervical mucus proteome. This was attributed to two factors. First, 1716 of these proteins lacked a gene
symbol assigned by the Uniprot database. Second, 1178 of them were identified as immunoglobulins
(mostly variable regions). Only 34 Ig proteins have a gene symbol, and to the best of our knowledge, there
is currently no good tool for the biological interpretation of different immunoglobulin variants.

2.5. Proteins Discriminating Ul and IVF Groups

Separate from the biological interpretation of the proteomic data is the question of which proteins
most effectively discriminate Ul from IVF and thus physiological versus hormone-stimulated ovarian cycle.
To identify such discriminatory proteins, we used the Wilcoxon exact test and Fisher’s test. This revealed
that 29 normalized and imputed source proteins were detected in at least two replicates of all analyzed
samples (Table 2), of which 14 were enriched in IUl and 15 in IVF. Four proteins were tissue enhanced in
FRT, while some others exhibited group-enriched tissue expression in tissue groups that included the
uterine cervix.



Table 2. The list of proteins distinguishing IUI from IVF cohorts. Those proteins were quantified in at least two replicates of all samples and have Wilcoxon test

p values below 0.05. The protein intensities in the IUT and IVF columns are reported as medians with the minimum and maximum values of the log2-transformed

aggregated intensity shown in parentheses. Log?2 fold changes were calculated based on the median values and are reported as IUL/IVF ratios. Tissue expression

data are from the Human protein atlas [20].

Protein Uniprot 1D Gene Symbol It IVF Log 2 Fold Change Wilcox Test p-Value Tissue Expression
WAP four-disulfide core _ . Tissue enhanced (cervix,
domain protein 2 Q14508 WEFDC2 22.23 (21.61-23.18) 28,58 (28.07-30.04) 6.35 0.00009 calivary gland)
. - Tissue enhanced
Enoyl-CoA hydratase HOYFD6 HADHA 274 (2634-28.32) 22.5 (21.77-24.36) 49 0.00015 (skeletal muscle)
Dopamine receptor -
interacting protyin 4 QIW4Y1 DRIP4 74.65 (23.99-29.27) 2167 (21.64-22.17) 298 0.00026 N/A
265 proteasome
non=-ATPase regulatory Q99460 PSMD1 20.81 (20.02-21.45) 2323 (22.66=23.39) 242 0.00097 Low tissue specificity
subunit 1
Serpin family A AQAO24R6PD SERPINA3 2381 (22.91-24.6) 26.63 (25.33-26.82) 282 0.00097 Group enriched (liver,
member 3 pancreas)
Connective tissue - . = -
erowth factor Q5MET4 CTGF 74.38 (22.83-25.49) 2038 (20.24-20.76) 4 0.00145 N/A
Glucose-&-phosphate PO6744 GPI 24,68 (23.75-31.52) 22.16 (21.69-22.44) 252 0.00145 Low tissue specificity
1I=0merase -
Lasiuin sebemit Q13753 LAMCZ 25.02 (23.24-25.35) 21.37 (21.04-21.54) 365 0.00210 Jssue enhancec
gamma-2 (urinary bladder)
Serpin family A Tissue enhanced
";Ember 3 POs154 SERPINAS 73.34 (22.86-24.34) 26.11 (24.62-26.71) 277 0.00299 (adrenal gland, liver,
. testis)
Phosphatidylincsitol P42356 PHKA 22 81 (21.58-23 46) 20.85 (20.43-21.29) 196 0.00299 Low tissue specificity
4-kinase alpha ’
Antileukoproteinase PO3973 SLPI 29.09 (28.37-30.85) 31.87 (31.66-32.18) 2.78 0.00567 Group enriched (cervix,
salivary gland)
Group enriched
Stratifin 31947 SFN 22.25 (20.94-23) 247 (23.61-25.3) 245 0.00567 (esophagus, skin,
vagina)
Polymeric Tissue enhanced
immunoglobulin PO1833 PIGR 26.09 (25.25-27.66) 29.5 (28.89-29.86) 3.41 0.00567 {intestine, salivary
receptor gland)




Table 2. Cont.

Protein Uniprot ID Gene Symbol Ul IVF Log 2 Fold Change Wilcox Test p-Value Tissue Expression
Midkine P21741 MDK 21.56 (21.19-23.06) 2415 (23 88-24.52) ~2.59 0.00762 Tissue enhanced (ovary)
Complement factor D Q6FHW3 DF 22,67 (21.52-23.63) 27.12 (23.95-27.79) ~445 0.01013 N/A
Heat shock-related _ . Tissue enhanced (brain,
70 kDn protein 2 P54652 HSPA2 22,49 (21.58-23 44) 20,81 (20.43-21.49) 1.68 0.01013 Slcelotal muscle)
Elm}g;i:“;:“m P26641 EEFIG 25.04 (23.62-25.65) 21.2 (19.37-23.49) 3.84 0.01013 Low tissue specificity
FLJO0385 protein Q8NF17 FLJ00385 28.94 (26.87-29.81) 26.31 (24.04-26.89) 263 0.01013 N/A
Cystatin C ADAOKDK1]1 CSTS3 24.16 (23.61-25.99) 28.73 (27.02-28.83) ~457 0.01327 Tissue enhanced (brain)
Ubiquitin-conjugating ADAOZ4RDH2 UBE2D3 24.12 (23.36-25.01) 21.1 (19.86-22.89) 3.02 0.01327 Low tissue specificity
enzyme E2D 3 ’
Immunoglobulin delta PODOX3 N/A 23.74 (22.24-27) 21.19 (20.28-21.82) 255 0.01327 N/A
heavy chain
Lysine—tRNA ligase Q15046 KARS1 215 (20119-22.1) 23.81 (21.76-24.82) ~2.31 0.01721 Low tissue specificity
Talin-1 QY490 TLN1 22,05 (21.48-23.09) 2387 (22.72-24.8) ~1.82 0.02202 Low tissue specificity
. . Group enriched
My “’““Lﬁl‘ﬁ?“ light QUEAT2 MYL11 22,61 (21-23.08) 2021 (19.59-21.23) 24 0.02202 (skeletal muscle,
tongue)
Dermcidin P81605-2 DCD 24.36 (22.79-27.5) 2247 (2157-23.03) 1.89 0.02202 Tissue enriched (skin)
. ) Group enriched
A”““r’::;isl'hke Q5VT79 ANXASL1 2227 (21.4-25.36) 2001 (19.56-21.26) 226 0.02793 {esophagus, skin,
protei vagina)
Sodium/potassium- )
transporting ATPase P05023 ATP1Al 22,94 (22.24-23.32) 21.3 (21.09-22.28) 164 0.03499 Tissue enhanced
o {parathyroid gland)
subunit alpha-1
Vineulin ADAO24QZN4 VCL 22,02 (21.77-22.82) 23,63 (22.4-24.42) ~1.61 0.04347 Low tissue specificity
Keratin 13 ALA4E9 KRT13 2418 (23.3-2474) 27.66 (26.01-28.76) ~3.48 0.04347 Tissue enhanced

{esophagus, vagina)




Of the 29 proteins listed in Table 2, 23 were recognized by Metascape (Figure 3). Eight were annotated for
negative regulation of endopeptidase activity (GO:0010951) with a logio p value of -11.03, while seven were
annotated for involvement in neutrophil degranulation (R-HSA-6798695; logi p value -7.30). No other
annotation was assigned to more than four proteins in this group. Four protein—protein interactions were
identified among the 29 proteins in an analysis performed using the String platform. The first interaction involved
KARS, PSMD1, EEF1G, and HSPA2, all of which are factors influencing protein synthesis and degradation. The
second involved WFDC2, SLPI, GIG25 (SERPINA3), and PIGR, which are a group of secreted proteinase inhibitors
and an immunoglobulin receptor expressed in mucosal epithelial cells; these proteins were enriched in the IVF
group. The third involved MYLPF (MYL11), TLN1 and VCL, which are cytoskeletal proteins involved in cellular
adhesion and muscle contraction. The final interaction involved the extracellular matrix proteins SFN and LAMC2.
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Figure 3. Annotation of proteins with Wilcoxon scores below 0.05. The biological annotations were used to generate an enrichment heatmap with
Metascape (A) and to map protein—protein interactions (B). The PCA plot (C) shows the distribution of differentially expressed proteins with Wilcoxon p

values below 0.05 in the IUl and IVF samples.

3. Discussion

This study was the first proteomic analysis of human cervical mucus describing differences in composition
of cervical mucus sampled during the periovulation period from women undergoing a natural ovarian cycle (1Ul
group) versus those with synthetic estrogen-induced artificial cycle (IVF group). Although there were earlier
efforts in the analysis of cervical mucus reported in 2007 [8,21,22], they identified much less proteins compared
to our study (685, 194, and 147 in the studies of Shaw, Anders-Bjorkmann, and Tang, respectively). Panicker
demonstrated an alternative approach in 2009 [9] by using SELDI-TOF to identify 30 protein peaks on average in a
mass frame of 2.5-30 kDa. More recently, Grande investigated proteomic changes in the cervical mucus during
the menstrual cycle [10] and changes in protein expression associated with endometriosis [11], resulting in the
identification of 81 and 140 proteins, respectively. Additionally, Ma searched for protein biomarkers of cervical



adenocarcinoma in cervical mucus, identifying 711 proteins [23]. Proteomic analyses of cervical mucus have also
been conducted in the context of veterinary medicine [24] and in studies on the cervical plug during pregnancy
[25]. The most recent research in the field at the time of manuscript preparation was published by Leo Han, who
identified 3048 proteins [26] in a comparative analysis of cervical mucus from humans and rhesus macaques. All
of these studies used different approaches to various aspects of sampling and proteomics analysis and thus have
different strengths and weaknesses when compared to this work, as we discuss below.

3.1. Model System for Cervical Mucus Evaluation

Previous analyses of cervical mucus were performed by collecting samples during spontaneous cycles,
which made it impossible to precisely determine the time elapsed between ovulation and sampling; the average
error was approximately one day [8—10]. The IUl sampling performed in this work had a similar level of accuracy,
providing samples reflecting the basal composition of the cervical mucus during normal ovulatory cycles.

Nonetheless, our model system based on IVF/ICSI/ET (the IVF group) mimicked natural conception under
standardized conditions but enabled sampling within a window of roughly 15 min around the time of ovulation.
This accuracy was possible because the ovaries were monitored by ultrasound, the timing of ovulation was
controlled by the application of exogenous hCG, and eggs were collected by ovum pick-up. Cervical mucus
samples were acquired immediately prior to egg collection.

3.2. Cervical Mucus Sampling

Two main approaches to cervical mucus sampling were used in earlier studies. The first was to collect
cervicovaginal fluid or lavage. This approach was used by Shaw [21], who analyzed cervicovaginal fluid obtained
by inserting a gauze into the vagina for 1 h, and by Tang [22], who performed vaginal lavage with 5 mL of saline
solution. Both approaches are straightforward and provide samples free from compounds that may interfere
with subsequent processing. However, the obtained proteome is more of vaginal origin than cervical. The second
approach involves extracting cervical mucus by suction with a thin catheter and was used by Andersch-Bjorkman
[8], Grande [10,11], Han [26], and our group. This approach enables selective collection of cervical mucus with
minimal contamination from other compartments of the female genitourinary tract. Finally, during regular
gynecological examinations conducted [27] to prevent cervical cancer, cervical epithelia are commonly sampled
together with fluid/mucus using a specialized brush. This approach was used by Panicker [9], but Andersch-
Bjorkman [8] has stated that it results in relatively severe sample contamination with epithelial and blood cells.

