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Souhrn

Cilem diplomové prace je vyvoj a optimalizace proteomické hmotnostné-
spektrometrické analyzy cervikalniho hlenu pro budouci rutinni analyzu a statisticka
analyza se zaméfenim hledani markeru receptivity endometria. K prostudovani
proteinti byly pouzity metody FASP separace, ptecisténi na C18 koloné€ ve Spickach,
analyza Orbitrap Elite. Vysledky byly zpracovany softwary MaxQuant, Perseus

a Bioconductor R project.

Analyza optimalizovanou metodou se provedla na 11 vzorcich cervikdlniho
hlenu, u nichz byla znamé uspéSnost ¢i nelspé$nost in vitro fertilizace. Hodnoty
intenzit byly méfeny u kazdého vzorku tfikrat. Tyto triplety se statisticky
vyhodnotily a byla vytvofena heat mapa zastoupeni 29 proteinti V jednotlivych

vzorcich a zarovei v jednotlivych tripletech, jejichz vyskyt byl ovlivnén graviditou.

Na heat mapé jsou rozeznatelné proteiny, jez se vyskytovaly pirevazné
U pacientek, jimz se podafilo otéhotnét. Vyskyt téchto proteinli se v jednotlivych
vzorcich lisil a byl také odlisSny i vramci tripletu vzorku. Mezi proteiny
identifikovanych u gravidnich pacientek patfily: calpalin, galectin, hypoxia up-
regulated protein 1, aldo-keto reduktasa a kallistatin.



Summary

The aim of this thesis is examine and optimalization of mass spectrometric
proteomic profiling cervical mucus for the rutine analysis and statistic research
specialized on loading for the endometrium receptivity markers. Proteins were
studied with the FASP separation, purufucation on C18 Stage Tips and Orbitrap Elite
analysis. Results were processed by MaxQuant, Perseus and Bioconductor R project

software.

| used the optimized analysis on 11 samples of cervical mucus, which are
known for their role in success/failure in vitro fertilization. Point on the scale of
intensity of each sample was measured three times. These triplets were statisticaly
evaluated and then the heat map of pattern representation of 29 proteins in each

sample and each triplet created.

We can recognize certain proteins in the samples od patiens, who were
succesful in their efford od getting pregnat. These proteins we can see in the heat
map and the way of their appearame is different not only in the individual samples,
bus also on the triplets of samples in question. The group of proteins which were
identificatified in the samples of pregrnat patiens containe following ones: calpalin,

galectin, hypoxia up-regulated protein 1, aldo-keto reduktasa a kallistatin.
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1. Uvod

Tato diplomova prace se zabyva studiem cervikalniho hlenu, ten vypliuje
délozni hrdlo, kde pusobi jako ochranna bariéra a je vylucovan do pochvy
(Andersch-Bjorkman a kol., 2007). V prubéhu reprodukéniho cyklu se méni slozeni
I struktura hlenu. Béhem ovulace dochazi k ristu hladiny estrogenu, coz ma
za nasledek stimulaci a vétsi prokrveni endometria. To je pak pfipraveno pro piijeti
vajicka (Cambell a Reece, 2008). Estrogen také indukuje véts$i hydrataci hlenu. Hlen
obsahuje vice vody, ma snizenou viskozitu, elasticitu a je prostupnéjsi pro spermie
(Carlstedt a kol., 1983). Struktura cervikalniho hlenu je dobie prostudovana, o jeho
sloZeni v§ak moc informaci neni. Diplomova prace je zaméfena na studium proteind
cervikalniho hlenu. Zajimala mé odpoveéd’, zda se né&jak 1isi exprese proteinti v hlenu
t€hotné a neté¢hotné pacientky a zda existuji markery pro receptivitu endometria.
Ve spolupraci s porodnicko-gynekologickou  klinikou  fakultni ~ nemocnice
v Olomouci jsme vyvinuli a optimalizovali hmotnostné-spektrometrickou analyzu,
jez je vhodna pro budouci rutinni analyzu proteinového slozeni hlenu a stanoveni

receptivity endometria pomoci markera.



2. Soucasny stav FeSené problematiky
2.1. Reprodukéni anatomie Zeny

Zenské pohlavni organy jsou déleny na zevni a vnitini rodidla. Mezi zevni
rodidla se fadi hrma, velké a malé stydké pysky, posevni predsin, klitoris, panenska
bladna, vestibularni zlazy a hraz. K vnitfnim rodidlim se pocitd pochva, déloha
se zavésnym a podpurnym apardtem, vejcovody a vajecniky (Kudela, 2008).
Diplomovéa prace se zabyvd déloznim cipkem, ktery patii k vnitfnim rodidlim,

proto zde nebudou zevni rodidla popisovana.

Vyvoj wvnitfnich pohlavnich organti souvisi s diferenciaci Miillerovych
a Wolfovych vyvodi. Wolfovy vyvody, jez jsou ontogeneticky a fylogeneticky
star$i, u zeny zanikaji a vznikaji z nich ureterdlni pupeny, z nichz vznika ledvinna
panvicka, uretery a trigonum mocového méchyie. Podél Wolfovych vyvodi rostou
a diferencuji se vyvody Miillerovy (Kudela, 2008). Z nich béhem embryonalniho
a fetalniho vyvoje Zenského plodu vznikaji vejcovody, d€loha a horni tfetina pochvy

(Langman a Sadler, 2012).

Déloha (uterus, hystera) je duty organ se silnou svalovou sténou, vystlany
mukozou, ve kterém dochazi k uchyceni embrya a nasledné az do porodu K vyvoji
zérodku. D¢loha ma hruskovity tvar, kaudalné se zuzuje a nahofe je lateralné
vytazena v rohy délozni (Cihak, 2013) Nachazi se v malé panvi mezi mocovym
méchyfem a rektem. Je 7-8 cm dlouhd a 5 cm Siroka v horni ¢asti u déloznich rohit
(Kudela, 2008). Béhem menstruace a téhotenstvi dochazi ke zvétseni délohy (Cihak,
2013). Sklada se ze tii Casti: télo délozni (corpus uteri), hrdlo délozni (cervix uteri)

a uzina (isthmus).

U dospélé zeny je délozni télo K déloznimu hrdlu v poméru 2:1, u déti
jetento pomér 1:1 nebo 1:2. Dé&loha je tvofena piedni a zadni sténou, jeZ se
Vv okrajich spojuji v hrany d€lozni a v horni Casti prechazi v rohy délozni, ze kterych

odstupuji vejcovody (Kudela, 2008).

Délozni hrdlo ma valcovity tvar a smérem od délohy k pochvé se konicky
zuzuje (Kudela, 2008). Hrdlo je poSevnim tiponem rozdé€leno na neékolik ¢asti. Horni
usek délozniho hrdla nese jméno portio supravaginalis. Dolni konicky a zaobleny

usek hrdla se nazyva portio vaginalis. Tato ¢ast hrdla vy¢niva do dutiny pochvy.
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Zevni branka délozni (ostium uteri) se nachazi uprostied vrcholu ¢ipku a je to otvor

délozni dutiny do vaginy, ktery je napadné ohrani¢en (Cihak, 2013).

