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Anotace  

Při radiačních událostech či nehodách, jejichž riziko objektivně stoupá, je očekáván 

velký počet suspektně ozářených osob, pro jejichž správnou terapii je klíčový údaj  

o obdržené dávce. Jedno z možných řešení nabízí využití analytických možností 

metod hmotnostní spektrometrie u proteinů krevní plasmy, jejíž získání je 

minimálně invazivní. 

Proteiny citlivé na záření, jakož i jejich kombinace s hematologickými biomarkery 

byly navrženy jako biomarkery pro použití při posuzování radiační expozice  

a mohou poskytovat diagnostické informace o radiačním poškození specifického 

orgánu. Předkládaná práce obsahuje dosavadní výsledky týkající se identifikace 

proteinových biomarkerů v krevní plasmě. Tato studie je unikátní v tom, že byly 

použity lidské krevní vzorky ozářené in vivo. Bylo zjištěno, že proteiny účastnící  

se odbourávání reaktivních forem kyslíku (ROS), opravách DNA, či imunitních  

a zánětlivých signálních drah mají tendenci měnit své přirozené hladiny v plasmě. 

Získané výsledky byly porovnávány se vzorky prasečí plasmy. 
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Annotation 

The risk of radiation events or accidents is objectively increasing, so a large number  

of suspected exposed people is expected. To decide the correct therapy the data of 

the received dose is crucial. One possible solution is to use the analytical capabilities 

of mass spectrometry methods for blood plasma proteins, the acquisition of which 

is minimally invasive. 

 Radiation-sensitive proteins, as well as their combination with haematological 

biomarkers have been proposed as biomarkers for use in assessing radiation 

exposure and can provide diagnostic information on radiation damage to a specific 

organ. This work presents previous results of the identification of protein 

biomarkers in blood plasma. The study is unique because of the usage of human 

blood samples irradiated in vivo. The proteins involved in reactive oxygen species 

(ROS) degradation, DNA repair, or immune and inflammatory signaling pathways 

tend to alter their natural plasma levels. The obtained results were compared with 

porcine plasma samples. 
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Seznam použitých zkratek 

 

ACTN1 actin alpha 1 

APCI  chemická ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure 

  Chemical Ionization) 

APPI  fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure 

  Photoionization)  

ARS  akutní radiační syndrom (Acute Radiation Syndrom) 

BAX  Bcl -2- associated x protein 

BBC3  binding component 3 gene  

BCA  kyselina bicinchoninová (Bicinchoninic Acid) 

CID  kolizní indukovaná disociaci 

CCNG1 cyclin G1 

CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1 A 

DC  stejnosměrný proud (Direct Current) 

DESI  desorpční ionizace elektrosprejem (Desorption Electrospray  

  Ionization)  

ESI  ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization) 

ETD  disociace přenosem elektronů 

FWHM veličina (full width at half maximum) 

GADD45A growth arrest and DNA damage inducible 45 alpha 

GAPDH glyceraldehyd 3 - phosphate dehydrogenase 

GIT  gastrointestinální trakt 

HCD  kolizní disociace pro vyšší energii 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High-Performance Liquid  

  Chromatography) 

HR  homologní rekombinace 

ICAT  izotopově kódované afinitní značky (Isotope-Coded Affinity Tags) 

ILK  integrin-linked kinase 

iTRAQ izobarické značky pro relativní a absolutní kvantifikaci (isobaric 

Tags for Relative and Absolute Quantification) 

IZ  ionizující záření 

LC-MS kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií 



 
 

   (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) 

LC-MS/MS kapalinová chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní 

  Spektrometrií (Liquid Chromatography-Tandem Mass 

Spectrometry) 

LET  lineární přenos energie (Linear Energy Transfer) 

LFQ  kvantifikace bez nutnosti značení (Label free quantification) 

LIT  lineární iontová past (Linear Iont Trap) 

LNT  lineárně bezprahový model (Linear non-treshold) 

MALDI ionizace/desorpce laserem za přítomnosti matrice (Matrix Assisted  

  Laser Desorption/Ionization) 

MDM2 mouse double minute 2 gen 

MS  hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie (Tandem Mass  

  Spectrometry) 