3.3. Proteomic Approaches in Cervical Mucus Analysis

The viscosity of the cervical mucus varies with the phase of the menstrual cycle, and thus, samples must be
dissolved in an appropriate solvent to facilitate further processing. Several approaches have been used for this
purpose. Dissolution is most straightforward for samples of cervicovaginal fluid, which can be extracted from
phosphate-buffered saline and cervicovaginal lavage and which can be processed directly. Both materials can
then be centrifuged and submitted to downstream sample preparation. However, the processing of cervical
mucus obtained by suction is more challenging. A relatively gentle dissolution method was reported by Grande
[10,11], who used 0.2% trifluoroacetic acid followed by centrifugation at 9200x g. This approach introduces no
compounds that could interfere with subsequent protein assays or digestions but that extract only a few of the
proteins in the initial sample, as demonstrated by the comparatively small numbers of proteins identified in
studies where the procedure was used. The second approach was used by AnderschBjorkman [8], Han [26], and
our group. It involves moderately harsh conditions—a 4% SDS buffer was used in our experiments. Andersch-
Bjorkman et al. bypassed the protein concentration assay by directly loading the dissolved mucus into an
electrophoretic gel, while Ma [23] et al. used detergent concentrations similar to those used in our work in
combination with a chaotropic reagent (7 M Urea, 2 M Thiourea, 4% SDS, 40 mM Tris-HCI, pH 8.5, 1 mM PMSF, 2
mM EDTA). This treatment was followed by acetone precipitation, dissolution of the precipitated proteins in 8 M
urea/100 mM tetraethyl-ammonium bromide (TEAB), and iTRAQ metabolic labeling (which circumvented any
need to perform a protein concentration assay).
It was difficult to identify a suitable concentration assay for use in this work because of issues with buffer
compatibility. Quantitative mass spectrometry is essential for successful biomarker identification, and while
many isotopically labeled approaches [28] have been proposed, we consider label-free quantification to be



preferable for highthroughput proteomics. We therefore needed to reliably control the amounts of proteins and
peptides contained in samples submitted to processing and mass spectrometric analysis. Unfortunately, the
composition of the FASP buffer that we used to solubilize mucus samples (4% SDS, 100 mM DTT) makes it
incompatible with most colorimetric protein assays; the BCA assay tolerates detergents but is sensitive to
reducing agents, while the opposite is true for the Bradford assay. We ultimately achieved acceptable results
with the Thermo Scientific Pierce 660 nm protein assay using the ICDR reagent [29]. To evaluate the efficiency of
the subsequent digestion step and to tune the number of peptides injected into the LC-MS system, we
performed a standard BCA assay before peptide purification.

Because earlier studies on cervical mucus all used different sample preparation methods and mass
spectrometric techniques, they also used different digestion and peptide purification strategies. Panicker [9] used
SELDI-TOF, which requires a sample preparation strategy differing markedly from those needed in bottom-up
proteomic analyses such as those conducted in the other cited studies. Conversely, Tang [22] used two-
dimensional electrophoresis, Andersch-Bjérkman [8] and Shaw [21] used SDS-PAGE fractionation followed by gel
spot/band excision and subsequent digestion. Shaw made this approach almost perfect, performing a series of
general proteomics experiments and separate specialized experiments examining mucins and their glycosylation.
Grande [10,11] and Ma [23] both used a gel-free approach involving direct in-solution digestion. Unfortunately,
however, Ma provided only limited details of this process—the explanation regarding how harsh buffers were
diluted before trypsin digestion was particularly sparse.

It has been reported that solution phase trypsin digestion is suboptimal in terms of efficiency and the
removal of interfering compounds. Consequently, a range of alternative approaches have been developed to
enable more effective digestion. One such approach that has achieved considerable popularity is filter-aided
sample preparation (FASP), which was developed by Wisniewski [30]. We used this approach successfully in
earlier studies [31] and during the initial phase of this work. We subsequently tested FASP optimization using Lys-
C endopeptidase and found that the use of this enzyme significantly increased the number of peptides identified
in samples, in accordance with the published claims [32]. A similar approach involving enhanced FASP
modification [33] was used by Han [26]. While the capabilities of these two methods have not yet been
compared directly, the available data suggest that they both perform well.

3.4. Cervical Mucus Proteome

As mentioned above, previous studies on cervical mucus proteomics identified 30-3048 proteins in 3-29
patients. Here, we report the identification of 4370 proteins in cervical mucus samples from 19 patients
undergoing assisted reproduction with (IVF) or without (IUl) hormonal stimulation. The analysis of the full set of
samples, representing both Ul and IVF groups, provided a couple of interesting findings. First, relatively few
proteins were identified with high confidence in some samples, mainly from the 1Ul group. Further examination
showed that the number of proteins that were quantified based on precise mass and retention time data
exceeded the number identified through analysis of tandem mass spectra. Nevertheless, the number of
qguantified proteins in the Ul samples was consistently lower than in the IVF samples. Since the protein quantity
injected into the mass spectrometer was identical in both cases, there are two possible explanations for this
outcome. The first is that the cervical mucus of the women without hormone stimulation contained fewer but
more abundantly expressed proteins than that from women receiving hormonal stimulation, which might contain
some proteins that were expressed due to treatment with exogenous estrogens. Alternatively, the
physicochemical properties of cervical mucus from women receiving hormonal stimulation might differ from that
of women not receiving such stimulation due to differences in factors such as the water content or peptidoglycan
matrix. Such differences could affect the permeability of the mucusfor secreted proteins and hence its
preferential enrichment with proteins of lower molecular mass. However, the results presented in Figure 2E,F
suggest that the first hypothesis is more plausible. Aside from these differences and the identification of some
proteins commonly enriched in Ul and IVF samples, the two sample groups were relatively similar, and the effect
of protein size was not reflected in relative abundancy. This is also demonstrated by the heatmap and PCA results
shown in Figure 2.



Andersch-Bjorkmann [8] identified 195 proteins in cervical mucus, 97 of which were also identified in our
study. Moreover, 32 of the 148 proteins identified by Tang [22] were detected in our samples. Grande has
published two studies on the proteomics of cervical mucus. The first study [10] compared the protein
composition of cervical mucus in different phases of the menstrual cycle and identified 109 proteins, of which 26
were also identified in our samples. Grande’s second study focused on discovering endometrial biomarkers and
identified 110 proteins that were also identified by us. However, a further 4261 proteins were identified in this
work but not in Grande’s study, and 94 proteins were identified by Grande but not by us. Similarly, when
comparing our results to those of Han [26], we find that 1040 proteins were common to both datasets, but 3330
were found exclusively in our dataset and 2008 in Han’s. Despite the different sampling procedures, clinical
characteristics, instrumentation and protocols used in all these studies, the limited overlap between the sets of
identified proteins (which exists even when comparing this work to older studies with few identifications)
suggests that the composition of the cervical mucus is highly variable, and further standardization is needed for
future diagnostic use. The “minimal” cervical mucus proteome consisting only of proteins identified in this work
and all the earlier studies cited in this paragraph contain just nine proteins: A1BG, ALB, ANXA1, APOA1, HP, LCN2,
LYZ, PFN1, and S100A9.

Biological annotation of the cervical mucus proteome revealed that 57% of the proteins identified in this
work had an intracellular GO annotation (Figure 3). Moreover, 7 of the 20 ontology terms included in the
enrichment heatmap for cervical mucus related to intracellular processes. This was interesting because some
reports have described the cervical mucus in the ovulatory phase as a cell-free mucous liquid [34]. Our data are
not necessarily incompatible with this statement because the presence of intracellular proteins is not direct proof
of the presence of cells; it could instead indicate the presence of subcellular particles, exosomes, or just proteins
released by cellular and epithelial turnover.

The primary function of the cervical mucus is to present a physical and immunity barrier to the passage of
factors from the extra-uterine environment to the upper FRT while remaining semi-permeable to sperm cells
during ovulation. The Metascape enrichment analysis presented here is consistent with this function because the
enrichment heatmap of the 20 most probable processes associated with the identified proteins contained four
immunity-related terms, and neutrophil degranulation (R-HSA-6798695) was found to be the process most likely
to be involved in cervical mucus biology. The defensive function of the cervical mucus was also confirmed by the
fact that 1178 of the 4370 proteins identified in this work were immunoglobulins and their fragments. This is
consistent with previous reports [35—37]. The sub-group analysis of fertilization outcomes was not performed
due to limited numbers of pregnant patients.

3.5. Differences between Ul and IVF

Earlier studies comparing IUl and IVF responses focused mainly on analyzing pregnancy outcomes [38-40],
evaluating endometrial responses by measuring endometrium thickness [41], or investigating endometrial
biology using electron microscopy, histochemical analysis of endometrial biopsies, or non-targeted proteomic
analysis of endometrial fluid [42—44]. There have also been studies on changes in the cervical mucus (evaluated
using the Insler score [2]) induced by hormonal hyperstimulation similar to that received by our IVF group [45].
Moreover, multiple studies have shown that hormonal contraception can cause changes in the properties of the
cervical mucus [46,47], again based on the Insler score. However, to the best of our knowledge, only two studies
have directly examined hormone-induced changes in the biological composition of the cervical mucus:
AnderschBjorkmann [8] and Grande [10] both investigated the protein composition of the cervical mucus during
different phases of the natural menstrual cycle.

Andersch-Bjorkmann [8] identified 195 proteins, 97 of which were also identified in our study. Their main
interest lay in the mucins and the changes in their relative abundance over the menstrual cycle that cause the
downregulation of mucins during the ovulation period. Their results showed that all mucins were more abundant
in cervical mucus from women undergoing IVF, with MUC5AC and MUC16 having Wilcoxon scores below 0.05.

Grande [10] identified 38 proteins that were described as being constitutively expressed in all menstrual
cycle phases. Twenty-five of these proteins were also identified in our samples, and three of them had p values



below 0.05 indicating differential expression; two were enriched in the IVF samples (WFDC2 and SLPI) and one in
IUI (IGHG1). Moreover, 20 of the 42 proteins that Grande described as specific to the pre-ovulatory phase were
detected in our ovulatory samples. Two proteins from this group (A2GL and DEFB1) were enriched in the IVF
samples, and one (EF1A1) was enriched in the Ul group. Only 10 of the 38 proteins that Grande described as
being specific to the ovulatory phase were detected in our samples. Two of these ten proteins, LOX12 and
RBGP1, were enriched in the IVF group. In the post-ovulatory phase, we identified 7 out of 17 proteins, none of
which were enriched in the IVF or IUl groups. These results show that better proteome coverage allowed us to
detect proteins previously considered phase-specific in the ovulatory cervical mucus.

Our results also revealed significant differences in the protein content of cervical mucus from the Ul and
IVF patient groups: 199 proteins were found to be enriched in IUl and 422 in IVF. According to
ProteomeDiscoverer, the main ontology term associated with proteins enriched in the IUl samples and for those
enriched in the IVF samples was “not characterized”. More informative results were obtained using Metascape,
which indicated that the main ontology terms associated with proteins enriched in the IUl group were
phosphatidic acid synthesis, negative regulation of responses to external stimuli, muscle contraction, and heart
morphogenesis. The ontology terms associated with proteins enriched in the IVF samples were more similar to
the annotations of the general proteome, although some differences were observed. In particular, the IVF group
was associated with formation of the cornified envelope, endopeptidase activity, and neutrophil extracellular
trap formation. In addition, 27% of the identified proteins were upregulated when comparing the Ul and IVF
groups, while 46% were downregulated, suggesting differences in the immune properties of the cervical mucus
under Ul and IVF conditions. This is consistent with the fact that the immune response in the FRT is known to be
hormonally regulated [48] and our finding that immunoglobulins comprised roughly a quarter of the proteins
identified in this work. Useful insights into the effects of IVF and hormonal changes more generally on the
immune properties of the cervical mucus could potentially be obtained by comparing our results to those of an
earlier study that measured the concentrations of interleukins and cytokines in endometrial fluid from women
undergoing IUl and IVF [49]. However, directly comparing the results of these two studies might be difficult
because the earlier study also showed that the levels of interleukins and cytokines in endometrial fluid differed
substantially from those in cervical mucus. We have not found any other study focused on the description of CM
composition after controlled ovarian hyperstimulation. The indirect evidence of how CM changes after
hyperstimulation could be found in works from Insler [2], describing the changes of CM during the ovulatory
cycle, and in Devroey [50] describing endometrium response to controlled ovarian hyperstimulation.

The method described here could be used in future biomarker discovery studies usingCM as a non-invasive
biological material. For that purpose, the protocol contains several quality-control steps allowing for data
normalization and direct comparison of results: (i) in-depth clinical examination and standardized data collection
and mining; (ii) precise timing of CM collection during (peri)ovulatory period; in the IVF, it is the time of ovum
pick-up, while in the IUI it is the ultrasound-confirmed ovulation; (iii) standardization and quality assurance
process in the laboratory analysis, which includes quantitative measurements of both proteins and peptides. This
allows for normalization in the sample preparation and assures that the identical protein quantities are processed
and the same number of peptides are subjected to the LC-MS analysis. The quality and accuracy of the LC-MS is
assured by weekly calibration and maintenance and is monitored by injection of control BSA samples during the
data acquisition. The data processing is performed using the LC-MS vendor’s software for the whole dataset in
one batch, using normalization and imputation for subsequent statistical analyses.

The methodology reported here achieved, thus far, the most comprehensive results in proteomic analysis
of the cervical mucus. Technically speaking, we have detected a similar or higher number of identified proteins
using comparable protocols as in Han’s study [26]. Nonetheless, we have analyzed a much larger cohort of
healthy and clinically well-characterized women to establish a reference cervical mucus proteome in the
periovulatory period, which will be used in future studies to identify robust disease protein biomarkers.