Uzina délohy je pruh mezi déloznim télem a hrdlem, tato GZina ma funkéni

vyznam pouze v té¢hotenstvi a béhem porodu (Kudela, 2008).

Dutina déloZni (cavum uteri) je vystlana sliznici, ma trojuhelnikovy tvar,
kdy dva vrcholy trojuhelniku jsou nasmérovany do rohti d€loznich (obr. 1).
Pokra¢ovanim dutiny délozni je kanal hrdla d€lozniho (canalis cervicis). Mezi télem
a hrdlem dé¢loznim se déloha zuzuje, toto velmi tésné zizeni se nazyva vnitini branka
délozni (canalis isthmi). Sliznice je husté zfasena (plicae palmatae) a nachazi
se zde také slizni¢ni zlazy (glandulae cervicales), jejichz sekret vypliuje vnitini
branku délozni (Cihak, 2013).

Obr. 1: Schéma dutiny délozni. 1 - dutina délozni; 2 - vnitini branka d€lozni; 3 - kanal d€lozniho
hrdla; 4 - fasnaty epitel; 5 - zevni branka dé€lozni; 6 - vnitini Gsti vejcovodu v déloznim rohu (pievzato

Cihak, 2013)

Sténa délohy je tvofena sliznici (endometrium), svalovinou (myometrium)
aserozni vrstvou (perimetrium). Endometrium ma Sedortizovou barvu, je pevné
srostlé se svalovinou a je slozeno ze slizni¢niho vaziva a epitelu (Cihdk, 2013).

Na povrchu je kryto jednovrstevnym cylindrickym epitelem s fasinkami. Slizni¢ni
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vazivo je tidké a spolu s epitelem obsahuje d€lozni zlazy (Kudela, 2008). Ty se
skladaji z tubultl a zasahuji az do svaloviny. Endometrium prochazi v pribéhu
cca 28 dnti charakteristickymi zménami, kterym fikdme menstruacni cyklus (obr. 2).
Tento cyklus za¢ina byt pravidelny u divek v puberté okolo 13. - 14. roku.
Endometrium mé dvé vrstvy, tenci bazalni vrstvu (zona basalis), jez se v pritbé¢hu
menstrua¢niho cyklu neméni a funkéni vrstvu (zona functionalis), kterd prochazi
v nékolika fazich zménami (Cihak, 2013). V menstruaéni fazi dochéazi k odlouéeni
prevazné cCasti funkéni vrstvy, kterd odchazi s menstruacni krvi z téla. Nasleduje
proliferacni faze, ve které se funkéni vrstva zacinad opét obnovovat a zvétSovat se.
V posledni sekre¢ni fazi endometrium roste, je prokrvenéjSi a vyvijeji se zlazy
produkujici cervikalni hlen. Jestlize v sekre¢ni fazi nedojde k implantaci zarodku
do délozni sliznice, zafind novy menstruaéni cyklus. Soucasné s menstruaénim
cyklem probiha ovarialni cyklus. Oba tyto cykly jsou koordinovany péti hormony:
gonadotropin spoustéci hormon, folikuly stimulujici hormon (FSH), luteiniza¢ni
hormon (LH), estrogeny a progesteron. Estrogeny a progesteron zpusobuji zbytnéni

endometria a podporuji tvorbu cervikalniho hlenu (Campbell a Reece, 2008).
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Obr. 2: Reprodukéni cyklus Zeny. Hormony Zeny koordinuji menstruacni a ovaridlni cykly
a pripravuji endometrium pfed ovulaci na implantaci embrya. a) Zmény v hladinach LH a FSH.
b) Zmény v hladinach estrogenti a progesteronii. ¢) Ovaridlni cyklus je slozen z n€kolika fazi. Béhem
folikularni faze dochazi k rustu folikul, vylucuji se estrogeny. Dalsi je ovulace a lutedlni faze,
kdy zluté télisko vylucuje estrogeny a progesteron. d) Menstruaéni cyklus je slozen z menstruaéni,
proliferacni a sekre¢ni faze. K menstruaci a odlouceni endometria dojde v menstruacni fazi,
v prolifera¢ni fazi estrogeny rostouciho folikulu stimuluji endometrium, které zacina byt vice
prokrvené. V sekrecni fazi endometrium roste a to predevsim diky vysoké pfitomnosti estrogenti
a progesterond, jez jsou vylucovany zlutym téliskem. Tato faze probihda soucasné s lutealni fazi
ovarialnitho cyklu. Vstfebavanim zlutého téliska a sniZenim mnoZstvi estrogenti a progesteronti
dochazi k odlouceni endometria. V pfipad¢ tchotenstvi jsou udrZzeny vysoké hladiny hormont

a k odlou¢eni endometria nedochazi (pfevzato Cambell a Reece, 2008).
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Myometrium (svalovina délohy) je tlusta 1-1,5 cm a je slozena ze snopct
hladké svaloviny, prostoupenych vazivem (Cihak, 2013). Svalovina je uloZena
ve tiech vrstvach. Vldkna zevni a vnitini vrstvy probihaji podélné. Vldkna stfedni
vrstvy probihaji cirkuldrné a spirdln€é. Tato vrstva je nejmohutnéjsi.
Takto uspotadana svalova vlakna umoziuji zvétseni délohy v téhotenstvi (Kudela,
2008).

Perimetrium je vné&jsi vrstva délohy, ktera po stranach piechazi do Sirokého
vazu d€lozniho. Pod perimetriem se nachazi tenky vazivovy obal, ktery se v oblasti

hrdla délozniho zesiluje a tvoii zavésny aparat délohy (Cihak, 2013).

2. 1. 1. Cervikalni hlen

Cervikdlni hlen vypliluje délozni hrdlo, zde plsobi jako ochrannd bariéra
zabranujici patogenlim vstup z pochvy do délohy. Hlen je vylu€ovan do pochvy,
kde zachycuje mikroorganismy a pomaha jejich vyluovani ztéla (Andersch-
Bjorkman a kol., 2007). Pomaha regulovat prinik spermii do délohy, ma kyselé pH,
zvlhéuje  d€lozni  Cipek a zabraiiuje jeho vysychani, ¢imz  zpomaluje
jeho enzymatickou degradaci (Habte a kol., 2008). Cervikalni hlen je tvofen v dobé
ovulace z 95-99% vodou, ale také obsahuje komplexni smés organickych latek,
anorganickych iontd, enzymu, proteini a bakteriocidnich plazmatickych proteint
mucinid (Andersch-Bjérkman a kol., 2007). V téhotenstvi se vytvofi cervikalni zatka,

jez chrani plod pfed patogeny a infekei (Becher a kol., 2008).