MYC  myelocystomatosis proto-oncogene 

m/z  poměr hmotnosti a náboje 

NHEJ  nehomologní spojování konců 

OT  orbitrap 

PCNA proliferating cell nuclear antigen 

PCR  polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 

POLH DNA polymerase Eta 

PRM  paralelní sledování vybraných reakcí (Parallel Reaction Monitoring) 

Q  kvadrupólový analyzátor (Quadrupole) 

QqQ  trojitý kvadrupólový analyzátor (Triple Quadrupole) 

qRT-PCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce (Quantitative Reverse 

   Transcripton Polymerase Chain Reaction) 

RF  vysokofrekvenční střídavé napětí (Radio Frequency) 

ROS  reaktivní forma kyslíku (Reactive Oxygen Species) 

RT-PCR polymerázová řetězová reakce v reálném čase (Real-Time 

Polymerase Chain Reaction) 

SDS  dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE jednorozměrná sodium dodecyl sulfát polyakrylamidová gelová 

elektroforéza 



 
 

SESN1 sestrin 1 

SILAC značení stabilními izotopy pomocí aminokyselin v buněčné kultuře 

  (Stable Isotope Labeling by Aminoacid in Cell Culture) 

TBI   celotělové ozáření (total body irradiation) 

TCEP  tris (2- carboxyethyl) phosphine 

TEAB hydrogenuhličitan triethylamonný 

TMT  tandemové hmotnostní značky (Tandem Mass Tag) 

TOF  analyzátor doby letu (Time of Flight) 
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XPC  xeroderma pigmentosum complementation group C 
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Úvod 

Při radiačních nehodách a případné hrozbě nukleárních incidentů stoupá riziko 

výskytu nemoci z ozáření. Při těchto událostech se očekává velké množství 

suspektně ozářených osob, u kterých je nutné v co nejbližší době zjistit míru 

expozice a obdrženou dávku. K rozlišení ozářených a neozářených osob se využívá 

principů biologické dozimetrie, která v posledním desetiletí zažívá velký rozvoj. 

Velká pozornost je věnována biomarkerům ozáření, které poskytují cenné 

informace. V současné době používané biodozimetrické metody jsou časově velmi 

náročné a je zapotřebí vysoce erudovaných pracovníků. Proto je třeba najít nové 

metody s vyšší kapacitou a specifické biomarkery, které by pomohly v krátkém 

časovém úseku odhadnout obdrženou dávku a míru expozice. Tyto údaje by 

v případě potřeby pomohly efektivně roztřídit obyvatelstvo dle míry zasažení  

a stanovit potřebnou léčbu.   

Záření je považováno za stresující podnět, který vede k fenotypovým  

a epigenetickým změnám (NRC: Sources of Radiation, 2020). Různé dávky 

vyvolávají odlišné symptomy. U některých jedinců nízké dávky nemusejí vyvolat  

na první pohled patrné symptomy, ale mohou přesto vést ke karcinogenezi. Střední 

dávky vedou k poškození krvetvorby a gastrointestinálního traktu, větší dávky 

mohou způsobovat vážné poškození neurovaskulárního systému s následnou smrtí. 

Při zjišťování obdržené dávky se pro analýzu používají lidské biologické tekutiny 

(moč, krev, sliny a další), ve kterých jsou zpravidla přítomny tzv. indikátory 

(proteiny, metabolity), které mohou potenciálně přispět k získání informace 

ohledně radiační dávky během prvních dnů po ozáření. Tyto indikátory, resp. 