4. Materials and Methods
The workflow for proteomic analysis of cervical mucus is shown in Figure 4.



4.1. Patient Criteria

The design of the “Biomarkers of endometrial receptivity (BIOMER, NCT04619524)” trial was approved by
the Ethics Committee of the Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, and University Hospital in
Olomouc. Patients at the IVF Unit of University Hospital Olomouc were assessed for eligibility and were invited to
enroll in the study. The inclusion criteria were signing informed consent, an infertility diagnosis of male factor or
unexplained, and a conception plan based on either (a) the natural ovulation cycle with IUl or (b) a stimulated IVF
cycle using recombinant follicle-stimulating hormone (r-FSH), follitropin-alpha (Gonal-F, Merck Europe B.V.,
Amsterdam, The Netherlands) in combination with a gonadotropin-releasing hormone (GnRH) agonist
(Diphereline, lpsen Pharma, Boulogne-Billancourt, France) or antagonist (Cetrotide, Merck Europe B. V.,
Amsterdam, The Netherlands) as reported elsewhere [50,51].
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Figure 4. Schematic representation of the cervical mucus processing workflow. Cervical mucus is aspirated by suction using a neonatology
umbilical cannula and an injection syringe and then flushed out to the screw tube, which is immediately frozen in liquid nitrogen. After
thawing, the mucus is diluted, sonicated, and digested before LC-MS analysis. The figure was created using BioRender.com
“www.biorender.com(accessed on 28 November 2022)".
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4.2. Sample Aspiration

In the IUl group, patient ovarian cycles were monitored by ultrasound, and Ul was performed during the
periovulatory period. Cervical mucus sampling was performed by aspiration immediately before the IUI
procedure using a CP-01 neonatal umbilical cannula (Gama Group, catalog no. V646958-ND) connected to a
syringe. Samples were then transferred to screw cap tubes (SSlbio, catalog no. 2320-00), immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at -80 °C until analyzed.

In the IVF group, all patients underwent controlled ovarian hyperstimulation (COH) for IVF/ICSI/ET; 4 patients
were stimulated using the GnRH agonist long protocol [51] and 6 with the GnRH antagonist protocol [50]. After
the dominant follicle reached 20 mm in diameter, a single injection of 7500 IU of humanchorionic gonadotropin
(Ovitrelle, Merck Europe B.V., Amsterdam, The Netherlands) was administered, and ovum pick-up was performed
36 h later. Cervical mucus sampling was performed just before ovum pick-up using an identical procedure as in
the IUI group.

Patient data were collected in the electronic case report forms (ClinData; “www.clindata.imtm.cz(accessed
on 22 November 2022)".
4.3. Sample Dilution

The samples were dissolved in 100 mM Tris-HCIl, 100 mM DTT, 4% SDS, pH 7.6 (referred to in the text as
FASP buffer) [30] and sonicated using a Sonopuls GM mini 20 (Bandelin, Berlin, Germany) needle sonicator for 1
min using a 1 s pulse/1 s pause sequence with an amplitude of 50% and an energy of 378 J per 1 mL. The protein
content of the sonicated samples was then analyzed using the Pierce 660 nm protein assay [29] (Thermo Fisher,
Rockford, USA catalog no. 22660) with ionic detergent compatibility reagents (IDCR, Thermo Fisher, catalog no.
22663) in accordance with the manufacturer’s instructions.

4.4. Protein Digestion
Samples for proteomic analysis were subjected to filter-aided sample preparation

(FASP) as described by Wisniewski [30]. Briefly, each sample was diluted in FASP lysis buffer, transferred to a
filter unit (Merck Millipore, Carrigtwohill, Ireland, catalog no. MRCFOR030), mixed with UA buffer (0.1 M Tris-HCI
pH 8.5, 8 M Urea), and centrifuged. Unless otherwise indicated, centrifugation was always performed for 15 min
at 13,000x g and room temperature. The addition of UA buffer and the corresponding centrifugation step were
repeated once. After washing, samples were alkylated with 0.05 M iodoacetamide by mixing for 1 min and then
left to stand in darkness for 20 min. The samples were then centrifuged, the filtrate was removed, and the
samples were washed twice with UA buffer and twice with 0.05 M ammonium bicarbonate (AmBiC). Digestion
was performed using Trypsin/Lys-C mix (Promega, Madison, WI, USA, catalog nr. V5073) in 0.05 M AmBIC for 18 h
at 37 °C in a water bath. After digestion, the digest was centrifuged for 10 min at 13,000x g and washed twice
with 0.05 M AmBIC, with each wash being followed by centrifugation at 13,000x g for 10 min. Digestion enzymes
were used in a 1:100 ratio relative to the protein load. Finally, the peptide concentration of each digest was
determined using the BCA protein assay.

4.5. Peptide Purification

Ten micrograms of peptides was purified using a two-step protocol. First, 1 mL of icecold acetone was
added to peptide sample, followed by 20 s vortexing, 10 min of incubation at room temperature, and 10 min of
centrifugation at 7000x g. After centrifugation, the supernatant was removed, and precipitated peptides were
allowed to dry for 1 h. The dry sample was then dissolved in 0.05 M AmBIiC and purified using STAGE Tips
technology [52] with Styrene Divinyl Benzene reversed-phase sulfonate (SDB-RPS) sorbent. The 200 pL tip was
fitted with three layers of Sigma SDB-RPS solid-phase extraction disks (3M, St. Paul, MN, USA, catalog No. 66886-
U), and the tip was pressed through the punctured cap of a 2 mL Eppendorf tube. The sorbent in the assembled
set was activated with acetonitrile, and the samples were mixed with 1% TFA in water and then with 1% TFA in
ethyl acetate. The sample mixture was then loaded into the tip and centrifuged for 3 min at 2000x g, after which
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the flow-through liquid was discarded. The tip with the sample was then washed with 1% TFA in ethyl acetate
followed by 0.2% TFA in water, and the flow-through was discarded after each wash. Finally, after being
transferred to a new tube, the peptides were eluted using 80% acetonitrile with 1% ammonia. The eluted
samples were centrifuged at 2000x g for 3 min then vacuum dried and dissolved in 1% acetonitrile with 0.05%
trifluoroacetic acid prior to LC/MS analysis.

4.6. LC/MS Analysis

One microgram of peptide digest was injected and separated using a Dionex UltiMate 3000 liquid
chromatograph (Thermo Scientific, Germering, Germany) and then subjected to MS analysis on a Thermo
Orbitrap Exploris 480 instrument (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) equipped with the Easy-Spray ion
source (Thermo Scientific, Malakka, Malaysia). The HPLC separation protocol consisted of desalting on an Acclaim
PrepMap 100 column (100 um x 2 cm, C18, 5 um, 100 A; Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) followed by pre-
column and analytical separation on a PepMap RSLC column (75 pum x 25 cm, C18, 2 um, 100A; Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania). Sample loading and desalting was performed using the HPLC's loading pump at a flow rate of 6
puL/min 1% acetonitrile with 0.05% trifluoroacetic acid. Ten minutes after loading, the column valve was switched,
and separation was performed using a nanopump at a flow of 300 nl/min until the 95th minute with a gradient
rising from 2% to 35% of mobile phase B. The mobile phases used for separation were 0.1% formic acid in water
(A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B). After minute 95, the column was cleaned for 10 min with 95% B and
equilibrated with 2% B until minute 125, when the run ended.

The Thermo Orbitrap Exploris 480 was set to use the TopSpeed method with MS acquisition in the orbitrap
with a resolution of 120,000 resolution and a mass range of 400—1500. Fragmentation was performed in an
orbitrap with a resolution of 15,000 using HCD fragmentation and a 2 s time frame for fragmentation between
MS scans. To assure quality control, samples of bovine serum albumin digest were injected and analyzed before
and after each batch of experimental samples and at intervals of ten samples during the analysis of the batch.

4.7. Protein Search

Raw data processing, including peak list generation and protein searches, was performed using Proteome
Discoverer 2.5 (Thermo Fisher Scientific). Peak lists from spectrum files were recalibrated against the Uniprot
human database (www.uniprot.org; downloaded on 19 January 2021) with Trypsin (full) digestion and cysteine
carbamidomethylation as a static modification. Peak lists were generated using the Spectrum Selector feature
with MS1 precursor selection in the 400-5000 Da range and an intensity threshold of 2000 and FTMS as a mass
analyzer. The main search was conducted using SequestHT and the UniProt human database (downloaded on 19
January 2021). A maximum of 2 missed cleavages was allowed, and the minimum and maximum peptide lengths
were set to 6 and 144 amino acids, respectively. The precursor and fragment mass tolerances were set to 5 ppm
and 0.3 Da, respectively. Methionine oxidation, N-terminal acetylation, and cysteine carbamidomethylation were
selected as dynamic modifications. The validity of the search was verified using Percolator [53] with the
Concatenated target/decoy strategy based on g-values. The maximum delta Cn was set to 0.05 and target FDRs
were 0.01 and 0.05 for strict and relaxed criteria, respectively. Chromatographic properties were extracted using
Minora Feature detection.

The consensus workflow started with the extraction of identified or quantified peptides from MSF Files.
Feature Mapper was used for retention time alignment with a maximum window shift of 10 min and a minimum
signal-to-noise ratio of 5. Precursor lon Quantifier was used to calculate label-free quantification from unique
peptides, considering protein groups and using shared quantification results. Precursor quantification was based
on ion intensity. Protein abundance was calculated based on the Top 3 Average method. Normalization was set
up in the Precursor lon Quantifier using the Total Peptide Amount method. The second branch of the consensus
workflow extracted data from MSF files and focused on peptide and protein validation. The first node in this
branch was PSM Grouper with a Site Probability Threshold of 95. The succeeding Peptide Validator used
Automatic Validation Mode with a Strict Target FDR of 0.01 and a Relaxed Target FDR of0.05 for both PSMs and
peptides. The validated peptides were processed using Peptide and Protein Filter with Peptide Confidence set to
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At Least High and a minimum peptide length of 6 amino acids. Keep Lower confidence PSMs and Remove
Peptides without Protein Reference were set to False. Protein Filters were set to the minimum number of 2
peptide sequences, counting only rank 1 peptides. The filtered proteins and peptides were then processed in
three branches. The first branch led to Protein Scorer, branching to Protein FDR validator (set for Strict FDR 0.01
and relaxed FDR 0.05) and Protein Grouping using the Apply Strict Parsimony function. The second branch led to
the Protein Annotation node, set to annotate Biological processes, Cellular Components and Molecular Functions
using the same database as the protein search. The final branch led to the Protein Marker node.

All data generated in this work can be obtained via ProteomeXchange using the identifier PXD037654.

4.8. Quality Control Metrics

Quality control (QC) analyses of bovine serum albumin digests were processed using Skyline 21.2 (MacCoss
Laboratories, Seattle, DC, USA; skyline.ms) [54] using BSA sequences obtained from Uniprot (13. 6. 2022) and
reviewed manually. Quality control reports containing the Best Retention time, Total Area MS1, Max Height, Max
FWHM (full width—half maximum of peak), and Average Mass Error PPM were then generated for the control
samples. The stability of the analytical system was evaluated using the doubly charged peptide YICDNQDTISSK.
The criteria for quality acceptance was retention time variability, FWHM and Total Area MS1 relative standard
deviation below 15% commonly accepted in LC-MS practice.

For the Average Mass Error, we set a limit of 3 ppm internally.

4.9. Statistical Analysis

Initial statistical analyses were performed in Proteome Discoverer 2.5 (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) and Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmont, DC, USA). The list of identified proteins and peptides
was exported to Excel, and identified peptides and proteins were extracted into a single data file containing only
peptides identified with high confidence and proteins scored as Master. The counts of peptides and proteins
were then averaged over files representing three technical replicates to obtain one value per biological sample.
The resulting average values and standard deviations were recorded in a column graph. ProteomeDiscoverer 2.5
was used to perform principal component analysis (PCA) and to generate heatmaps based on normalized protein
intensities. The parameters used for heatmap calculation were Scale before clustering, Squared Euclidean
distances, and Complete linkage method.

For each sample and protein/peptide, abundance was calculated as the log2 value of the median of the
values obtained (from Proteome Discoverer) for three technical replicates or as the median value of the non-
missing values (in case of non-imputed abundances). A protein/peptide was considered to be detected in a
sample if its abundance was quantified at least in one technical replicate of that sample.

Additional statistical analyses were performed using R, ver. 3.5.2 (Core Team, 2018).

The statistical significance of differences in the abundances and detections of each protein/peptide between
study groups was evaluated using Wilcoxon’s exact test and Fisher’s exact test, respectively. A p value below 0.05
was considered statistically significant.

4.10. Bioinformatics Analysis

The bioinformatics analysis consisted of multiple steps. The first step involved determining the biological
process, cellular localization, and molecular function of identified proteins. Those protein annotations were
performed using ProteomeDiscoverer 2.5 in the Protein annotation node in the Consensus workflow and were
visualized using the same program.