Béhem ovulace, estrogeny indukuji vétsi hydrataci hlenu, coz mé za nésledek
sniZzenou viskozitu a elasticitu hlenu. Tento hlen je dobie prostupny pro spermie.
V sekre¢ni fazi menstruacniho cyklu hlen obsahuje mén¢ vody a poskytuje ucinnou
bariéru vi¢i spermiim. Na této strukturni zméné€ se spolu s hormony podili také
glykoproteiny muciny (Carlstedt a kol., 1983). Ke zméné sekrece cervikalniho hlenu
dochdzi plsobenim hormondlni antikoncepce, kdy dochéazi k potlaceni tvorby
gonadotropinii. Hormondlni antikoncepce obsahuje progesterony, jeZ pusobi
na endometrium a snizuji pravdépodobnost nidace vajicka (pfibalova informace

Lindynette 20, 2014).

13



Muciny jsou velké polymerni molekuly, jez jsou zodpovédné za viskositu
a elasticitu hlenu (Andersch-Bjorkman a kol., 2007). Na zakladé¢ fyzikalnich
vlastnosti rozliSujeme muciny sekrecni a membranové. Membranové muciny jsou
silné glykosylované a poskytuji selektivni bariéru, jez chrani povrch délozni sliznice,
na némz se vyskytuji (Idris a Carraway, 1999). Muciny je kvili jejich velikosti,
polymerni povaze a heterologni glykosylaci té¢zké charakterizovat. Tyto multimery
jsou spojeny disulfidovymi vazbami a slozeny z monomera bilkovin vétSich jak
500 kDa. Muciny obsahuji velkou mucinovou doménu (PTS), ktera je bohata
na aminokyseliny serin, threonin a prolin a poskytuji velké mnozstvi vazebnych mist
pro O-vazané sacharidy. Hlavni slozkou cervikalniho hlenu je MUC4 a MUCSB,
jejichz mnozstvi se méni v pribc¢hu menstruacniho cyklu (Andersch-Bjorkman
a kol., 2007). V sekre¢ni fazi menstruacniho cyklu roste hladina progesteronu a klesa

MUCSB (Argiieso a kol., 2002).

Cervikdlni hlen obsahuje rizné druhy enzymi: amyldzy, alkalické fosfatazy,
aminopeptidaza, laktatdehydrogendza a peroxiddza. Koncentrace téchto enzymu
prudce klesa pted ovulaci a po ovulaci diky pasobeni progesteronu v sekrec¢ni fazi

zase prudce roste (Moriyama a kol., 1999).

Prvni studie cervikdlniho hlenu byly provedeny pomoci svételné
mikroskopie a nuklearni magnetické rezonance, kdy bylo zjisténo, Ze cervikalni hlen
neni homogenni, ale heterogenni. Je slozen ze ¢ty riznych typt sekretti, kdy kazdy
typ je sekretovan ve specifické oblasti délozniho ¢ipku (Menarquez a kol., 2003).
Pii studiu hlenu svételnou mikroskopii se hlen nanese na skli¢ko, necha se vysusit
a sleduje se charakteristicka kapradinova krystalizace soli (obr. 3; Brunelli a kol.,
2007). Svételnou mikroskopii nahradila rastrovaci elektronova mikroskopie,
kterd umoznuje lepsi vysuSeni hlenu na sklicku a podrobnéjsi pozorovani

molekulové struktury hlenu (Menarquez a kol., 2003).
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Obr. 3: a) svételnd mikroskopie vysusen¢ho vzorku cervikalniho hlenu (méfitko - 208 pm); b)
rastrovaci elektronova mikroskopie vysusené¢ho vzorku cervikalniho hlenu (métitko = 60pm; ptevzato

Menarquez, 2003)

Dalsi metodou studia cervikalniho hlenu byla polarizaéni mikroskopie,
ktera byla zaméfena na anizotropni struktury sodnych a draselnych sulfatu.
Ani tato metoda vSak nedokézala 1épe charakterizovat strukturu mucint. Jejich
zménu v prub¢hu cyklu dokézala popsat mikroskopie atomarnich sil ve vodném
prostiedi. Bylo zjisténo, ze v dob& pred ovulaci nema hlen hustou vlaknitou
strukturu, ale je slozen z rozptylenych kuli¢ek mucinovych molekul (obr. 4). Piechod

z kulovité struktury do husté vlaknité je ovlivnén snizenim pH (Brunelli a kol.,
2007).

520nm
——

Obr. 4: A) struktura cervikalniho hlenu pfed ovulaci; B) struktura cervikalniho hlenu béhem ovulace
(pfevzato Brunelli a kol., 2007)
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Mikroskopické metody postupné¢ nahradily metody biochemické, a to
pfedevSim elektroforéza a western bloting, které zkoumaji v cervikdlnim hlenu
predevsim glykoproteiny. Tyto metody pomohly identifikovat rizné typy mucini,
které¢ se mikroskopii nedaly rozlisit. Studuje se také jejich mnozstvi v pribéhu
reprodukéniho cyklu. Western bloting se vyuziva pii studiu HIV ve vztahu
k cervikalni zatce. Zde se studoval vliv pfitomnosti mucinu na inhibici virové infekce

HIV (Habte a kol., 2008).

Dalsi biochemickou metodou zkoumajici cervikalni hlen, je imunopecipitace,
kdy se jiz pouzivaji specifick¢ protilaitky vic¢i konkrétnim mucinim.
Imunoprecipitace se pouziva ke studiu imunoglobulini v cervikdlnim hlenu.
Zde pievlada IgG, u n¢hoZ neni zcela objasnéna presna imunitni funkce ochrany
pted viry. Predpoklada se, ze se akumuluje na povrchu patogenu, vytvoii adhezni

vazby, které znehybni patogen (Wang a kol., 2014).

Imunoprecipitace byva ¢asto doplnéna ELISA metodou, ve které¢ dochézi také
k identifikaci pomoci protilatek (Argiieso a kol., 2002). ELISA metoda byla vyuzita
pii studiu extracelularnich matrix metaloproteinaz (MMP), ty se nachazi uvnitf
neutrofild v granulich nebo v extralelularni matrix  jako  proenzymy.
Jejich nekontrolovatelna aktivita mtze ohrozit téhotenstvi nebo dozravani dé€lozniho
hrdla. Existuji podezieni, Ze pfispivaji k remodelaci tkan¢ délohy, plodovych oball
a delozniho ¢ipku v prubéhu tehotenstvi. Metodou ELISA byly detekovany MMP-2,
MMP-9, které¢ maji lytickou aktivitu a pfi vysoké hladiné maji silny potencial
degradovat vlaknitou a bazalni membranu kolagenu. Zdrojem téchto metaloproteinaz

mohou byt zanétlivé reakce délozniho hrdla (Becher a kol., 2004).

S rozvojem proteomickych metod se ke studiu cervikdlniho hlenu zacala
pouzivat hmotnostni spektrometrie (MS), jez byla vyuzita k identifikaci konkrétnich

proteind v cervikalnim hlenu.