biomarkery, mohou vznikat v souvislosti s radiací indukovaným poškozením buněk, 

které vede k celé řadě patologických účinků: stárnutí, změně genové exprese, 

poškození lipidů, proteinů, DNA reparačních mechanismů a následné apoptóze 

vlivem nadměrné tvorby např. reaktivních forem kyslíku. Ideální biomarker by měl 

podávat informaci o obdržené dávce, míře expozice a současně by neměl 

zohledňovat věk a životní styl (kouření, užívání léků a drog). Takový biomarker 

v aktuální době neexistuje a nynější odhady radiační expozice jsou prováděny 

pomocí kombinace vyšetření několika různorodých nespecifických biomarkerů 

(cytogenetických, proteomických, genomických a metabolomických). 
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V posledních letech je proteomice věnována větší pozornost.  Hladina proteinů  

se během dne nebo při různých stavech organismu (např. akutní a chronická 

onemocnění) prokazatelně dynamicky mění, a proto mohou některé z nich 

představovat vhodné kandidátní biomarkery ozáření. Jelikož proteiny se běžně 

vyskytují v tělních tekutinách, tak i plasma je v této studii prioritní vzhledem 

k rychlé a snadné dostupnosti.  

Cílem této studie je pomocí hmotnostní spektrometrie nalézt proteomické 

biomarkery ozáření v lidské krevní plasmě ozářené in vivo a doplnit je o biomarkery 

z prasečí plasmy. 
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1 Teoretická část 

1.1 Ionizující záření  

Ionizující záření (IZ) při průchodu hmotou způsobuje ionizaci, která se vyznačuje 

přeměnou elektricky neutrálních atomů na kladné a záporné ionty přímo  

nebo nepřímo. Ionizace přímá je způsobována elektrony, pozitrony, protony, 

částicemi alfa a beta, které jsou nabité a samy o sobě mohou vyvolat ionizaci, 

zatímco nepřímá ionizace se týká nenabitých částic zejména fotonů a neutronů, 

které při interakci s prostředím uvolňují sekundární ionizující nabité částice.   

(Švec, 2005). Když IZ prochází živou tkání, tak se v ní ukládá energie, díky které 

dochází k ionizaci a excitaci iontů uvnitř hmoty. Poměr této energie dodané živé 

látce o dané hmotnosti se označuje termínem absorbovaná dávka. Bylo dokázáno, 

že různé druhy záření mají různé biologické účinky a jednotlivé tkáně na ně reagují 

odlišně (United Nations, 2010).  

Bylo zjištěno, že každý občan ročně přijme 6,2 milisievertů IZ  

za rok, přičemž 50 % tvoří přírodní zdroje a 50 % tvoří umělé zdroje. Mezi přírodní 

patří kosmické záření, přírodní radioizotopy, a mezi ty umělé zařazujeme 

 jaderné elektrárny, jaderné zbraně, radioizotopová lékařská vyšetření  

(National Research Council et al., 1990; NRC: Sources of Radiation, 2020). IZ lze 

rozdělit podle typu záření na alfa, beta a gama záření.  

 

Alfa záření 

Záření alfa je tvořeno jádry helia a jeho částice oproti jiným typům záření dokážou 

přenášet energii na větší vzdálenost (LET – Linear Energy Transfer).  Ionizací tyto 

částice poměrně rychle ztrácí svoji energii a jejich dolet s ohledem  

na typ prostředí je malý. V pevných látkách a kapalinách se dolet udává v desetinách 

milimetrů a v plynech několik centimetrů (Švec, 2005). Alfa emitory  

(např. 226Ra, 239Pu a 241Am.) mohou způsobit opožděné zdravotní problémy, 

pokud byl materiál vdechován nebo požíván. Ovšem většina alfa částic není schopna 

proniknout do neporušené kůže (Berger et al., 2006) a nepředstavuje pro člověka 

závažné radiační riziko. Ve vyšších dávkách, ale již mohou pronikat do buňky  

a prostupovat až do buněčného jádra, kde způsobí nevratné škody vedoucí k zániku 

celé buňky (Lorimore et al., 1998). 
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Beta záření 

Beta částice jsou elektrony či pozitrony s nízkou LET. Tato veličina nabývá menších 

hodnot při přenášení fotonů o větší energii (Peudon et al., 2006). V porovnání s alfa 

částicemi mají beta částice delší dolet a odstínit je lze papírem či plastem. Jejich 

pronikavost je však nižší než u gama záření. Jedním z beta zářičů je kosmogenní 

radionuklid tritium, který se rozpadá na dva neutrony a jeden proton. Částice tritia 

jsou více radiobiologicky účinné než paprsky gama (Fairlie, 2007) a relativně malé 

a lehké ve srovnání s částicemi alfa. Mezi nejvíce používané beta zářiče patří 35S, 

63Ni, 85Kr, 90Sr + 90Y a 204Tl (Švec, 2005). 