Additional annotation of protein functions was performed using the Metascape web interface
“metascape.org (accessed on 24 November 2022)” [19]. Uniprot protein IDs exported from ProteomeDiscoverer
were uploaded to Metascape together with the Enrichment heatmap and Protein—Protein interaction
annotations. The protein-protein interaction was calculated using String web interface [55]. Tissue expression
profiles for proteins with Wilcoxon scores below 0.05 were obtained from the Human Protein Atlas database
“www.proteinatlas.org(accessed on 9 September 2022)” [20].
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5. Conclusions

In conclusion, our study defined the cervical mucus proteome thus far in the most comprehensive way. We
also validated cervical mucus as a valuable non-invasive source of proximal fluid protein biomarkers and
demonstrated the importance of clinical and laboratory standardization processes to enable reproducible
measurement and its future use in clinical diagnostics of female reproductive tract disorders.

Supplementary  Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ijms24021038/s1.
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Abstrakt

Cervikalni hlen je viskozni kapalina fungujici jako zatka délozniho Cipku. V cervikdlnim hlenu mizeme detekovat
produkty endometridlnich a cervikalnich Zlaz. Cervikalni hlen je dale obohacen transudatem pochézejicim z
vejcovodl a proteiny pochazejicich z vajecnikil, periteonea a vzdalenych tkéni. Se zvySujici se hladinou
ovarialnich estrogent se vlastnosti cervikalniho hlenu méni tak, Ze umoznuji snadnéjSi odbér a zpracovani. Z

tohoto divodu jsme vybrali skupinu 10 pacientek 1é¢enych kontrolovanou ovarialni hyperstimulaci pro in-vitro


mailto:Petr.dzubak@upol.cz

fertilizaci v centru asistované reprodukce. Tato studie se zaméfuje na proteomickou charakterizaci cervikalniho
hlenu a na bunéénou a tkanovou lokalizaci identifikovanych proteini. Nejvice intenzivnimi proteiny
identifikovanymi Vv cervikalnim hlenu jsou muciny, ale bylo nelezeno také mnoho mén¢ abundantnich proteinii
vnitrobunééného puvodu. Analyza tkanovych expresi odhalila mnoho proteinti, které jsou kromé tkani zenskych
reprodukénich orgénii exprimovany také v jinych tkanich a mimo jiné také proteiny specifické pro varlata, jatra,
placentu, ocni sitnici a mozeCek. Tato studie déale potvrzuje vhodnost cervikdlniho hlenu jako zdroje

proteomickych biomarkeri nejen pro diagnostiku zZenského reproduk¢niho traktu.

Kli¢ova slova: cervikalni hlen, proteomika, tkanové exprese.
Abstract

Cervical mucus is a viscous fluid functioning as a uterine cervix plug. In cervical mucus, we can detect the
products of the endometrial glands and cervical glands. Cervical mucus is further enriched with transudate of
Fallopian tube origin and expressed ovarian, peritoneal, and proteins of remote tissues. With increasing levels of
ovarian estrogens, the properties of cervical mucus for possible collection and processing change appropriately.
For these reasons, we chose a group of 10 patients treated in the center of assisted reproduction by controlled
ovarian stimulation for in vitro fertilization. Our study focuses on the proteomic characterization of cervical
mucus and localizes the possible sources of the identified proteins. The most abundant proteins were extracellular
proteins, mainly mucins; however, most of the identified proteins, present usually in lower quantities, were of
intracellular origin. The tissue analysis revealed that proteins from female reproductive organs are also expressed
in the other tissues, but also proteins specific to the testis, skeletal muscle liver, placenta, retina, and cerebellum.

This study confirms the suitability and high potential of cervical mucus proteome analysis for biomarker studies.
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Uvod

Cervikalni hlen je glykoproteinovy gel tvoieny zlazami dé€lozniho krcku. Je slozen z vody (90 — 98%),
organickych a anorganickych latek, mucint, polysacharidd, proteint a lipida®. V roce 1970 popsal Insler moznosti
pouziti cervikalniho hlenu pii urCovani periovulaéni periody pomoci snizeni viskozity a zvySené taznosti
v zavislosti na zvysené hlading estrogent?. V této fazi cyklu je viskozita hlenu sniZena pro umoznéni priichodu
spermii. Cervikalni hlen vykazuje parametry smésné tekutiny také proto, Ze d€loha funguje jako svalové

kontraktilni organ a to nejen v obdobi téhotenstvi a porodu. Dé€lozni kontrakce ve formé peristaltickych vin



umoznénych architekturou svalové vrstvy myometria a zavislych na hladiné hormonti v pribé¢hu menstrua¢niho
cyklu byly popsany Kunzem v roce 2002°. Béhem periovulaéni fize napomaha peristalticka aktivita délohy
prichodu spermii i vajicka. Vzhledem ke kontraktilit¢ délohy a diky relativni otevienosti zenského reprodukéniho
traktu muze byt cervikalni hlen obohacen také o proteiny secernované jinymi tkanémi. Toho lze vyuzit, vzhledem
Kk dostupnosti a nenaro¢nosti odbéru cervikalniho hlenu, pti hledani potencialnich neinvazivnich biomarkerd.
V nasi predchozi praci® byl charakterizovan cervikalni hlen zdravych Zen z hlediska proteinového slozeni a
zakladnich proteinovych funkci. Zajimavym zjisténim bylo nalezeni velkého mnozstvi intracelularnich a
imunitnich proteini. V této praci chceme s vyuzitim bioinformatiky a porovnanim ziskanych vysledki se
znamymi tkanovymi expresnimi profily rozsifit ptedchozi studii a zjistit tkanlovy piivod proteinti identifikovanych

V cervikalnim hlenu.

Material a metody

Charakteristika pacientek

Do studie byly zafazeny pacientky centra asistované reprodukce Fakultni nemocnice v Olomouci.
Podminkou zafazeni byl podepsany informovany souhlas, fizend ovarialni stimulace s cilem odbéru oocytd,
fertilizace a embryotransferu. Vék pii odbéru oocyti < 37 roktl, BMI 19 — 29 kg/m?, 7adné genetické a /nebo
endokrinni a/nebo metabolické a/nebo imunologické anebo onkologické onemocnéni v anamnéze. Pacientky mély
predpokladanou dobrou ovarialni rezervou dle hormonalniho profilu. Vylouceny ze studie byly pacientky s
nalezem strukturdlnich zmén panevnich organii, a dale pacientky s prokdzanym syndromem polycystickych
vajeCnikll, pacientky s téZkou formou endometriozy (IIL.-IV. ASRM) a kufacky, Vylu€ovacim kriteriem byly
opakované (> 2) potraty, délka sterility > 5 let a vice jak dvé implanta¢ni selhani v pfedchozich lécebnych IVF

cyklech.

Odbér cervikalniho hlenu

Vsechny pacientky podstoupily fizenou ovarialni stimulaci pro IVF/ICSI/ET. Dle standardi byla

provedena gonadotropni stimulace ovarii s hypofyzarni supresi analogy GnRh. Pti dosazeni optimalni velikosti



vedouci kohorty foliklti byl proveden triggering subkutanni aplikaci 7500 IU choriového gonadotropinu. Odbér
oocytll byl napldnovan 36 hodin po jeho poddni. Odbér cervikalniho hlenu byl proveden bezprostiedné pied
odbérem oocytl. Po inzerci poSevnich zrcadel v litotomické poloze byl neonatalni pupecnikovou cévkou CP -01
(Gama Group, cat. No. V646958-ND) a stiikackou aspirovan cervikalni hlen. Vzorky byly bezprostiedné
preneseny do pejet se Sroubovacim uzavérem (SSIbio, katalogové ¢&islo 2320-00) a zamrazeny. Udaje o
pacientkach byly ulozeny v intern¢ vyvinuté databazi ClinData (k dispozici na adrese clindata.imtm.cz) vytvorené

pro ukladani klinickych informaci o lidskych vzorcich.

Ptiprava vzorki pro proteomickou analyzu

Vzorky cervikalniho hlenu byly rozpustény a zpracovany dle publikovaného protokolu* v 1 ml 100 mM
Tris-HC1, 100 mM DTT, 4% SDS, pH 7.6 pufru a sonikovany jehlovym sonikatorem Bandelin sonopuls.
Rozpusténé vzorky byly zpracovany metodou multienzymové digesce na filtru (MED-FASP) dle Wisniewského®.
Ziskané peptidy byly precistény metodou Stop and Go extrakce (STAGE tips)®, vysuseny ve vakuové centrifuze a

rozpustény v 0,05% trifluoroctové kyseliné ve vodé pro LC/MS analyzu.

LC/MS analyza

Jeden mikrogram piipravené¢ho peptidového digestu byl separovan kapalinovym chromatografem Dionex
UltiMate 3000 spojenym s hmotnostnim spektrometrem Thermo Orbitrap Fusion skrze iontovy zdroj Proxeon
Easy-Spray. Nano-HPLC separace probihala na pfedkoloné Acclaim PrepMap 100 (100 pm x 2 cm, C18, 5 um,
100 A) a analytické kolon¢ PepMap RSLC (75 um x 50 cm, C18, 2 um, 100 A). NanaSeni vzorku probihalo
s pouzitim loadovaci pumpy s prittokem 6 pl. min™ a pouzitim vody s 1% acetonitrilem a 0.05% trifluorooctovou
kyselinou. Separace probihala pomoci nanopumpy s priitokem 300 nl.min* a gradientem od 2% do 40% B do 125
minuty ze 165 minut celkové doby analyzy. Po 125. minuté nasledoval proplach pomoci 90% B a ekvilibrace 2%
B po dobu 30 minut. Mobilni faze byly voda s 0,1% mravenc¢i kyselinou (A) a acetonitril s 0,1% mravenci
kyselinou (B). Hmotnostni spektrometr byl nastaven vrezimu data dependentni akvizice se sbérem
fragmentacnich dat po dobu 3s. RozliSeni orbitrapu bylo nastaveno na 120 000 a hmotnostni rozsah na 350 —
1500. Fragmentace spekter probihala v linearni iontové pasti s HCD (,,Higher-energy C-trap dissociation®)

aktivaci.



Vyhledani proteinti a statisticka analyza

Zpracovani hrubych dat vcetné generovani seznaml pikd a vyhleddvani proteini bylo provedeno
v programu Thermo ProteomeDiscoverer 2.5 s nastavenim popsanym diive®. Zakladni statistické zpracovéani bylo

kalkulovano v programech Thermo ProteomeDiscoverer 2.5 a Microsoft Excel.

Bioinformaticka analyza

Bioinformatickd analyza se skladala z nékolika krokd. V prvnim kroku byla zjisténa bunécna lokalizace

porovnanim identifikovanych proteind proti databazi QuickGO (www.ebi.ac.uk/QuickGO). Pro stanoveni mozné

tkanové exprese proteintl jsme vybrali databazi Human protein atlas’, kterd obsahuje proteinové a traskriptomické
expresni data pro soubor lidskych tkani. Normalizované exprese (n'TMP) byly ziskany ze stranky proteinatlas.org
9. 9. 2022. Vysledny soubor identifikovanych proteini z naseho experimentu byl poté spojen s touto databazi
pomoci MS Excel na zékladé genového jména. Pro ucely pfimého porovnani exprese mezi tkanémi jsme se
rozhodli nTPM realtivizovat tak, Ze byl vytvofen pomér mezi kazdou tkani v databazi a tkani, kde mél dany
transkript nejvyssi expresi. To ndm umoznilo posoudit tkanovou expresi diky snadnym cut-offim. V prvnim
po nejvyssi a na zéklad¢ zkuSenosti z tohoto experimentu jsme pristoupili k experimentu druhému. Pro vSechny
tkdn¢ jsme vyexportovali pouze geny s relativni expresi rovnou 1 (tj. nejvyssi) a tyto proteiny jsme na zakladé
zkuSenosti s databazi délili na konstitutivné exprimované (ve vice nez 10 ostatnich tkanich ptfesahla relativni
exprese hladiny 0,3), skupinové obohacené (v méné nez 10 ostatnich tkanich pfesédhla relativni exprese hladiny

0,3) a tkanove specifické (v zadné dalsi tkani nepiesahla relativni exprese hladiny 0,3).