Hmotnostni spektrometrie se prevdzné vyuziva u studia cervikalni zatky
a pred¢asného porodu. Zde byly identifikovany specifické proteiny z vaginalni
tekutiny, které byly spojeny s imunitni odpoveédi organismu a metabolismem.
U pacientek, u nichz doslo k pted€asnému porodu, byly identifikovany proteiny,
souvisejici s intraamindlni infekci: imunitni modulétory (calganulin C, cystatin A),

insulin-like growth factor binding protein-1 (Hitti a kol., 2010). Dal$imi
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identifikovanymi proteiny v cervikélni zatce jsou matrix metaloproteinazy 9 (MMP-
9) a glycodelin A (progestagen asociovany s endometridlnimi proteiny).
Oba proteiny hraji vyznamnou roli v dozravani cervikalni zatky p¥ed porodem. Zatka
obsahuje tadu proteinii s imunologickou funkci: C3, C4a a C5 komplement,
antimikrobidlni peptidy (azurocidin, cathelicidin antimikrobidlniho peptidu, defensin
neutrofilll) a také muciny. Rovnéz se studuji rozdily mezi cervikalnim hlenem
netéhotnych Zen a cervikdlni zatkou u téhotnych. V cervikdlni zatce byly
identifikovany proteiny plodové vody (resistin a retinol) a amnion (Lee a kol., 2011).
Pouzitim metody multidimenzionalni kapalinové chromatografie (2D-LC) ve spojeni
s MS bylo identifikovany jedine¢né proteiny vyskytujici se ve vaginalni tekuting.
32 % tvofily proteiny UCastnici se metabolismu organismu, jako jsou zanétlivé
regulace (protein HSP90, bradyjinin, kallikrein), degradace proteind, inhibice
proteazy (katepsin B, al antitrypsin). 22 % tvofily proteiny imunitniho systému,
dalsi proteiny byly soucasti bunééné proliferace, enzymatické regulace, transportu,
bunééné diferenciace a transportu. Tyto studie jsou klicové, pro charakterizaci

markerd pro neinvazivni diagnostiku poruch téhotenstvi (Dasari a kol., 2007).

Dalsi MS metodou pouzitou pro studium cervikalniho hlenu byla SELDI-
TOF/MS a to jako metoda identifikace markeru rakoviny. SELDI-TOF metoda
ma ale omezené metody reprodukovatelnosti a to z divodi nedostatku standardizace
pre-analytické a analytické faze, proto se pro dobrou reprodukovatelnost musi vyuzit
vice statistickych pfistupt a vSechny kroky analyzy se musi optimalizovat (Panicker

a kol., 2009).

Pomoci HPLC-MS byly identifikovany jednotlivé typy mucini a byla
popsana jejich struktura. Muciny tvofici hlen jsou MUCSB, MUCSAC, MUCEG.
MUCSAC ma podobnou strukturu jako MUCS5B, oba typy jsou pfitomny v cervikalni
zatce bcéhem t&hotenstvi. MUCS5B se nachazi na déloznim cipku i1 v pribéhu
menstruace. MUC6 je identifikovan pouze ve vzorcich odebranych pied ovulaci
ajeho koncentrace v hlenu je niz$i jak ostatni muciny. Mezi transmembranové
muciny se fadi MUC16, MUCI. Vyznam jednotlivych mucini v soucasné dob¢& neni

vyfesen a pochopen (Anderch-Bjorkman a kol., 2007).

Jednim zobord, ktery vyuziva vysledky MS studia proteind v hlenu

je forenzni chemie a kriminologie. Byly ureny proteiny - markery, které se
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vyskytuji pouze v cervikdlnim hlenu a ne v dalSich lidskych télesnych tekutinach
(krev, sliny, mo¢, sperma. Tyto markery umoziuji lehce identifikovat, zda se jedna
0 vzorek cervikalniho hlenu, spermatu ¢i slin. Kvili nizkému mnoZstvi casto
nalezeného neznamého vzorku, byly jako markery zvoleny casto se vyskytujici
proteiny. Markery pro uréeni cervikalniho hlenu jsou cornulin, involucrin a cornitin.
Ve vysoké koncentraci se v cervikalnim hlenu také vyskytuji alfa-amylazy. Ty se
vSak existuji ve dvou izoformach, alfa-amyldza 1 je pfitomna ve slinach a alfa-
amylaza 2 ve spermatu a vaginalnim sekretu. MS umoziuje identifikaci jednotlivé
izoformy a lepsi urCeni, zda vzorek pochdzi z vaginalniho sekretu ¢i slin. Cornulin

je spole¢né s hemoglobinem markerem menstrua¢ni krve. (Steendam a kol., 2013).

Nalezenim markerti se oteviel novy smér zkoumani cervikalniho hlenu
ato zkoumani tkanové specifickych miRNA. Proteomicka analyza télnich tekutin
je nachylna k omezenim (zplsob skladovani, teplota, vlhkost) a ¢asto dochazi
ke znehodnoceni vzorku, mRNA markery takova omezeni nemaji. K analyze
se vyuzivaji mikroc¢ipy, na které se vyizolovana a naaplifikovanda DNA ze vzorku
nahybridizuje na sondu odpovidajici danému markeru. K ovéfeni markeru
se vyuzivaji fluorescencni techniky, jako je pouziti TagMan proby. Timto zplisobem
se urily markery pro 5 télnich tekutin (sliny, sperma, vaginalni tekutina, Zilni
a menstruaéni krev), které jsou timto zplsobem od sebe snadno rozeznatelné
(Zubakov a kol., 2010). Identifikace se provadi na zakladé pfitomnosti lidského beta-
defensinu 1 a mucinu MUC4. Tyto geny byly identifikovany v menstruacni krvi
a vaginalni tekutiné, ale ne vcévni krvi, spermatu nebo slinach (Juusola

a Ballantyne, 2003).

18



2. 2. Proteomika

V roce 1995 bylo poprvé pouzito profesorem Wilkinsem slovo proteomika
a proteom jako obdoba pojmii genomika a genom. Proteom se sklada ze dvou slov,
jimiZ jsou protein a genome. Protcom je definovan jako komplexni soubor vSech
proteinit  exprimovanych genomem daného organismu, soubor proteinil
exprimovanych ur€itou bunkou, tkani, organem. Na rozdil od genomu, je proteom
ovlivnén podminkami, které jsou V jednotlivych burikach, tkanich a organech odlisné
(Wilkins a kol., 1995). Proteomika se vénuje studiu proteinti a genetickym analyzam.
Studuji se protein-proteinové interakce, lokalizace, modifikace a funkce proteind.
Proteomika nestuduje pouze proteom, ale snazi se identifikovat, kde se dany protein
v buiice exprimuje. Ktomu je nutné =zapojit dalsi védecké discipliny
jako molekularni biologii, bioinformatiku a biochemii. Proteom je dynamicky,
neustale se méni a je reakci na vnéjsi prostiedi (Graves a Haystead, 2002). Pocet
proteinii v buiice neodpovida poctu genl, vétSinou tento pocet piesahuje.
To je zpusobeno hlavné posttransla¢nimi modifikacemi, které jsou nejcastéjsi reakci
na ménici se vné&jsi prostiedi a alternativnim sestfihem gent (Graves a Haystead,
2002; Wilkins a kol., 1995). Tvorba proteint je piisné regulovany proces
od transkripce azpo posttranslaéni modifikace (Collinsova a Jiracek, 2004).
Proteomika se neustale vyviji a zasahuje do vSech oblasti védy. Mezi hlavni cile patii
vysvétleni role a popis bilkovin v metabolickych drahdch organismu. Identifikace
a kvantifikace proteint - urceni sekvence aminokyselin, molekulové hmotnosti, S-S
vazeb, posttransla¢nich modifikaci. Studuje se interakce s jinymi latkami a nésledné
zmeény sloZeni. Proteomika se velmi vyuziva v mediciné a to pfevazné ke studiu
pfi¢in a mechanismt chorob, nalezeni markerd a ke studiu patologickych chorob.
Ve farmacii se vyuziva predevSim k hledani a vyvoji novych 1éciv, v primyslu
jsou vyuzivany predev§im technické enzymy. Proteomika je také vyuzivana
V ochrané zivotniho prostfedi a to ptedevSim k vyvoji enzymi, jez by bezpetné
likvidovaly Skodlivé latky. Tento rychly vyvoj proteomiky byl umoznén prevazné
rozvojem bioinformatiky. Proteomika generuje velké mnozstvi dat, které je nutno