 

Gama záření  

Jedná se o fotony s velmi krátkou vlnovou délkou, které vznikají v důsledku 

radioaktivního rozpadu nebo při jaderných reakcích. Jsou v porovnání s alfa a beta 

zářením nejpronikavější. Ve skutečnosti je čistých gama zářičů málo a obvykle  

jsou doprovázeny alfa a beta zářením (Švec, 2005). Příkladem je beta rozpad 60Co  

na 60Ni, kde je jádro v excitovaném stavu a dojde k uvonění energie ve formě gama 

záření (Sohrabnezhad et al., 2012). 

 

V případě nehody či cíleného útoku v zásadě existují tři možnosti, jak určit,  

zda byl jedinec vystaven IZ. První z možností je rekonstrukce fyzické dávky záření, 

která zahrnuje použití dozimetrů při modelování odhadované polohy jedince vůči 

zdroji záření. Další dvě možnosti zahrnují klinické hodnocení a biologickou 

dozimetrii (Miyazaki et al., 2014).  První metodou pomocí dosimetru lze určit radiaci 

v okolním prostředí. Na trhu jsou různé typy, ale většina jich měří v mikrosievertech 

za hodinu.  Nevýhodou při zjišťování obdržené dávky jedince je, že jedinec  

se s dosimetrem musí nacházet v radiací postižené oblasti (Desrosiers et al., 2008). 

Mezi klinické příznaky hodnocení expozice IZ jsou viditelné projevy  

na exponovaném jedinci. Jednotlivé projevy se liší podle množství a velikosti 

absorbovaných dávek. Mezi první příznaky patří únava, nevolnost, zvracení, 

vypadávání vlasů a krvácení (Dainiak, 2002).  

Poslední metodou ke zpětnému hodnocení obdržené dávky patří biologická 

dozimetrie, často označovaná zkráceně jako biodozimetrie (Swartz et al., 2014). 
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Touto metodou lze obdrženou dávku zjistit pomocí biologických parametrů jako 

např. chromozomových aberací, mikrojader, dicentrických chromozomů a také 

pomocí tzv. biomarkerů. Právě tyto biomarkery by mohly být slibnou technikou 

v posuzování expozice jedince IZ (De Lemos Pinto et al., 2010).  

 

1.1.1 Nemoc z ozáření 

Nemoc z ozáření je radiační nemoc způsobená vystavením člověka různým dávkám 

IZ za určitý časový úsek. Expozice člověka IZ narušuje běžné metabolické procesy 

v buňkách, orgánech a startuje biologickou odpověď, která narušuje expresi genů  

a proteosyntézu (Menon et al., 2016). Poškozené buňky jsou často aneuploidní  

a mohou obsahovat celou řadu chromozomálních změn včetně delecí a translokací 

(Dutrillaux, 1997).  Dochází k modifikaci DNA, vytváří se mutace, které mění chování 

buněk (Baverstock and Belyakov, 2005). Mutagenní účinky IZ na savčí buňky byly 

poprvé popsány v roce 1927 (Brown et al., 1986). Pokud mutace proběhne 

v zárodečné buňce, tak se účinky IZ promítnou i do budoucích generací a vzniká 

dědičné onemocnění. U somatických buněk dochází ke změnám růstového 

charakteru, které vedou k vytvoření nádorů (Barber and Dubrova, 2006; Baverstock 

and Belyakov, 2005). IZ má karcinogenní účinky na lidský organismus, a navíc 

vyvolává celou řadu biologických účinků v závislosti na fyzické povaze, dávkách  

a době expozice (Pernot et al., 2012; United nations, 2010). K nejcitlivějším buňkám 

IZ patří ty, co podléhají rychlému dělení. Ze somatických buněk to jsou 

hematopoetické kmenové buňky a kmenové buňky gastrointestinálního traktu 

(GIT), ze zárodečných to jsou spermatocyty (Chao, 2007; Donnelly et al., 2010). 