Vysledky

Pacientky

Soubor tvofilo 10 pacientek vyhovujici kriteriim. Nezaznamenali jsme statisticky vyznamné rozdily ve

véku, hmotnosti, ovarialni rezervy a délce sterility u pacientek. Hlavnimi indikacemi pro lécbu IVF metodami


http://www.ebi.ac.uk/QuickGO

byly muzsky faktor, tubarni faktor a idiopaticky faktor sterility. Praimérny pocet oocytt ziskanych ve stimulaci byl
15 (7-21). Hladiny estradiolu v den triggeringu hCG byl v priméru 9600 pmol/l (2800 — 19330 pmol/l). Vyska
endometria byla v priméru 10,4 mm (9 — 14mm). U zadné z pacientek se nerozvinula ¢asna forma ovarialniho
hyperstimulaéniho syndromu a u vsech 10 byl proveden elektivni single embryo transfer vysoce kvalitni
blastocysty. Ve skupiné ot¢hotnélo 6 Zen, Cetnost téhotenstvi 60 %. Charakteristika pacientek je shrnuta

v tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristika souboru pacientek.

Pacient
Parametry Primér| SD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vék (roky) 33 29 34 33 33 29 29 33 31 28 31,2 2,3
BMI (kg/m?) 21 22 20 22 20 23 20 20 21 20 20,9 1,1
FSH ve tieti den(lU/L) 4,9 5 6,7 6,5 7,4 5 7,5 5,4 6,1 1,1
Poéet porodi 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0,2 0,4
Poéet spontannich potratt 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,1 0,3
Délka neplodnosti (roky) 2 2 4 4 1 3 2 1 3 2,4 1,1
Pocet selhanych predchozich
¢erstvych a/nebo mrazenych 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
embryotransferi
Dlvod neplodnosti i a i i a i i i t i
Hladina estradiolu v den
. . 9571(11410|10161|3018 (10462 | 14124 | 2865|3414 |12214|19330( 9656,9 | 5304,3
podani hCG (pmol/L)
Endometrium v den podani 9 | 14 | 9 | 10| 9 9 | 10| 10| 14 | 10 | 104 | 20
hCG (mm)
Pocet ziskanych oocytu 12 16 20 9 23 14 7 7 17 21 14,6 5,8
LC/MS

Pti LC/MS analyze jsme analyzovali deset pacientskych vzorkli ve tfech technickych replikatech.
S pouzitim programu ProteomeDiscoverer 2.5 jsme identifikovali 25521 peptidovych skupin v celém souboru a

pramérné 11265 + 2362 peptidi na vzorek (obrazek 1A). Z téchto peptidii bylo slozeno v priméru 1847 + 430



proteinti na vzorek a celkem 4486 unikatnich proteinti s vysokym hodnocenim. Hmotnostné spektrometricka data

a vysledky vyhledavani jsou dostupné na dotaz autorim.
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Obrazek 1: Proteomicka charakteristika analyzovaného souboru. V grafu (A) jsou porovnany poéty peptidu
identifikovanych v jednotlivych vzorcich jako primér ze tii technickych replikati + smérodatnd odchylka.

V grafu (B) jsou stejnym zplisobem prezentovany pocty proteint identifikovanych v jednotlivych vzorcich.

Lokalizace proteintl v bunéénych organelach

Analyza vnitrobunécné lokalizace proteinti byla provedena na zikladé slozky ,.cellular localization®
databaze Gene Ontology (GO). Abychom mohli poskytnout ptehlednou vizualizaci, ponechavali jsme u kazdého
proteinu jen hesla poloZena nejvySe na urovni organel. Vysledkem této analyzy bylo stanoveni 22,3% proteinli
s jadernou lokalizaci, 16,7% extracelularni a 16% cytoplasmickou (Obrazek 2). Zbytek organel byl zastoupen
s cetnosti pod 10%, jako napiiklad mitochondrie s 8,2% nebo membrany se 7,7%. Tato analyza poskytuje ale
informaci o Cetnosti proteinli v jednotlivych organelach a nezohlediiuje intenzitu jednotlivych proteind. Pfi
zahrnuti medianu intenzity identifikovanych proteinti pro jednotlivé organely vypada celkovy obraz trochu jinak

(obrazek 2B) a zobrazuje extracelularni a sekretované proteiny jako vice intenzivni a intracelularni organely

cv v
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Obrazek 2: Analyza bunéénych komponent dle Gene Ontology (GO) =zastoupenych mezi proteiny
identifikovanymi v cervikdlnich hlenech. Obrazek (A) poskytuje procentni zastoupeni jednotlivych organel
V proteomu a obrazek (B) ptfidava informaci o medidnu intenzity protein v téchto organeldch zastoupenych.

Z dtivodu kompatibility s databazi jsou ndzvy bunéénych komponent ponechany v ptivodnim znéni.

Tkanova lokalizace identifikovanych proteinti

Jedna z vyzkumnych otazek byla, odkud pochazeji proteiny identifikované ve vzorcich z cervikalniho
hlenu. Pro tento tcel jsme nalezli vhodnou databazi, Human Protein Atlas’ (proteinatlas.org). Tato databaze

obsahuje transkriptomické expresni data jednotlivych genti v riznych tkanich. Architektura databaze je nastavena



pro porovnani exprese jednotlivych genii mezi tkdnémi na jednotlivé urovni a nikoliv ve vétsim méfitku. Proto
jsme se souhlasem Dr. Oksvolda pfistoupili k relativizaci vstupnich dat a umoznéni takového porovnani i na
urovni proteomu. Vysledkem prvni aproximace ve zpracovani téchto vysledkii je distribuce relativni exprese
proteinti ve zvolenych tkanich (obrdzek 4). V tomto obrézku je distribuce relativnich proteinovych expresi ve

zvolenych tkénich, jejichz produkty mizeme ocekavat v cervikalnim hlenu.

Distribuce relativni exprese proteinl ve vybranych tkanich
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Obrazek 3: Distribuce relativni genové exprese ve vybranych tkdnich. Distribu¢ni graf ukazuje u vétSiny
vybranych tkani velmi malo vysoce exprimovanych proteintl, vétSina proteinili je exprimovana na sttedni Grovni a
okolo 20% proteinii ma relativni expresi pod 0,1, kterou povazujeme za hranici, Ze protein je pravdépodobnéji

exprimovan Vv jiné tkani. Z divodu kompatibility s databdzi jsou ndzvy tkani ponechany v pivodnim znéni.

Z distribu¢niho grafu vyplyva, ze v zajmovych tkanich bylo exprimovano jen malo proteint na vysoké
urovni. Jedinou vyjimkou byla jatra, kde maximalni expresi mélo 14% proteind. V déloznim cipku mélo
maximalni expresi 2,2% proteind, v endometriu 2,4% proteini, ve vejcovodech 0,7% proteinti, ve vajecnicich
3,9%, ve vaginé 2,5%, v hladkych svalech 1,5%, v kostni dfeni 3,9% a ve varlatech 2,6% proteini S maximalni

expresi. Na druhou stranu jsme identifikovali 22,4% proteint s relativni expresi pod 0,1 u tkani délozniho krcku,



28,9% v endometriu, 28,9% ve vejcovodech, 30,2% ve vajeCnicich, 25,5% ve vagin¢, 8,5% v jatrech, 11,4%
v hladkych svalech, 18,9% v kostni dfeni a 9,9% ve varlatech. Relativni exprese pod 0,1 naznacuje, Ze tyto

proteiny byly s nejvétsi pravdépodobnosti tvofeny nékde jinde.

Vysledky z obrazku 3 naznacuji, ze vétSina proteinii identifikovanych v cervikdlnim hlenu patii bud'to ke
konstitutivné exprimovanym proteinti, nebo Zze mohou byt sekretovany v jinych tkanich v souladu s hlavni
hypotézou, ze cervikalni hlen je smésna tekutina obohacend o sekrece z jinych organti. Abychom byli schopni tyto
jiné organy identifikovat, exportovali jsme do tabulky 2 vSechny proteiny, které mély v dané tkéani relativni
expresi 1 — tedy byly zde nejvice exprimované.

Tabulka 2: Pocet specifickych proteint identifikovanych pro rozdilné tkané. V prvnim sloupci jsou poéty
proteind s maximalni relativni expresi v dané tkdni. V druhém sloupci jsou proteiny obohacené ve skupiné tkéni a

Vv poslednim sloupci jsou proteiny specifické pro konkrétni tkané. Z diivodu kompatibility s databazi jsou nazvy

tkani ponechany v ptivodnim znéni.

Tkan Pocet proteint Pocet skupinové Pocet tkanové
s maximalni expresi specifickych specifickych proteint
proteinti
Adipose tissue 141 46 0
Adrenal gland 156 34 5
Amygdala 30 7 3
Appendix a7 23 0
Basal ganglia 174 63 2
B-cells 34 9 0
Bone marrow 654 97 21
Breast 127 33 10
Cerebellum 734 185 32
Cerebral cortex 813 341 8
Cervix uterine 83 25 2
Colon 33 15 0
Corpus callosum 149 21 0
Dendritic cells 97 18 2
Ductus deferens 52 19 0
duodenum 31 8 0
Endometrium 82 15 0
Epididymis 144 49 13
Esophagus 185 72 1
Fallopian tubes 92 53 2
Gallbladder 63 21 4
Granulocytes 367 124 11
Heart muscles 223 91 26




Hippocampal formation 22 13

Hypothalamus 10 4 1
Kidney 168 83 17
Liver 794 232 156
Lung 154 41 4
Lymph nodes 130 23 0
Midbrain 79 13 1
Monocytes 60 21 0
NK cells 12 1 0
Ovary 208 29 1
Pancreas 375 99 17
Parathyroid gland 340 71 18
Pituitary gland 275 70 15
Placenta 359 148 56
Pons and medulla 94 36 2
Prostate 39 18 4
Rectum 30 13 0
Retina 132 57 46
Salivary gland 176 74 23
Seminal vesicle 104 39 0
Skeletal muscle 1289 435 192
Skin 233 99 30
Small intestine 305 143 0
Smooth muscles 134 28 0
Spinal cord 121 26 0
Spleen 216 72 2
Stomach 38 18 2
T-cells 76 25 2
Testis 1320 431 433
Thalamus 15 2 0
Thymus 15 0 0
Thyroid gland 140 57 6
Tongue 60 49 7
Tonsil 73 31 0
Total PBMC 84 27 0
Urinary bladder 26 15 0
Vagina 93 39 3

Z dat v tabulce 2 vyplyva, Ze prumérné 205 proteini identifikovanych v cervikalnim hlenu mélo maximalni
expresi v kazdé tkani. Na zakladé manualniho prizkumu databaze proteinatlas.org a souboru proteinti pouzitého
pro vypocet byly urCeny tii hlavni typy proteintl, které se v databazi vykytuji: Proteiny, které jsou exprimovany
konstitutivné a jejich maximalni exprese v kterékoliv tkani je dilem statistiky, protoze v ostatnich tkanich se
vyskytuji v podobné mite. Proteiny, které se vyskytuji ve skupiné€ tkdni s podobnymi vlastnostmi a proteiny, které

jsou exprimovany specificky v jedné tkani a v ostatnich minimaln€é. Proto jsme stanovili kritéria popsana



v metodice pro odliSeni téchto skupin a dale se zaméfili primarné na tkanové specifické proteiny, protoze ndm 0

piitomnosti proteinii pochazejicich z jinych tkdni nez zenskych reprodukénich organti mohou napoveédét nejvice.

Jak je v tabulce 2 znazornéno, nejvice tkanové specifickych proteini nebylo pozorovano v organech zenskych
reprodukénich orgént. Nejvice tkanové specifickych proteinli bylo pozorovano s ptivodem ve varlatech (433
proteintl), kosternich svalech (192 proteinl) a jatrech (156 proteinti). V mensi mife jsme nasli proteiny specifické
pro placentu (56 proteinil), o¢ni sitnici (46 proteinli) a mozecek (32 proteintl). Z Zenskych reprodukénich organt
byly v analyzovaném souboru nalezeny 3 proteiny specifické pro vaginu, 2 proteiny specifické pro délozni krcek,

2 proteiny specifické pro vejcovody a 1 protein specificky pro vajecniky.