informaticky a statisticky zpracovat (Chmelik, 2005).
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2. 2. 1. Metody pouZivané v proteomice

K separaci proteini se pouziva gelova elektroforéza. Podle typu gelu
rozliSujeme agarozovou a polyakrylamidovou, kde je tvofen polymeraci akrylamidu
a N,N’- methylenbisakrylamidu, jez je zahajena volnymi radikaly vyskytujicimi
se ve vhodné zvoleném pufru (Voet a Voet, 1995). U SDS polyakrylamidové
elektroforézy je do smési proteini pfidan dodecyl-sulfat sodny, ten se vaze
na proteiny a jeho vysoky negativni ndboj piekryje naboj samotnych proteini.
Ty dostanou uniformni naboj a separace probihd pouze na zaklad¢ velikosti

(Laemmli, 1970; Voet a Voet, 1995).

Roku 1975 byla Patrikem O’Farrellem poprvé popsdna dal§i separacni
metoda ato dvoudimenzionalni elektroforéza. Principem déleni je vyuziti dvou
na sobé nezavislych metod. Prvni je izoelektricka fokusace, béhem které se proteiny
rozdéli na zaklad¢ izoelektrického bodu, tedy bodu ve kterém maji v daném pH
nulovy naboj. Druhou metodou je pfidani SDS a rozdéleni proteini podle
molekulové hmotnosti (O Farrell, 1975).

K separaci nabitych iontti se pouziva hmotnostni spektrometrie (MS). Zde je
vzorek pfeveden na ionizovanou plynnou fazi, ionty jsou separovany v elektrickém
a magnetickém poli na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje m/z. Analyza
hmotnostni spektrometrii se skldda zpéti krokh: odpafeni vzorku, ionizace,
akcelerace do hmotnostniho spektrometru, separace iontti a detekce. Ionizace probiha
za atmosférického tlaku nebo v prostiedi s vakuem. Vznikaji nabité ionty nebo dojde
k rozpadu iontti na fragmenty vlivem vysoké ioniza¢ni energie (McDonald a kol.,

2011).

Existuji tvrdé ionizacni techniky jako chemicka a elektronova ionizace
a me&kké ionizacni techniky (Zhu a kol., 2012). Mezi mekkeé techniky se fadi ionizace
elektrosprejem (ESI - ,Electrospray ionization®), kdy principem metody je
rozpraSovani analytu z nabité trubice inertnim plynem, tim dochédzi k odpafovani
rozpoustédla, velikost rozprasovanych kapicek klesa. Jakmile velikost kapicek klesne
pod urcitou miru, vzniknou nabité ionty (Fenn a kol., 1989). Druhou mékkou

technikou je laserem indukovana desorpce/ionizace za ptitomnosti matrice (MALDI
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- ,,matrix assisted laser desorption/ionization*) kdy K ionizaci analytu dochazi spolu
s vhodnou matrici a nasleduje desorpce a ionizace laserem (Karas a Hillenkampf,
1988).

Nasledné¢ dochazi k separaci iontli, fragmentaci a poté k analyze ionth
Vv analyzatoru. Dopadajici ionty na detektor jsou pfevedeny na hmotnostni spektrum,
kde na ose x je vynesena hodnota m/z a na ose y ozvény detektoru (relativni intenzita
iontového proudu). Jednotlivé proteiny jsou zde znazornény formou pikl

(McDonald a kol., 2011).

Podrobnou reSer§i proteomickych metod a zpracovani jsem popsala
ve sv¢ bakalaiské praci: ,,Proteomicky profil methylprednisolonem [éCené
leukemické bunécéné linie a porovnani proteinovych zmén se zndmym Uc¢inkem

léciva“ (Raskova, 2013).
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3. Cil prace

Vypracovat reSer$i soucasné¢ho stavu problematiky analyzy cervikalniho

hlenu.

Vyvoj a optimalizace proteomické hmotnostné-spektrometrické analyzy

cervikalniho hlenu pro budouci rutinni analyzu.

Statisticka analyza se zaméfenim hledani markeru receptivity endometria.
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4. Experimentalni ¢ast

4. 1. Material
4. 1. 1. Biologicky material

Pro veskeré experimenty byly pouzity vzorky cervikalniho hlenu odebrané

na porodnicko-gynekologické klinice fakultni nemocnice Olomouc.

4. 1. 2. Pristrojové vybaveni

e kolona MacroTrap (Bruker-Michrom, USA)

e kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, USA)
s HPLC ptedkolonou Acclaim PrepMap 100-C18 (Thermo Scientfic, USA)
aHPLC kolonou PrepMap RSLC-C18 (Thermo Scientific, USA) spojeny
s orbitrapem Elite (Thermo Scientific) s ionizaénim zdrojem EASY-Spray
(Thermo Scientific, USA)

¢ Milli-Q Direct Systém (Millipore, Francie)

e ultrazvukova lazeit RK 100 H (Bandelin eletronics, Némecko)

o tiepacka vortex REAX control (Heidolph, Némecko)

e odstfedivka eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Termomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

e odstfedivka centrifuge 5810R (Eppendorf, Némecko)

o sonikator Branson Digital Sonifier 450 (Emerson Industrial Automation, USA)

e vodni lazen SUB Aqua 12 Plus (Grant, Velka Britanie)

e Direct Detect spektrometr (Millipore, Francie)

o spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)

e centrifugacni filtratni mikrozkumavky Microcon YM-30 (Millipore, Francie)

o Spektrofotometr PerkinElmer Envision (PerkinElmer, USA)
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4. 1. 3. Chemikalie