Účinky IZ můžeme rozdělit na deterministické a stochastické a podle nástupu 

projevu na časné (akutní), které se dostavují ihned po ozáření a pozdní (chronické), 

jenž se nemusí projevit několik týdnů, měsíců až roků po ozáření (obr. 1.1) 
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Obr. 1.1 Přehled účinků po ozáření u člověka (Rydlová, 2021) 

 

Stochastické účinky 

Stochastické účinky jsou označovány termínem „bezprahové“, kde se předpokládá, 

že pravděpodobnost jejich vzniku po expozici IZ se úměrně zvyšuje s dávkou.  

To znamená, že se nezvyšuje závažnost účinků se vzrůstající dávkou, jak je tomu  

u deterministických účinků, nýbrž pravděpodobnost jejich projevu. Míra poškození 

tedy není bezprostředně závislá na dávce (Blakely, 2000). Jakákoliv dávka, i malá,  

je spojena s určitým rizikem vzniku, a proto byl tento účinek definován jako 

stochastický, což znamená „náhodný, nebo statistické povahy“ (Trott and Kamprad, 

2006). Vlivem náhodného efektu poškození organismu při kontaktu s IZ nemůžeme 

určit, které buňky a geny budou poškozeny a jaký bude jejich další vývoj. Nádorové 

onemocnění, nebo genetické změny postihnou určité procento lidí po expozici dané 

dávce, ale nelze určit u koho se poškození projeví. Navíc se účinky jednotlivých 

expozic v průběhu let sčítají a v důsledku toho se nerozlišuje počet expozičních 

frakcí, ale konečná dávka. Nezáleží kolik mutací během působení expozic vzniklo, 

ale které konkrétní mutace se nádorovým buňkám podařilo naakumulovat. Tyto 

účinky se mohou projevit i při poškození jedné buňky, nebo malého počtu buněk  

v důsledku zachování schopnosti dělení (Blakely, 2000; Havránková, 2020). 
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Stochastické účinky nevznikají bezprostředně po ozáření, ale projeví se za delší 

časový interval (nejčastěji 5–20 let) a jsou ovlivněny věkovou kategorií (Vladan, 

2013). Uvádí se, že děti a mladiství jsou k IZ a projevům stochastických účinků 

vnímavější než dospělí a starší lidé. Tato teze je ovlivněna časovým faktorem,  

kdy manifestace nádorů od ozáření stoupá s časem. Děti a mladiství mají více času 

na jejich projevení než starší lidé. Dalším faktorem je větší intenzita dělení buněk  

v mladším věku v důsledku růstu a vývoje organismu (“ICRP 103,” 2007). 

Pravděpodobnost vzniku projevu stochastických účinků představuje lineárně 

bezprahový model (LNT – linear non-treshold), kde pravděpodobnost jejich vzniku 

roste s absorbovanou dávkou. Některé experimentální studie poukazují na jinou 

povahu křivek v oblasti nízkých dávek. Jednou z variant je hypersenzitivita,  

která se vlivem vedlejších účinků škodlivého charakteru projeví zvýšením rizika 

karcinogeneze. Opakem je hyposenzitivita, která se projevuje snížením počtu 

poškozených buněk, což vede k teoretickému snížení rizika vzniku karcinomu. 

Poslední variantou je hormeze, která se projevuje menší úmrtností buněk s rostoucí 

dávkou v oblasti nízkých dávek (Averbeck, 2010; Havránková, 2020). Povaha účinků 

a vlastnosti LNT modelu (obr. 1.2) znemožňuje odvodit hranici mezi bezpečnou  

a nebezpečnou expozicí čímž stěžuje klasifikaci kontroly radiačních rizik (“ICRP 

103,” 2007). 

 

Obr. 1.2 Grafické zobrazení závislosti vzniku stochastických účinků na dávce. 