Diskuze

Hlavnim cilem této studie bylo zjistit, které dalsi tkdné pfispivaji k proteinovému sloZeni cervikalniho
hlenu. Pro tyto udely jsme provedli celkem dvé analyzy. Oproti predchozi studii* jsme rozsitili analyzu bun&énych
komponent a porovnali jsme ziskané vysledky s databazi transkriptomickych expresi proteinii v jednotlivych
tkanich. Detailni analyza bunéné komponenty nepiinesla nova zjisténi v poméru intracelularnich proteinti vici
proteiniim sekretovanym. Kvantitativni analyza jednotlivych komponent ale potvrdila, Ze sekretovanych proteint
je mén¢ druhd, ale jsou intenzivnéji zastoupené. Na zaklad¢ analyzy tkanovych expresnich profili jsme zjistili, Ze
vétSina proteinll identifikovanych v cervikalnim hlenu patii mezi konstitutivné exprimované a proteinti tkanove
specifickych pro organy Zenského reprodukéniho bylo identifikovano minimum. Nejvys$si mnoZstvi tkanove
specifickych proteinti jsme nalezli pro varlata (433 proteint). Jejich pifedpokladanym zdrojem jsou spermie a
ejakulat pronikajici do cervikalniho hlenu postkoitalné. Ejakulat jako komplexni smés sekretd pochazi z varlat,
semennych vacki a pridatnych zlaz plisobi jako vyzivné, transportni a pufrovaci medium s alkalickym pH, které
definuje hlavni funkci sekretu: ochranu spermii pfed kyselym poSevnim prostiedim, metabolickou podporu
spermii a zkapalnéni®. Experimenty na modelech hlodavcii demonstruji kli¢ovou tlohu ejakulatu pro implantaci
embrya a optimalni vyvoj placenty. Semennd tekutina podporuje migraci leukocytli a tvorbu regulacnich Th
bunék, které usnadinuji implantaci embrya potlaenim zanétu, napomaha adaptaci endometrialnich arteriol a
udrzuje toleranci fetdlnich antigent®. Tyto biologické mechanismy mohou v klinickém vyznamu podpofit vyssi

pravdépodobnost ot¢hotnéni v IVF/ET cyklech, ve kterych dojde béhem stimulace ovarii kK pohlavnimu styku



s ejakulaci do pochvy!. Je obtizné vysvétlit zastoupeni vétsiho mnoZstvi proteinti specifickych pro kosterni
svalstvo (192 proteinil). Déloha a pochva jsou tvofeny hladkou svalovinou. Pfitomnost proteini pivodem
hladkého svalstva v naSem souboru je vSak niz$i. Pro nas$ nalez mohou existovat tfi vysvétleni: prvni je, Ze
databaze neni zcela dokoncena a proteiny popisované jako specifické pro kosterni svalstvo by bylo mozné
vV budoucnu vidét i v hladkém svalstvu. Druhé vysvétleni je, Ze se proteiny kosterniho svalstva mohou
v cervikdlnim hlenu vyskytovat, doposud vSak nebylo zaddné podobné zjisténi publikovano. Poslednim
vysvétlenim mize byt, Ze se jedna o artefakt vznikly pfi odbéru nebo zpracovani vzorku. I zde se jedna o chabé
vysvétleni, nebot’ kontaminace pfi odbéru by pochdzely z cervikdlniho a vaginalniho epitelu a kontaminace pfi

zpracovani z kize a vlast.

Dalsi tkani s vysokym zastoupenim specifickych proteini byla jatra (156 proteinl). V jatrech je
produkovano velké mnozstvi plasmatickych proteinti!! a soucasné v zenském reprodukénim traktu probiha fada
imunitnich reakci. Jsou zprosttedkovany proteiny a cytokiny imunitniho systému. VétSina téchto proteint

v cervikalnim hlenu je jaterniho ptvodu?.

Piitomnost placentarnich proteinti v cervikalnim hlenu popsal Pockley v roce 19893, ktery prokazal, ze
placentarni proteiny plisobi supresivné. Tyto imunosupresivni faktory v cervikalnim hlenu mohou chranit spermie
a embryo v potencialné hostilnim prostiedi Zenského reprodukéniho traktu. Je znadmo, Zze moduly spojené
S imunitou jsou ¢asto exprimovany spole¢né. Hees (2020) potvrdili imunitni moduly v mnoha tkanich, jako jsou
jatra, kora ledvin, plice, déloha, podkozni tuk a viscerdlni omentum. Tento koncept mlze vysvétlovat vysokou

tkafiovou expresi placentarnich proteinii v cervikalnim hlenu'®.

Poslednimi tkanémi s vysokym zastoupenim specifickych proteint v cervikalnim hlenu byla o¢ni sitnice a
mozecek. Pritomnost proteinii z téchto tkani by se dala vysvétlit jednoduse — Vv databdzi nejsou proteiny
perifernich nervll ani nervl reprodukcniho systému vedeny samostatné. Déloha je bohaté inervovanym organem.
Je inervovédna Cetnymi senzorickymi, parasympatickymi, sympatickymi a peptidergnimi neurovldkny. Jejich
distribuce je ve stromatu a kolem cévnich stén, ve vrstvach myometria a endometria. Imunohistochemicka studie
prokazala lokalizaci a kvantitativni distribuci neuronalnich vldken ve fundu, t€le a d€loznim ¢ipku mladych zen ve

fertilnim véku®®. Zensky reprodukéni systém je 0zce zavisly na hormondalni stimulaci. Nicméné autonomni
y Y



inervaéni systém spolu s hormonalni regulaci je Gzce provdzan v regulaci fyziologickych procestt v Zenském
reprodukénim traktu'®. Tato skuteénost by mohla vysvétlit vysoky podil peptidii neuronalniho piivodu v nasi
studii. Protoze v databdzi nejsou nervy pifitomné v déloze zavedeny, mohou mit nervové specifické proteiny

fale$n¢ pozitivni lokalizaci v jinych nervovych tkanich.

Souhrn

V této studii jsme provedli analyzu proteomickych dat se zaméfenim na tkéné jejich mozné exprese.
Analyza tkanové exprese dle proteinatlas.org nebyla podle nasi literarni reserSe v podobném meéftitku provedena.
Nejvice tkanove specifickych proteinti v§ak bylo pozorovéno z jinych tkani nez z Zenskych reproduk¢nich organd.

To mlze naznacovat nizkou unikéatnost protienti sekretovanych do cervikalniho hlenu.
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Implantace a diagnostika receptivity

endometria

Implantation and diagnostics of endometrial

receptivity
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ABSTRACT

Objectlive: Literature review of endometrial receptivity
in embryo implantation and its diagnostic possibilities.
Deslgn: Literature review.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecclogy,
University Hospital, Faculty of Medicine, Palacky
University, Qlomouc; Institute of Molecular and
Translational Medicing, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University, Olomouc.

Results: Endometrial tissue is very dynamic, undergoing
cyclic proliferation, differentiation and cell transpor-
tation, especially of immune system cells under the
influence of circulating estradiol and progesterone.
Endometrial remodelling during embryo implantation is

controlled by decidual cells senescence and effectivity
of their immunologic destruction.

Endometrial receptivity can be assessed by transcripto-
mic profiling of endometrial biopsy using ERA system
or proteomic analysis of either endometrial secretome
or cervical mucus by gel electrophoresis (DIGE) or mass
spectrometry (MS).

Concluslon: With respect to recent discoveries in en-
dometrial physiology and molecular biclogy, clinical
application of proteomic approaches in research of
potential biomarkers of endometrial receptivity could
be of interest,

KEYWORDS

Implantation, endometrial receptlvity, proteomic
analysls, secretome, cervical mucus

SOUHRN

Cil studie: Prehled problematiky mechanismi recepti-
vity endometria pfi implantaci embrya a moznosti jeji
diagnostiky.

Typ studie: Prehledovy clanek.

Nazev a sidlo pacovisté: Porodnicko-gynekologicka
klinika, FN a LF UP Clomouc; Ustav molekularni a trans-
lacni mediciny, LF UP Olomouc.

Vysledky: Endometrium je velmi dynamicka tkan pro-
chazejici cyklickou proliferaci, diferenciaci a transportem
bunek, zvlasté pak bunék imunitniho systému. Vie se
déje v zavislosti na zménég cirkulujicich ovarialnich
hormond estradiclu a progesteronu. Remodelovani
endometria v dobédmplantace embrya je kontrolo-
vano v casoprostoru intenzitou senescence decidual-
nich bunék a efektivitou jejich imunologicke likvidace.

Receptivita endometria mdZe byt dnes hodnocena jak
na bazi transkriptomickeho profilovani biopsie endome-
tria pomoci ERA systému, tak | proteomickou analyzou
endometrialniho sekretomu nebo cervikalniho hlenu
pomoci metod diferencni gelové elektroforézy (DIGE)
a hmotnostni spektrometrie (MS).

Zavér: \Vzhledemn k ngjnoveéjsim poznatkim v oblasti
fyziclogie a molekularni biologie endometria by bylo
zajimavé aplikovat proteomické pristupy v hledani kan-
didatnich biomarkerd ze vzorkl ziskanych pokud moZno
neinvazivnimi postupy a aplikovat je v klinicke praxi.

KLiCovA sLovA

implantace, endometrialni receptivita, proteomicka
analyza, sekretom, cervikalni hlen

uvoDp

Endometrium je dynamicka tkdan prochazejici
cyklickou regeneraci a degeneraci, krerd jezaloze-
na nejen na zméné cirkulujicich ovarialnich hor-
monii estradiolu a progesteronu, ale také na fadé

Mar. Michal Dvofan, e-mail: michal dvaran@fnolcz
Ces. Gynek, 2018 83, ¢ 4, 5. 29]-299

riznych cytokinf, které reguluji optimalni vyvoj
endometridlnich a imunitnich bunék, Cyklicke
zmény endometria jsou rozdéleny na jednotlivé
faze: proliferaéni, sekrecni, ischemickou a men-
sttuacni, Pokud nedojde k otéhoméni, dochazi
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k rozpadu tkané nasledovanému jeji regeneraci.
Hlavnim cilem tohoto komplexniho procesu je
Uspésna adheze, invaze a placentace plodu s dalsi
regeneraci postpartum [11].

Konceptimplanta¢nihookna(windowofim-
plantation,WOIl)definovanéhojakokratkéobdobi
vmenstruacnimcyklu,kdyseendometriumpfipra-
vujenanidaciembrya,bylpoprvénavrzenvrocel956
[16].Totoobdobitrvactyriazpétdnivdobé, kdyje
moznédetekovatmaximalnihladinuprogesteronu
vkrvi.Napocatkudevadesatychletminuléhostoleti
bylkonceptimplanta¢nihooknajakocasovéhointer-
valu,vekterémjenutnéprenéstembryoproconej-
vétsiSancinaimplantaci,demonstrovanNavotem
aspol.[28].Vroce1999bylanazakladédetekcezmén
koncentraci estron 3-glucuronidu a pregnandiol 3-
glucuroniduvmocistanovenaovulaceanasledné
nejvhodnéjsidobaproimplantaciembryana8—10
dnipoovulaci[42].Douvahoreceptivitéendome-
triaalenebylyzahrnutyindividualnirozdilynebo
hormonalnilé¢bapredchazejiciembryotransferu

(kontrolovandovarialnistimulace,IVFvnativhim  cyklu,
substituéni hormonalni terapie).
Vdnesnidobéjemoznodikynovymdiagnostic- kym

metodam, jako je napfriklad transkrip¢ni pro- filovani,
presnéji klasifikovat obdobi nejvyssiho
implantaéniho potencidlu a optimalni receptivity
endometria[34,39].Dalsi,prozatimexperimental- ni
diagnostickou metodou je proteomickd analyza
endometridlniho sekretu, popfripadé cervikalniho
hlenu, dnes vétSinou provadéna pomoci metod
hmotnostnispektrometrie.Tytometodydovoluji

velmipresnédetekovatriznéproteinypfitomné

vziskanémvzorku.Roleendometrianeniomezena jen na
implantaci embrya, ale také na vytvoreni
adekvatniho prostfedi pro dalSi rozvoj embrya.
Postimplantacnivyvojjespojensrozvojemkomu- nikace
mezi embryem a endometriem na zdkla- dé
signalnich molekul a zajisténi kontinualniho zdroje
Zivin pro rostouci  embryo. Mezibunécné
interakcejsouprenasenyproteiny,cytokinyaje- jich
inhibitory, rdstovymi faktory, receptory ne-
bomodulatory.PoslednistudievSakukazuji,ze

endometrium mnohem dynamictéji kontroluje
implantaci embrya, nez se doposud myslelo.