Voda pro MS (Milli-Q Direct System, Millipore, Francie);
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; Serva, Némecko); kyselina chlorovodikova
(Lach-ner, Ceska republika); dithiothreitol (DTT; Sigma-Aldrich, USA); Triton X-
100 (Sigma-Aldrich, USA); dodecylsufat sodny (SDS; Sigma-Aldrich, USA);
acetonitril (ACN; J. T. Baker, Nizozemi); jodacetamid (Sigma-Aldrich, USA);
Trypsin Gold pro MS (Promega, USA); kyselina octova pro MS (AA; Fluka, Sigma-
Aldrich, Némecko); kyselina trifluoroctova (TFA; Sigma-Aldrich, USA); kyselina
mravenéi (FA; Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko); methanol (Fluka; Sigma-Aldrich,
USA); mocovina (Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina fosfore¢na (Fluka; Sigma-
Aldrich, USA); kyselina borita (Sigma-Aldrich, USA); hydrogenuhli¢itan amonny
(ABC; Fluka; Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid sodny (NaCl; Mikrochem, Ceska
republika); hydroxid sodny (NaOH; Lach-ner, Ceska republika); Proteiny assay
starndards bovine serum albumin (BSA; Thermo Scientific, USA); Pierce 660 nm
Protein Assay Reagent (Thermo Scientific, USA); trifluoroethanol (TFE, Fluka,
Sigma-Aldrich, Némecko)

4. 1. 4. Roztoky

FASP lyzacni pufr
pH=7,6
4% SDS

0,1M dithiohreitol v 0,1M Tris-HCI

SILAC lyzacni pufr
pH = 6,6
20mM Tris-HCI
7M mocovina

10mM dithiothreitol
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1% Triton X-100

0,5% SDS

BRUB pufr
0,02M kyselina octova
0,02M kyselina fosfore¢na

0,02M kyselina borita

4. 1. 5. Software

Direct Detect verze 2.0.0.28 (Millipore, USA), EnVision Manager verze
1.13.3009.1401 (PerkinElmer, USA), NanoDrop ND-1000 verze 3.8.1 (Thermo
Scientific, USA), MaxQuant verze 1.4.1.2 (Max Plank Institute of Biochemistry
2012, Némecko), Perseus verze 1.4.0.6 (Max Plank Institute of Biochemistry 2012,
Némecko), MS Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA), Bioconductor R Project

verze 3.2.1 (R Development Core Team, Rakousko)

4. 2. Metodika
4. 2. 1. Zpracovani odebraného vzorku cervikalniho hlenu

Vzorek cervikalniho hlenu byl odebran do pfedem zvaZzené mikrozkumavky,
tato zkumavka se vzorkem byla znovu zvaZena, pii laboratorni teploté¢ stoCena
v centrifuze  Eppendorf mini  (Eppendorf, Némecko) na 2  minuty

pfi 12 100 g a zamrazena na -80 °C.
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4. 2. 2. Optimalizace rozpousténi

Vzorky byly vytazeny z mrazicitho boxu, nechaly se pfi laboratorni teploté
rozmrazit. V prvni fazi experimentu bylo ke vzorku pfidano 100 ul pufru, kdy jako
pufr poslouzila 4% kyselina octova, 50mM ABC pHS8, FASP lyza¢ni pufr a SILAC
lyzac¢ni pufr. Po pfidani pufru byly mikrozkumavky zvortexovany a pii laboratorni
teploté stoCeny v centrifuze Eppendorf mini (Eppendorf, Némecko) na 2 minuty
pti 12 100 x g. Dale byly nechany 10 minut sonikovat v ultrazvukové lazni a opét
byly zvortexovany a stoceny na cetrifuze. Naposledy byly mikrozkumavky vlozeny
na 10 minut do Thermomixeru comfort (Eppendorf, Némecko) pii 95°C,

zvortexovany a stoceny na cetrifuze.

Bé&hem rozpousténi ve 4% kyseliné octové a 50mM ABC vznikala ve vzorku
srazenina a vzorek neSel zcela rozpustit, proto byl zplsob rozpousténi vzorku
zménén. Ke vzorku bylo pfiddno dvojnasobné mnozstvi jejich hmotnosti FASP pufru
a dale byl vzorek sonikovan na ledé sonikdtorem Branson Digital Sonifier 450
(Emerson Industrial Automation, USA). Sonikace probihala 30 sekund, amplituda

byla nastavena na 15 %, vypnuti a zapnuti pulzu na 0,5 sekundy.

4. 2. 3. Méreni obsahu proteini

Pro dalsi zpracovani vzorkli bylo nutné znéat koncentraci proteind, ta byla
meéfena tfemi riznymi zpasoby, které se nasledné porovnaly, pro optimalizaci

metody byl vybran ten nejpiesné;si.

4. 2. 3. 1. Direct Detect spektrometr

Na spektrofotometru Direct Detect byla zméfend koncentrace proteint
ve vzorcich, kdy se na polytetrafluretylenovou membranu méfici desticky nanesly
2 ul pufru, ve kterém byl vzorek rozpustén, ty slouzily pfi méfeni jako blank a 2 pl
vzorku vdaném pufru. Desticka se po uschnuti nanesenych vzorki vlozila
do pristroje a pomoci méfici metody NIST BSA AM1.q3 a NIST BSA AM2.q3 byla

zmétena koncentrace proteinil ve vzorku.
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4. 2. 3. 2. Pierce Assay

Pomoci kitu Pierce Assay byla zméfena koncentrace proteini ve vzorku.
Na 96 jamkovou desku bylo napipetovano 10 ul BSA standardt, voda pro MS, 10 ul
pufru a 10 ul vzorku rozpusténém v daném pufru. Postup pipetovani je zndzornéna
na obr. 5. Do vSech jamek bylo piidano 150 ul reagencie pro Pierce Assay. Deska
byla zméfena pii 660 nm na spektrofotometru PerkinElmer Envision (PerkinElmer,
USA) a vyhodnocena softwarem EnVision Manager. V programu MS Excel byla
vytvofena kalibracni kiivka, ze které odeCtenim zmétené absorbance byla vypoctena

koncentrace proteint.

voda

SILAC

OO®

)
>
0

Obr. 5: Na 96 jamkovou desku byla do pozice Al, A2 napipetovana MS voda, jez slouzila jako blank
pro kalibra¢ni fadu. Do pozice B1, B2 - H1, H2 byly napipetovany BSA kalibranty o dané koncentraci
[ug/ml]. Do pozice A3, A4 - D3, D4 byly napipetovany pufry, v nichz byly vzorky rozpustény,

ty souzily jako blank pro samotné vzorky. Dale byly na desku napipetovany samotné vzorky.
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4. 2. 3. 3. Spektrofotometr NanoDrop

Spektrofotometrem NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA) byla
zmétena koncentrace proteini vzorkii po jejich digesci, kdy na NanoDrop
byly naneseny 2 ul vzorku a pomoci softwaru ND-1000 byla zméfena koncentrace
pii vilnové délce 280 nm. V programu MS Excel byla vytvotfena kalibracni kiivka,

ze které odectenim zmétené absorbance byla vypoctena koncentrace proteintl.

4.2.4. Optimalizace digesce

Pro digesci proteinii byly navrzeny 3 metody: in solution digesce (Havli§
a Schevchenko, 2004), stépeni proteini na membran¢ s frakcionaci peptidové smeési
(Wisniewski a kol., 2009) a stépeni proteini na membrané s piecisténim na C18
ve Spickach (Wisniewski a kol., 2009). Z nichz se nakonec vybrala ta, kterd byla

pro méteni vétsiho poctu vzorki nejvhodnéjsi.