Experimentální studie uvádí kromě bezprahové lineární závislosti (b)  

i hypersenzitivitu (a), hyposenzitivitu (c) a hormezi (d) (Rydlová, 2021) 
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Deterministické účinky 

Mezi prvními pozorovanými biologickými účinky IZ byly deterministické účinky, 

které se projevili jako popáleniny na kůži radiografů. S nástupem radioterapie  

a objevem neutronů docházelo k deterministickým projevům i u pacientů 

v důsledku špatného odhadnutí dávky. Nejvíce poznatků o působení IZ a vzniku 

těchto účinků bylo získáno z radiačních havárií a útoků prostřednictvím atomových 

bomb. Deterministické účinky se obecně objevují pouze po akutní expozici vysokým 

dávkám (většinou >0,1 Gy) a jsou charakterizovány nelineární odezvou  

na dávku s prahovou dávkou, pod kterou není účinek pozorován  

(Edwards and Lloyd, 1998; Little, 2003).   Chronické příznaky záření se vyskytují  

u jedinců, kteří byli dlouhodobě vystaveni IZ většinou v malých dávkách  

(Pellmar et al., 2005; Reeves and Ainsworth, 1995).  

Při akutním poškození se příznaky dostavují ihned po ozáření a pozdní následky 

se většinou objevují po několika měsících až rocích (Dörr and Hendry, 2001). Bylo 

popsáno, že IZ postihuje v závislosti na dávce a typu záření nejčastěji kůži, 

hematopoetický, gastrointestinální a cerebrovaskulární systém (Chao, 2007).  

K hematopoetickým, gastrointestinálním a neurovaskulárním syndromům může 

dojít při celotělovému ozáření nebo při zasažení části těla velkou dávkou  

(Berger et al., 2006). Mezi hlavní příčiny poškození organismu po vystavení IZ patří 

narušení přirozené imunitní bariéry, která za normálních okolností nedovolí 

propuknutí infekce. Po ozáření je bariéra narušena a mezi vstupní brány infekce 

patří zejména kůže, dýchací cesty a GIT. Vhodná imunitní odpověď na patogeny je 

utlumena a přirozená mikrobiální flóra ve střevech se narušuje, což vede 

k uvolňování toxinů místními patogeny a celý proces vede k systémové infekci, šoku 

a následně k smrti (Brook et al., 1988).  Syndrom akutního ozáření  

(ARS - Acute Radiation Syndrome) (tab. 1.1) je způsoben vysokou expozicí IZ  

za krátký časový úsek (Donnelly et al., 2010). Literatura rozděluje ARS na tři hlavní 

syndromy podle dávky a zasažené oblasti: hematopoetický syndrom (>1 Gy), 

gastrointestinální (>12 Gy) a neurovaskulární (> 20-30 Gy)  

(López and Martín, 2011; Singh et al., 2016). 
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Symptomy 

Stupeň ARS a dávka celotělové expozice 

Mírné 
(1-2 Gy) 

Střední 
(2-4 Gy) 

Vážné 
(4-6 Gy) 

Velmi vážné 
(6-8 Gy) 

Letální 
(>8 Gy) 

Objevení 
prvních 
příznaků 

2 h a déle po 
expozici 

1-2 h Do 1 h Do 30 min Do 10 min 

Průjem není není mírný těžký těžký 

Teplota normální zvýšená horečka 
vysoká 
horečka 

vysoká 
horečka 

Vědomí bez změny 
bez 
změny 

bez změny se změnou 

se ztrátou, 
která trvá 
sekundy až 
minuty 

Bolest hlavy nepatrná mírná střední velká velká 

Počet 
leukocytů na 
mm3 

<3000 <2000 <1000 <500 <100 

Tab. 1.1 ARS příznaky podle dávky (Berger et al., 2006; Donnelly et al., 2010) 

 

Mezi pozdní somatické účinky po expozici IZ patří karcinomy a leukemie. Mezi 

nejčastější projevy v důsledku expozice IZ patří akutní leukemie, chronická 

myeloidní leukemie, dlaždicobuněčný a malobuněčný karcinom plic, spinaliom  

a bazaliom epidermis, nádory štítné žlázy a prsu. Častým pozdním účinkem  

po zasažení IZ je leukemie, která může vzniknout následkem jedné velké dávky 

ozáření, nebo několika menších dávek (Slouka, 1959). Nejvýznamnější poznatky  

o vzniku leukemie a jiných zdravotních komplikací po kontaktu s IZ byly získány  

při jaderných haváriích a útocích (Černobyl, Hirošima, Nagasaki, Fukušima)  