Matrix-metaloproteinazy(MMP)jsouskupinou
enzymatickych proteind s proteolytickou akti- vitou,
hrajicich  zadsadni roli v procesu remode-lace
endometria (obr. 1). Syntéza MMP
proteinGjeregulovanamnohafaktoryvéetnésteroidnich
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hormon(,rastovychfaktord,cytokini,onko-gent [26].
Proteolytickd aktivita MMP proteinlizavisi na typu
tkané, lokalnim pH a aktivité jejich

tkanovychinhibitorG(TIMP).Bylozjisténo,Zetyto
inhibitory(TIMP1—-4)nejenZeregulujiaktivitume-
taloproteinaz, ale také se ucastni stimulace rlstu tkani,
angiogeneze a apoptotickych procesd [43]. Dulezitou
soucasti stability endometria je kon- tinudlné
exprimovany enzym MMP-2 ve stromal- nich burnkach
endometria [20]. Exprese MMP-
2pozitivnékorelujeskoncentraciestradioluanega- tivné s
hladinou progesteronu. Produkce MMP-2
dosahujemaximavpozdnésekrecnifazicykluapo
jejimpoklesunakoncicykludochazikrozpadu
endometridlni tkané a pocatku menstruace [20].
DalsSimnepostradatelnymenzymemjeMMP-9,
kterysepodilinadegradacikolagenulVaelasti-
nu,jezjsoujednouzhlavnichkomponentextra-
celularni matrix (ECM). MMP-9 je exprimovan
vestromalnichbunkachendometria(hESC)jako
neaktivni zymogen pro-MMP-9 [30]. Se zvySenim
koncentrace jak estradiolu, tak i progesteronu kle-
sakoncentracepro-MMP-9,zatimcokoncentrace
MMP-9z0stavastabilniajenezavislanapoklesu
koncentrace progesteronu [6]. TIMP-2 je protein
syntetizovany pouze fibroblasty a endotelidlnimi
burikami a ma vysokou afinitu k MMP-2 a aktivo- vané
formé MMP-9. Naproti tomu glykoprotein TIMP-
ljeprodukovanvicetypybunékamavyso- kou afinitu k
pro-MMP-9. [27].
NazakladéstudieCheginihozroku2003bylo

zjisténo,zejednazhlavnichcestaktivacepro-

-MMP-9 je pomoci relativné neddvno objevené
metaloproteindzy MMP-26 [18]. MMP-26 je lokali-
zovana pouze v epitelidlnich bunikach endometria
(hEEC) s narlstajici intenzitou exprese v prabéhu
proliferacnifazecyklu,maximemvobdobiovulace
anaslednouklesajicitendencivpozdnésekrecni
fazicyklu.VmenstruacnifazijiznebylaMMP-26 exprese
detekovatelna [33]. V prostfedi  in vitro
kultivacebylaprokazanaregulaceexpreseMMP-26
prostfednictvim jak estradiolu, tak i progesteronu [33].
Maximalni exprese MMP-26 v ¢asné sekrecni fazi cyklu
je doprovazena expresi jejiho inhibitoru TIMP-
4.VhESCburikachbyladetekovdanamRNA,
alepouzevelminizkauroverisamotnéhoTIMP-4
inhibitoru.SamotnyenzymTIMP-4byldetekovan
vapikalni¢astinEEC,kdeplnisvoufunkciregula- ce MMP-
26 [32]. Tento fakt podporuje skutecnost,
Zzevendometridlnimsekretubyldetekovanpouze TIMP-
4bezMMP-26,kterytakomezujeaktivitu MMP-
26naoblasthEEC[32].Nazakladéinvitro
experimentusishikawaburikamiaBeWosferoidy
bylopozdéjizjisténo,zeMMP-26seaktivnéucastni
implantaceembrya(obr.1)ajejisamotnaexprese
jeregulovanatranskripénimfaktoremhomeobox
al0(HOXA-10)[23].ExpreseHOXA-10spolusdal-



Sim transkripénim faktorem HOXA-11 byla u 31 Zen
sendometriézouznacnésniZzenaakorelovalasob-
jektivnimnalezemvrascitéjsistrukturyendomet-

ria,neztomubylovpfipadé26kontrol[21].Vroce 2017
bylo dale zjisténo, Ze samotny transkripcni
faktorHOXA-10jemodifikovanprostirednictvim  small
ubiquitin-like modifier 1 (SUMO1). Touto

modifikacidochazikesnizenistabilityHOXA-10 a
inhibici implantace embrya demonstrované in vitro
na Ishikawa burikach a BeWo
sferoidech[22].VysokaurovenmodifikaceHOXA-
10pomoci
SUMO1bylazjisténauzensopakovanympotrace-
nim(RIF)vprabéhusekreénifazecykluendomet- ria
vzhledem ke kontrolni skupiné pacientek [22]. Na
zdkladé vySe zminénych skuteénosti muze-
metvrdit,ZeMMP-26spolusMMP-9aTIMP-4tvofi dulezitou
slozku v procesu implantace embrya na pozadi
imunologického procesu decidualizace. MMP-26 je
spolu s TIMP-4 vhodnym kandidatem
napotencialnibiomarkeryreceptivityendometria.

Procesimplantacejevmnohémpodobnykar-
cinogenezi. Dochazi k destrukci endometridlnich
epitelidlnichbunékimplantujicimembryem,en-
zymatickémunarusenimatrixstromatuanakonec k
invazi maternalni deciduy a vnitfniho myomet-
ria.Invazesemialogennihofetalnihotrofoblastu
jetolerovanaikontrolovanadecidualnireakci[35].

TIMP-4 ——— MMP-26

4

‘
TIMP-4 <
- > v

==

Nekontrolovatelnd invaze trofoblastu do endome- tria
muze zplUsobit v pfipadé nadmérné invaze
klinickymanifestovanouplacentuaccretanebov pfipadé
neadekvatni invaze ohrozit plod a zpl- sobit radu
téhotenskych komplikaci, jako je napri- klad
intrauterinni rdstova restrikce, preeklampsie nebo
potrat v raném i pozdnim stadiu gravidity [35]. Bylo
zjisténo, Ze proces decidualizace zacina explozi volnych
radikald pomoci aktivace signali-
zacnidrahyNADPHoxidazy4(NOX-4)[37].Signaly

drahyNAD(P)Hoxidazy4(NOX-4)jsouspoustécem exprese
daldich genl decidualizace s cilem zajistit optimalni
receptivitu endometria pro Uspésnou implantaci
embrya. Samotny proces decidualizace je zaloZen na
zakladé prozanétlivé odpovédi kontro- lované nejen
progesteronem, ale také signaliza¢ni drahouprotein-

kindzyA(PKA)aprodukcicyklic- kého adenozin-
monofosfatu (cCAMP) [11].
Podstatoudecidualizacejevytvorenilokalni- ho

edému, koncentrace a proliferace uterinnich natural
killer (uNK) bunék s naslednou exten- zivni
remodelaci hESC specializované deciduadlni
bunky,kterékoordinujijaknidaciembrya,tak

isamotnévytvareniplacenty[11,44].Decidudlni bunky
a bunky trofoblastu embrya mezi sebou aktivné
signalizuji jednak na bazi chemotaxe
prostfednictvim rlznych cytokind, ale také po- moci
exozomu, coZ jsou nano-vezikuly o priméru 40-150
mm. Ty obsahuji rGzné signalizacni mo- lekuly jak
solubilni, tak i membranové vazané
[14].VelmiddleZitoutlohuvespravnésignalizaci

SUMO1+HOXA-10 MMP-26
GM-CSF * Implantace
1 g
- { R o
proMMP-9 ~ MMP-9 « TNFS ] |N'F Y /
TIMP-1 = | - =7 proliferace
TIMP-2 =«
Progesteron . ™ Vaskularizace
. MMP-2 % o I Angiogenin
R . T T Estradiol  FOXO1

degradaceECM *

Kl

CAMP

Obr.1Schémaregulacemetaloproteindz(MMP)vzavislostinaprocesechdecidualizaceaimplantaceregulovanychuNKburikami
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s nidovanym embryem sehravaji uterinni natural killer
buriky (uNK) (obr. 1),které se odlisuji od perifernich
NK bunék na zakladé pritomnosti
dvoupovrchovychantigenCD56+aCD16+[40].
TytouNKburikyprodukujivelkémnozstvirtz- nych
signalizacnich molekul (leukémie inhibujici faktor—
LIF,TNF-a,INF-y,interleukinIL-1B3,GM-  CSF, TGF-B1,
inhibitory metaloproteinaz — TIMP- 1,TIMP-2,VEGF aj.)
dalezitych pro spravny vyvoj nidovaného embrya a
zarucuji, Zze embryo bude obklopeno prevahou
kompetentnich decidualnich bunék [4, 5, 40]. Tato
selektivni likvidace sene- scentnich decidualnich
bunék umozni vznik jiz zminéné imuno-privilegované
decidualni matrix.
VtéhotenstviuNKburnkyexprimujisenescentni
markery a jsou spiSe proangiogenni neZ cytoto-
xické[36],coZznapomahavaskularizacivoblasti
nidovaného embrya a nasledné také i pfisunu Zivin
pro dalsi vyvoj nidovaného embrya [36].V prabéhu
decidualizace spousti akutni senescen- ce
subpopulace hESC bunék nékolikastuprnovy proces,
jehoz cilem je transformace cyklujiciho endometria v
gestacni tkan.

Decidualni bunky jsou tak schopny na zakladé
vzajemné signalizace upravit migracni aktivitu
vzhledem k implantujicimu embryu a jeho kva-
lité.TytobunkyalenedokazZourozliSitmezinor-
malnimaabnormalnimembryemupacientek
sopakovanympotracenim[41].Tatoimplantacni
kompetenceendometriajezavisldodschopnosti IL-
15aktivovanychuNKbunékselektivnélikvido-
vatsenescentnidecidualnibunkyprostfednictvim
exocytézy cytotoxickych granuli v lutedlni fazi
cyklu.Pokudvendometriunenipfitomnazadna
dalsipatologie,takbypfrizajisténifunkénostito-
hotomechanismumeélbytreprodukénipotencial
endometriamaximalni[4].ProliferacehESCbunék je
zajisténa kombinaci signalnich molekul, mezi néz
patfi heparin-vazajici EGF-like rdstovy faktor (HB-EGF),
LIF a interleukin IL-1PB. Vedle proliferace
jemotilitahESCbunékzvysSenaprostiednictvim
CD82,kteryjeznamymetastatickysupresorave znacné
mife je exprimovan v decidudlnich bun- kach[12].

Komplexniremodelaceendometriajekontrolo-
vanavcasejakproliferacihESCbunékaintenzitou
senescence decidualnich bunék, tak i efektivitou jejich
imunologické likvidace [4]. V diferencuji- cich hESC
bunikach je pfitomen FOXO1, hlavni deciduadlni
transkripéni  faktor zodpovédny za za- stavu
bunécného cyklu a indukci dllezitych gen( v procesu
decidualizace, jako jsou prolaktin (PRL) a IGF-vazajici
protein 1 (IGFBP1). Exprese FOXO1 je regulovana jak
cAMP, tak i progesteronem [38].
FOXO1byltakéoznacenjakospoustécsenescence
bunékovaridlnihokarcinomu,kterébylyovlivio-
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vany progesteronem [8]. Absenci FOXO1 v bunkach
dochazitakékomezeniexpresell-8,IL-6aaktivity enzymu
B-galaktosidazy asociovaného se sene- scenci (SAbG).
SAbG je biomarker bézné pouZiva- ny pro senescentni
bunky, bohuzel ale postrada specificitu [25]. Pravé
pri procesu decidualizace
dochaziparalelnékestabilizacip53azvySenéex- presi
pl6, inhibitoru cyklin dependentni kinazy (CDK).
Inhibicee CDK vede k zastaveni proliferace
abunécnéhocyklu[4].Jakopotencidlniproteinové
biomarkeryreceptivityendometriabylystanove-
nylaminB1(LMNB1),highmobilitygroupbox2
(HMGB2), histone H2A variant macroH2A (mH2A),
nucleosome linker histone H1 (H.H1 and trime-
thylatedlysineSonhistoneH3(H3K9Me3).Tato
histonova varianta se vyskytuje ve formé hete-
rochromatinu,kterdjepritomnavsenescentnich
burikach (SAHF) [4].

Jednou z moznosti, jak adekvatné
definovatreceptivitu endometria, je prostfednictvim
cha-rakterizace cyklickych zmén v
endometridlnimtranskriptomu. Technologie DNA
microarray jeschopna simultanni analyzy
transkriptomu u tisi- cl rdznych gen. Vysledky této
transkriptomické
analyzydavajimozZnostcharakterizacegenové
expresenalrovnimRNAavytvorenispecifického  profilu
pro kazdy odebrany vzorek endometria [29]. Studie z
roku 2004 Horcajadase a spol. zkou-
malavicenez12000gentpomociDNAmicroarray
technologievobdobiprereceptivnim(LHpeak+2
dny)areceptivnim(LHpeak+7dn)zbioptickych vzorkd
lidského endometria [17]. Nalezeno bylo
0d90do323pozitivnéregulovanychgenltia46—377
negativné regulovanych genu v receptivni fazi.Pouze u
tri genu [osteopontin (stukturni protein),
apolipoprotein D (transportér) a
Dickkopf/DKK1(signalizace)] byla data konzistentni
mezi jednot- livymi studiemi. Nicméné Diaz-Gimeno et
al. [7] zavedli v roce 2011 diagnosticky test ERA (endo-
metrial receptivity array) zahrnujici 238 kandidat- nich
gend. Z nich 134 je transkripéné definovano.
CilemERAtestujetzv.datovaniapatologicka  klasifikace
endometria. Limitaci testu je nutnostodbéru biopsie a
s tim spojena invazivita vykonu
spole¢néspotencialnivariabilitougenovéexprese
zpUsobenéodbéremmaléhovzorkuendometridlni tkané
v urcité lokalni oblasti, kterd nemusi nutné
poukazovatnacelkovystavreceptivityendometria. S
vyvojem technologii se naskytla dalsi alterna-tiva
diagnostiky receptivity endometria
pomociproteomickychtechnikaanalyzendometridlniho
sekretomunebocervikalnihohlenu.