4. 2. 4. 1. In solution digesce

Do nové mikrozkumavky bylo napipetovano 10 pg roztoku proteint
ze vzorku. Dale bylo piidano 20 pl acetonitrilu, 20 ul S0mM ABC, 5 ul 65mM DTT
a vzorky se nechaly inkubovat 30 minut v termobloku pii 57 °C. Nasledné bylo
napipetovano 5 pl 135mM jodacetamidu a vzorky se nechaly inkubovat jednu hodinu
ve tmg. Po inkubaci bylo pfiddno 20 pl 50mM ABC a 2 pl 50pg/pl trypsinu.
Po pridani trypsinu byly vzorky nechany 2 hodiny pii 37 °C v Thermomixeru
Comfort (Eppendorf, Némecko).

Dle navodu vyrobce byla sestavena kolona C18 (MacroTRAP, Bruker-
Michrom), na niz doSlo k purifikaci proteinii. Proteiny byly na kolonu naneseny
pomoci 0,5ml stfikacky Hamilton. Stfikacku Hamilton byla dvakrat promyta 100%
acetonitrilem a jednou 0,1% TFA v 80% acetonitrilu. Timto krokem se stiikacka

pfipravila k pouziti.

Kolona MacroTRAPu byla ekvilibrovana 500 pl 0,1% TFA, nasledné byl

nanesen vSechen obsah mikrozkumavky se vzorkem, jenz byl dale odsolen 500 pl
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0,1% TFA. Peptidy byly z kolony eluovany 200 ul 0,1% TFA v 80% acetonitrilu

do nové mikrozkumavky.

Obsah mikrozkumavek byl odpafen a peptidy byly rozpustény v 60 pl
5% acetonitrilu v 0,1% FA aveSkery obsah zkumavky byl pienesen do inzertu,

jenz byly nésledné umistény do vialek.

4.2. 4. 2. Stépeni proteini na membrané

Stépeni proteinii probihalo ve filtraéni zkumavce Microcon YM-30 (, Filter
Aided Sample Preparation®, FASP). Do centrifuga¢ni mikrozkumavky byl vloZen
filtr a na n&j bylo naneseno 100 pl vzorku a 200 pl 8M mocoviny v 0,1M Tris/HCI
pH 8,5 (UA). Zkumavky byly na 15 minut sto¢eny v centrifuze (centrifuge 5810R
Eppendorf, Némecko) pii 14 000 x g. Déle bylo pfidano 200 pl UA a zkumavky byly
stoCeny v centrifuze pti 14 000x g, 15 minut. Z mikrozkumavky byl vylit obsah,
jenz prosel béhem toceni skrz filtr, bylo pfidano 100 pl 0,05M jodacetamidu,
zkumavky se nechaly 1 minutu michat v Thermomixeru Comfort pii 600 rpm a déle
se nechaly inkubovat 20 minut ve tmé bez tfepani. Mikrozkumavky byly stoCeny
pfi 14 000x g, 15 minut. Bylo pfidano 100 ul UA a mikrozkumavky byly stoCeny
pfi 14 000x g, 15 minut. Tento krok byl opakovan jesté dvakrat. Dale bylo ptfidano
100 pul 50mM ABC mikrozkumavky byly stoCeny pii 14 000x g, 15 minut.
Tento krok se opakoval dvakrat. Ke zkumavkam bylo pfidano 38 pl 50mM ABC
a2pl 50ng/ul trypsinu, zkumavky byly 1 minutu v Thermomixeru Comfort
pfi tiepani 600 rpm. Filtr byl pfenesen do nové centrifugacni zkumavky a ta byla
umisténa pies noc do vodni lazné¢ SUB Aqua 12 Plus (Grant, Velka Britanie),
ve které byla teplota 37 °C. Druhy den byly mikrozkumavky z vodni 1azné vytazeny
a byly stoceny v centrifuze pti 14 000x ¢, 10 minut. Nasledné bylo pfidano 100 pl
50mM ABC. Koncentrace peptidii byla zmétena spektrofotometrem NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific, USA).
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4. 2. 4. 3. Frakcionace peptidové smési

Frakcionace peptidové smési byla provedena na iontomeénici (,,Post-FASP
Strong Anion Exchange Separation®, SAX). Byl pfipraven BRUB pufr (,,Britton and
Robinson Universal Buffer; 0,02M kyselina octova; 0,02M  kyselina fosfore¢na;
0,02M kyselina borita), kdy bylo pomoci NaOH upraveno pH tohoto roztoku na pH
3, 4,5, 6, 8all Kroztoku o pH 3 bylo pfidano NaCl s kone¢nou koncentraci
0,25 M. Peptidova smés byla po FASPu upravena na pH vyssi nez 11. Podle
protokolu pro SAX byly pfipraveny Spicky (,,Stage Tips™), na nichz se provedla
frakcionace peptidové smési (obr. 6.) Bylo pfipraveno 1 SAX ,,Stage Tip*“ a 6 C18
»Stage Tip* pro kazdy vzorek.

A

—~ C18 (3 disky)

odstrediva sila centrifugy

Obr. 6: ,,Stage Tip“ pro frakcionaci peptidové smési (pfevzato Wisniewski a kol., 2009)

Nejdiive byly aktivovany SAX ,,Stage Tips*“ do nichz bylo napipetovano
100 pl methanolu, mikrozkumavky byly stoceny pfi teplot¢ 23 °C a 4 000x g,
na 4 minuty v centrifuze 5810R (Eppendorf, Némecko). Déle bylo pfidano 100 pl
1M NaOH a mikrozkumavky byly pfi stejnych podminkach sto¢eny. Naposledy
se ptidalo 100 ul BRUB pufru pH 11, mikrozkumavky byly opét stoceny. Tento krok
byl opakovan dvakrat.
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Dale se provedla aktivace C18 ,,Stage Tips™ do nichz bylo ptfidano 100 pl
methanolu, mikrozkumavky byly sto¢eny pii teploté¢ 23 °C a 3 000x g, na 3 minuty.
Dale bylo ptidano 100 pl 80% ACN v 0,5% AA, mikrozkumavky byly pii stejnych
podminkach sto¢eny. Naposledy bylo ptidano 100 pl 0,5% AA a mikrozkumavky se
op¢t nechaly stocit. Tento krok byl opakovan dvakrat.

Takto pfipravena SAX ,,Stage Tips®, byla vlozena do C18 ,,Stage Tips* (viz
obr. 6). Bylo ptidano 20 pg vzorku peptidt, mikrozkumavky byly sto¢eny 3 000x g,
3 minuty. Dale bylo pfidano 100 ul BRUB pufru pH 11, mikrozkumavky byly
stoceny 3 000x g, 5 minut. SAX ,,Stage Tip* ptfenesena do dalsi C18 ,,Stage Tip“.
Nasledné bylo postupovano podle obr. 7, kdy bylo ptidano 100 ul BRUB pufru,
u kterého s kazdym dal$im prenesenim SAX ,,Stage Tip* do nasledujici C18 ,,Stage
Tip* snizovalo pH BRUB pufru (8, 6, 5, 4, 3).