(Folley et al., 1952). Při vyšších dávkách hrozí až z 10 % riziko výskytu nádorového 

onemocnění a dědičných chorob (Baverstock, 2008). Na vývoj onemocnění má vliv  

i míra expozice, která vede ke zvýšení rychlosti mutací (Barber and Dubrova, 2006; 

Hanahan and Weinberg, 2000), což vede k nárůstu velikosti již přítomných nádorů 

(Little, 2000). Jejich vznik a nekontrolovatelné množení rakovinotvorných buněk je 

způsobeno nadměrnou proliferací buněk v orgánu vlivem poškození, které vzniklo 

v důsledku genových či genomových mutací a chromozomových aberací  

(Trott and Kamprad, 2006). Při vzniku mutací, které vedou k nádorovému bujení, 

nemusí ale vzniknout maligní nádor. Imunitní systém organismu je účinný a většinu 

poškozených buněk zničí. Kritická situace nastává v momentě poškození DNA  
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v určitých genech, tzv. protoonkogenech, podílejících se na stimulaci buněčného 

dělení. Následkem mutace se protoonkogeny mění na onkogeny, které jsou 

zodpovědné za nekontrolovatelné dělení buněk (Havránková, 2020). Klasifikovat 

riziko vzniku karcinomu po expozici IZ je velmi obtížné vzhledem k tomu, že není 

určena hranice dávky, po které karcinom s jistotou vznikne (Kamiya and Sasatani, 

2012). Pokusy na zvířatech a epidemiologické studie na lidech ukázaly, že pokud je 

dávka záření rovna, nebo vyšší než 100 mSv, je pozorováno zvýšené riziko vzniku 

rakoviny. Tím lze říci, že čím vyšší dávce je jedinec vystavem, tím je u něho vyšší 

procento vzniku karcinomu. Vztah mezi malou dávkou IZ a účinkem není přesně 

stanoven vzhledem k vysoké četnosti přirozeně se vyskytujících karcinomů (Trott 

and Kamprad, 2006). K orientačnímu hodnocení vzniku karcinomu se tak využívá 

doba latence, tedy doba projevu poškození od ozáření, která je u různých typů 

nádorů rozdílná. Udává se, že pro leukemii je medián doby latence 8 let, ale u jiných 

může být tento interval delší, až 15-25 let. Nejkratší doba mezi ozářením  

a manifestací nádoru byla zaznamenána u akutní myeloidní leukemie a kostního 

sarkomu a je udávána jako 2 roky. Předpokládá se, že riziko vzniku rakoviny 

přetrvává po expozici po celý život (Council et al., 2006). Při studiu populace 

vystavené nízkým dávkám je potřeba zohlednit důležité faktory životního stylu, jako 

je kouření cigaret a expozice rentgenovému záření v lékařských zařízeních,  

které mohou zkreslit výsledky (Boice, 2012). Speciální skupinou jsou karcinomy  

u dětí. Typickým příkladem je Černobylská jaderná havárie, kdy se zvýšil podíl dětí 

s výskytem rakoviny štítné žlázy (Kumar and De Jesus, 2022). Vzhledem  

k podobným klinickým příznakům nádorů vzniklých spontánně, nebo důsledkem 

expozice IZ nelze s jistotou konstatovat původ vzniku. Na vzniku karcinomu  

se mohou podílet i jiné negativní vlivy, které zahrnují vystavení se toxickým látkám, 

kouření, požití alkoholu atd. Radiace jenom zvyšuje riziko vzniku těchto 

onemocnění v organismu. Karcinom po expozici IZ nemusí vzniknout v místě 

ozáření, ale většinou je okalizován v tkáních, které jsou vnímavé k IZ. Mezi 

nejcitlivější patří kostní dřeň, žaludek, tlusté střevo, plíce a mléčná žláza (Vladan, 

2013).  

 Současný přístup k léčbě pacientů po radiačním poškození je založen na anamnéze, 

symptomatologii a výsledcích laboratorních vyšetření. Při hromadných jaderných 
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událostech je pro lepší efektivitu a rychlejší zásah důležité třídit poškozené podle 

míry zasažení a stavu (Berger et al., 2006).    