Tab.1Proteinovémarkeryreceptivityendometria

Protein

Proteomickaanalyza

Analyzovanyvzorek

Reference

Collagenalphal

Hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009

AnnexinA4

Hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009,Chen2009

Vimentin

Hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009

S$100calcium-bindingproteinA10

Hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009,Bissonette
2016

ApolipoproteinAl

Hmotnostnispektrometrie

kultivaénimédium
embrya,cervikélnihlen

Nyalwidhe2013,Grande2015

Matrixmetaloproteinase-26

Imunohistochemie,Western blot

endometriumbiopsie,
Ishikawaburiky

Pilka2006,Jiang2014,

Homeoboxal0

Westernblot

Ishikawaburiky

Jana2013,Jiang2014,,Jiang
2017

Lipocalin-1

Hmotnostnispektrometrie

kultivaénimédium embrya

McReynolds2011

Heparin-bindingEGFlikegrowthfactor

Hmotnostnispektrometrie

embryonalniburiky

Katz-Jaffe2006 118

Cystatinlikeprecursor

Hmotnostnispektrometrie

embryonalniburiky

Katz-Jaffe2006

Caspasel precursor

Hmotnostnispektrometrie

embryonalniburiky

Katz-Jaffe2006

CytochromecoxidasesubunitVllla

Hmotnostnispektrometrie

embryonalniburiky

Katz-Jaffe2006

kultiva¢nimédium embrya

Katz-Jaffe2006+

Ubiquitin Hmotnostnispektrometrie
q P Schoolcraft,119
L-GlutamateNMCAreceptorzeta
. P Hmotnostnispektrometrie endometriumbiopsie DeSouza2005
subunitl
Frequently rearranged in advanced T-
4 v & Hmotnostnispektrometrie endometriumbiopsie DeSouza2005
celllymphomas-1
Myosinlightchainkinase2 Hmotnostnispektrometrie endometriumbiopsie DeSouza2005
Isopentenyldiphosphatedelta-
P y pnosp Hmotnostnispektrometrie endometriumbiopsie DeSouza2005
isomerase
Macrophagemigrationinhibitorfactor Hmotnostnispektrometrie endometriumbiopsie DeSouza2005

Glycodelin Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Douglas2013,Grande2015
imunohistochemie,
Stathminl Westernblot,Hmotnostni endometriumbiopsie Dominguez2009
spektrometrie
Imunohistochemie,
AnnexinA2 Westernblot,Hmotnostni endometriumbiopsie Dominguez2009

spektrometrie

MonoamineoxidaseA

Hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009

Membrane-associatedprogesterone
receptor component 1

Imunohistochemie,
hmotnostnispektrometrie

endometriumbiopsie

Dominguez2009,Chen2009

Chlorineintracellularchannelproteinl Imunohistochemie endometriumbiopsie Chen2009,
RhoGDP-dissociationinhibitorl Imunohistochemie endometriumbiopsie Chen2009,
Ezrin Imunohistochemie endometriumbiopsie Chen2009,Heng2011
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Tab.1Proteinovémarkeryreceptivityendometria(pokracovanizpfedchozistrany)

Protein Proteomickaanalyza Analyzovanyvzorek Reference
Calreticulum Imunohistochemie endometriumbiopsie Parmar2009
al-antitrypsin Imunohistochemie endometriumbiopsie Parmar2009
Matrixmetaloproteinase-9 Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Tissueinhibitorofmetaloproteinase-1 HMnL::tiﬁch:::;:el:(:;a;zZ{e :vaczlr;ei:i:iltrilsekret, Hannan2010,Grande2015
Lactotransferrin Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
r:g::;if-disuIphidecoredemain Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
Interferongamma Hmotnostnispektrometrie cervikélnihlen Grande2015
Spectrinalphachain Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
Triosephosphateisomerase Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
E3ubiquitinproteinligaseSH3RF2 Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
E3ubiquitinproteinligaseTopors Hmotnostnispektrometrie cervikélnihlen Grande2015
Dynein Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
Keratinsl, Il Hmotnostnispektrometrie cervikalnihlen Grande2015
Mucin-1 Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
VitaminDbindingprotein Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Vascularendothelialgrowthfactor Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2011

Leukemiainhibitoryfactor

Westernblot

endom.sekret/
stromalniburiky
endom.

vanderGaast2003,Cheng 2017

Westernblot, Imunohistochemie

stromalniburiky

Activatingtranscriptionfactor3 endometria Cheng2017
Tumournecrosisfactor-a Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Interleukin-1B Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Dickkopfhomologuel Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Monocytechemoatraktantprotein-1 Multipleximmunoassay endometridlnisekret Hannan2010
Tissueinhibitorofmetaloproteinase-4 Westernblot endometridlnisekret Pilka2006
Tumoursuppressorproteinp53 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
Tumoursuppressorproteinpl6 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
LaminB1 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
Highmobilitygroupbox2 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
HistoneH2AvariantmacroH2A Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
Trimethylatedlysine9onhistoneH3 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017
NucleosomelinkerhistoneH1 Westernblot endometriumbiopsie Brigton2017

WB-Westernblot,IHC-Imunohistochemie,MS-hmotnostnispektrometrie
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SloZzeni proteomu endometria je velmi kom-
plexni a jeho analyza muazZe byt ovlivnéna jak pre-
analytickoufaziodbéruvzorku,takipost-trans-
laénimimodifikacemianalyzovanychproteina[2]. Hlavni
komponenty endometridlniho sekretomu jsou
cytokiny, mocovina, glukdza, aminokyseliny,
metaloproteindzy a jejich inhibitory, imunoglobu- liny,
muciny, a-1 antitrypsin  prekurzor, haptoglo-
bulin,transferrinadalSiproteiny[1,31].Nékteré
zproteinmohouslouZitjakobiomarkeryprosta- noveni
receptivity endometria (tab. 1). Komplexni profil
proteomickych biomarkerd nabizi techniky diferenéni
gelové elektroforézy (DIGE), multiplex
imunoassayCihmotnostnispektrometrie(MS) z
rdznych typl vzorkd.

Vzorek pro proteomickou analyzu muze byt
ziskan bua pfimo z endometria biopsii [9], lava- Zi,
nebo odbérem endometridlniho sektretu [3].
LavazijemoZnoziskatazdesetkratviceproteinl nez
aspiraci diky uvolnéni dalSich protein( z gly- kokalyxu
endometria. Alternativni metodou je ziskani vzorku z

cervikalniho hlenu [13] nebo cer-
vikalnizatky[24].Vyhodouodbérucervikalniho

hlenujeneinvazivnipfistup.PodleBoomsma2010 nebyl
odbér endometridlniho sekretu katétrem pro
embryotransfer doprovazen snizenim im-
plantationrate[3].Spfichodemvysocevykonné high-

throughput tandemové hmotnostni spek- trometrie
(MS) zacalo byt moziné kvantifikovatz jednoho
vzorku jeho komplexni proteomické slozeni. V roce
2009 Dominguez et al. porovnali vzorky receptivniho
a nereceptivniho endometria
pomociDIGE.Kandidatniskupinyproteintbyly poté z
gelu vyjmuty a analyzovdny pomoci MALDI-
MS.Vysledkystudieoznacilystathmin-laannexin
A2jakorozdilnéregulovanéproteinyapotencialni
proteinové biomarkery [9].

Pocatky proteomickych studii endometria se datuji
do Sedesatych let minulého stoleti, kdy se
jakohlavnimetodapouzivalaimunodifuzeareakce
sespecifickymiprotilatkamiprotihledanémupro-
teinu[10].Vysledkyprvnikomplexniproteomické
studienaznacily,zeglycodelinnarozdilodleukémii
inhibujicihofaktoru(LIF)korelujeshistologickym
ndlezem maturace endometria. Zatim jedna z nej-
vétSich studii zahrnovala vzorky endometrialniho
sektretuodebranéhoprfedembryotransferemu210 IVF
pacientek. Vysledky proteomické analyzy po- moci
multiplex  immunoassay  odhalily  dalSich 17
potencialnich regulatorl implantace, interleukiny 1-B,
5,6,10, 12,15, 17 a 18, TNF-a,INF-y, eotaxin,
VEGF,Dickkopfhomolog1,heparin-vazajiciepi-
dermadlni rdstovy faktor (HB-EGF), INF-yinduku-
jicilOkdprotein(IP-10),monocytchemoatraktant protein
(MCP-1),macrophagemigrationinhibitory

factor.HlavnimimarkerybylystanovenyIL1-B a TNF-a
[15]. Pomoci DIGE Chen et al., definovali 196 protein,
které jsou odlisSné produkovany en- dometriem v

proliferacni a sekrecni fazi. Bohuzel
vétSinaproteininebylaveshodésdatyziskanymi
nazakladégenetickychanalyz.PouzeSestproteinl se

shodovalo s proteomickymi daty [19]. Za pfi¢i- nu
neshody byla oznacena lokdlni variace exprese
vysetfovanych genl, protoZe biopsie reprezentuje
pouze2—-4%povrchuepitelu.Rozdilymohlybytdale
zpUsobenyheterogenitouodebranéendometridlni
tkané (epitelidlni, stromalni bunky, Zzlazy, kom-
ponenty vaskularizace apod.), ktera ve vysledku
exprimujertznéproteomicképrofily[19].Naproti
tomuodbéra analyzaendometridlnihosekretunebo
cervikalniho hlenu je méné invazivni alternativou nez
biopsie a je schopna poskytnout komplexni
obrazreceptivityendometriadikytechnikdm,jako je
hmotnostni spektrometrie.

Receptivita endometria muize dnes byt hod-
nocena jak konvencni analyzou transkriptomu
pomociERAsystému,takiproteomickouanalyzou
endometridlniho sekretomu nebo cervikalniho hlenu
prostfednictvim hmotnostni spektrometrie.
Vzhledemknejnovéjsimpoznatkimvoblastify- ziologie
endometria by bylo vhodné se zaméfrit na blizsi vyzkum
biomarker( Ucastnicich se regulace imunitni odpovédi

na Uurovni deciduy, signalizace uNK bunék a
komunikace mezi burikami trofo-
blastuembryaastromalnimiburikamiendomet- ria.
Kandidatni biomarkery by mohly slouzit jako
podkladproklinickouaplikacinovéalternativni
diagnostické metody receptivity endometria.
Podpoieno z programového projektu

MinisterstvazdravotnictviCRsreg.¢.NV-08- 00291.
Veskeraprdvapodlepiredpistinaochranudu-
Sevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.

ATR3 — activating transcription factor 3 CD82 —
cluster of diferenciation 82

CDK — cyklin dependentni kindzy DIGE—

diferencnigelovaelektroforéza ECM  —

extraceluldarni matrix

ERA—endometrialreceptivityarray

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony stimulating factor
H.H1-nucleosomelinkerhistoneH1

H3K9me3 — trimethylated lysine 9 on histone H3 HB-
EGF—heparin-vazajiciEGF-likerGstovyfaktor hCG — lidsky
chorionovy gonadotropin
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hEEC — lidské epitelidlni buriky endometria hESC
— lidské stromalni buriky endometria HMGB2 —
high mobility group box 2

HOXA-10-homeoboxal0

IGFBP1-IGF-vazajiciproteinl(gen) IL —
interleukin (obecné)

INF-y — interferon gamma

IP10—-INF-yindukujicilOkdprotein IVF —in
vitro fertilizace

LIF — leukémie inhibujici faktor LMNB1 —
lamin B1

MALDI (MS) — matrix-assistedlaserdesorption/ioniza- tionMS

MCP-1 — monocyt chemoatraktant protein
mH2A — histone H2A variant macroH2A MMP —
matrix metaloproteinaza (obecné) MS — mass
spectrometry

NOX-4-NAD(P)Hoxidaza4

p16 — tumour suppresor protein p16 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A)

p53—tumoursuppresorproteinp53(transformation-

-relatedprotein53)
PG — prostaglandiny PRL —
prolaktin (gen)

RIF — repeated implantation failure (opakované potra- ceni)

S100A10-S100calcium-bindingproteinA10(p11) SAbG —
senescence-associated b-galactosidase

SAHF—senescence-associatedheterochromatinforma- tion

SUMO1-smallubiquitin-likemodifierl TIMP —
tkanovy inhibitor MMP

TNF-a—tumornecrosisfactoralpha uNK —
uterine natural killer

VEGF—vascularendothelialgrowthfactor

WOIl-windowofimplantation(implantacniokno)
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