BRUB pH 11 pHS pHG6 pH S pH 4 pH3
V4 - —_— .
(6 diskil) ———rris TR, S ;V/ & L
Z & ‘f"// ‘ Y ./.-’E"" e //.\'.
& 4 '_/ L/ |/ /

-—
odstrediva sila centrifugy

Obr. 7: Schéma pienosu SAX ,,Stage Tips* do C18 ,,Stage Tip*“ béhem snizovani pH BRUB pufru

(ptevzato Wisniewski a kol., 2009, upraveno: Raskova)

Po pfidani pufru byly mikrozkumavky vzdy sto¢eny 3 000x g, 5 minut. Poté
byly SAX ,,Stage Tips* odstranény a do C18 ,,Stage Tips* bylo ptidano 100 pl 0,5%
AA, mikrozkumavky byly stoceny 3 000x g, 5 minut a nasledné¢ byly tyto C18
»Stage Tips® pfeneseny do nové prazdné mikrozkumavky, bylo pfidano 100 pul 80%
ACN vV 0,5% AA a mikrozkumavky byly opét stoCeny v centrifuze.
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Obsah mikrozkumavek byl odpafen a peptidy byly rozpustény v 60 pl
5% acetonitrilu v 0,1% FA aveskery obsah zkumavky byl pienesen do inzertu,
jenz byly nasledn¢ umistény do vialek. Koncentrace peptidi byla zméfena
spektrofotometrem NanoDrop ND-1000, kdy na NanoDrop byly naneseny 2 pl
vzorku a pomoci softwaru ND-1000 byla zméfena koncentrace pii vinové délce
280 nm.

4. 2.5. Analyza na Orbitrapu Elite

Vzorky byly analyzovany kapalinovym chromatografem Dionex Ultimate
3000 spojenym s Orbitrap Elite s ionizaénim zdrojem EASY-Spray. Separace HPLC
probihala na ptedkoloné Acchaim PrepMap 100 (100 pym x 2 cm, C18, 5 pm, 100 A)
a koloné¢ PerpMap RSLC (75 pm x 50 cm, C18, 2 um, 100 A), kdy mobilni faze
na loadovaci pumpé protékala rychlosti 5 pl/min. Zde byl nastaven vicekrokovy
gradient, kdy se misila Milli-Q voda s 0,1% TFA s0,1% TFA v 80% acetonitrilu
v 10% TFE. Na nano pump¢ byl nastaven nelinearni gradient mobilni faze, ktera
protékala rychlosti 0,275 pl/min, kdy se misila voda s 2% acetonitrilem v 0,1% FA
(roztok A) a voda v 80% acetonitrilu s 10% TFE s 0,08% FA (roztok B; tab. 2).

Na kolonu se nastiikoval 1 pg vzorku.

Tab. 2: Gradient mobilni faze béhem chromatografické separace na koloné

¢as (min) roztok A (%) roztok B (%)
0-10 98 % 2%

10 - 125 60 % 40 %
125-135 10 % 90 %

135 - 165 98 % 2%
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Vysledna hmotnostni spektra byla zpracovana softwarem MaxQuant (Cox
a Mann, 2008) a data byla nasledn¢ odeslana do softwaru Perseus (Castaneda a kol.,
2005). V tomto softwaru doslo k identifikaci proteini pomoci vyhledavacich

algoritmi

4. 2. 6. Statistické zpracovani vysledku

Statistické vyhodnoceni prob¢&hlo v programu Bioconductor R Project
(R Development Core Team, Rakousko). Hodnoty intenzit byly méfeny u kazdého
vzorku tiikrat. Z téchto tripletd se stanovil pramér (byly pouzity pouze nenulové
hodnoty) a tato primérna hodnota se transformovala funkci logaritmus pfi zakladu
2 (log2 transformace). Takto ziskané hodnoty se déle srovndvaly ve skupiné Zen
s téhotenstvim a bez n¢&j prostfednictvim Wilsonova exaktniho dvouvybérového
testu. Pro analyzu bylo vybrano 51 proteini (s nenulovou intenzitou),
které se vyskytly uvsSech pacientek. Kazdy protein se hodnotil samostatné

(univaridlni analyza).
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5. Vysledky

Vysledky nejsou z diivodu utajeni zvetejnény.
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6. Diskuse

Diskuse neni z diivodu utajeni vysledkl zvefejnéna.
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7. Zavér

Vypracovala jsem literarni reSersi o cervikalnim hlenu s dirazem na studium

jeho sloZeni a funkce proteomickymi metodami.

Vyvinuli jsme a optimalizovali hmotnostné-spektrometrickou metodu

pro budouci rutinni analyzu cervikalniho hlenu.

Nestanovili jsme markery receptivity endometria. Tato studie vyZzaduje

mnohem vice ¢asu a dalsi studium jiz identifikovanych proteint.
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9. Seznam pouzitych zkratek

Zkratky jsou fazeny dle jejich vyskytu v textu

FSH

LH

PTS

MUC

ELISA

MMP

MS

2D-LC

HSP90

SELDI

HPLC

miRNA

MRNA

DNA

S-S vazba

SDS

ESI

MALDI

folikuly stimulujici hormon

luteiniza¢ni hormon

velka mucinova doména

mucin

,Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*
matrix metaloproteinazy

hmotnostni spektrometrie

dvoudimenzionalni elektroforéza spojena s kapalinovou

chromatografii

,heat shock protein 90*

,ourface-enhanced laser desorption/ionization*
vysokoucinna kapalinova chromatografie

mikro ribonukleova kyselina

,messenger RNA“ - informacni/mediatorova RNA
deoxyribonukleova kyselina

disulfidova vazba

dodecylsulfat sodny

,,Electrospray ionization* - ionizace elektrosprejem

,matrix assisted laser desorption/ionization” - laserem

indukovana desorpce/ionizace za pfitomnosti matrice
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m/z pomér hmotnosti a naboje

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

DTT dithiothreitol

ACN acetonitril

AA kyselina octova

TFA kyselia trifluoroctova

FA kyselina mravenci

ABC hydrogenuhli¢itan amonny

NaOH hydroxid sodny

TFE trifluorethanol

BRUB ,,.Britton and Robinson Universal Buffer

HCI kyselina chlorovodikova

BSA ,,bovine serum albumine® - hovézi sérovy albumin

FASP ,Filter Aided Sample Preparation - Stépeni proteinli na
membrané

SAX ,Post-FASP Strong Anion Exchange Separation® -

frakcionace peptidové smési na iontomeénici

uv ultrafialové zateni

CD molekula ,.cluster of differentiation - diferenca¢ni skupina
NF-xB jaderny transkrip¢ni faktor

HIF-1a hypoxia inducible factor-1a

AKR aldo-keto reduktasa

HSD hydroxysteroid dehydrogenaza
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