 

1.1.2 Dráhy působení IZ na organismus a buňky 

IZ má vliv na aktivaci imunitního systému. Účinky vysokých dávek jsou většinou  

pro organismus fatální, ale expozice nízkým dávkám mohou trvale změnit imunitní 

odpověď. Projevem může být rychlejší imunitní senescence a tím časný nástup 

rakoviny a degenerativních poruch souvisejících s věkem. Na druhou stranu 

radioterapie s využitím nízkých dávek má své příznivé účinky u chronických  

a degenerativních onemocnění (Lumniczky et al., 2021). Současné terapeutické 

použití IZ je sice účinné, ale má i svá rizika v podobě radiační toxicity a existence 

radiorezistentních nádorů.  

Vystavení DNA ionizujícímu záření může přímo vyvolat oxidaci prostřednictvím 

deprotonace nebo odstranění elektronů (Santivasi and Xia, 2014). Poškození DNA  

i celé buňky se organismus snaží vyhnout svými reparačními mechanismy během 

buněčného cyklu. Pokud nedojde při exogenním poškození k úspěšné korekci  

a navození buněčného cyklu, nastupuje apoptóza.  Při selhání apoptózy se chyby 

v DNA šíří prostřednictvím mutací do dalších buněčných linií (Dasika et al., 1999).  

K tomuto poškození může dojít v důsledku přímého účinku na molekuly DNA,  

což představuje 30-40 % všech případů záření. Poškození DNA vlivem volných 

radikálů, představuje 60-70 % všech případů záření (Ward, 1988). 

Poškození DNA vyvolané IZ aktivuje kaskádu signálních drah, které řídí zastavení 

buněčného cyklu, opravu DNA, a osud buňky. Jednou z nich je signalizační kaskáda 

p53, která se podílí na nasměrování buněk s poškozenou DNA k zástavě buněčného 

cyklu, navázání reparačních procesů, popřípadě k apoptóze (Orre et al., 2007). 

Předpokládá se, že mutantní formy p53 by mohly vést k odolnosti buněk vůči 

poškození DNA. Tento fakt byl publikován v experimentální práci Leeho  

a Bernasteina (Lee and Bernstein, 1993). Mezi nejzávažnější formu poškození DNA 

patří dvouvláknové zlomy vzniklé v důsledku IZ a většinou jsou opravovány cestou 

homologní rekombinace (HR), nebo cestou nehomologního spojování konců (NHEJ) 

(Santivasi and Xia, 2014; Wang et al., 2020). HR je velmi využívanou metodou  pro 

opravu poškozené DNA v savčích buňkách. Reparace DNA probíhá během pozdní  

S fáze a končí ve fázi G2 buněčného cyklu. Při nedostatku proteinů účastnících  
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se HR přichází na řadu oprava pomocí NHEJ, která přímo spojuje dva konce DNA. 

Oproti předchozí metodě je náchylnější k chybám a přispívá k nestabilitě genomu 

a hromadění spontánních a poškozením indukovaných chromozomálních aberací 

(Cruz-Becerra and Kadonaga, 2020; Liang et al., 1998). Metoda NHEJ je iniciována 

vazbou heterodimeru Ku, který disponuje dvěma polypeptidy Ku70 a Ku80, na konci 

řetězce DNA. Jeho vazba na DNA je nezávislá na sekvenci a hlavní funkcí je ochrana 

obou dvouvláknových konců poškozené DNA. Navíc se podílí na aktivaci katalytické 

podjednotky DNA-PKcs (fosfatidylinositol-3-kináza), která interaguje se strukturně 

specifickou nukleázou Artemis jejíž hlavní funkcí je štěpení poškozených konců 

DNA. Ku má na sobě specifická místa pro navázání DNA ligázy IV spolu s kofaktorem 

XRCC4 a XLF, které se účastní procesu ligace (Wang et al., 2020; Woodbine et al., 

2014). 

 

1.1.3 Reaktivní formy kyslíku 

V důsledku vystavení buněk IZ dochází k redoxně-oxidačním dějům,  

které se podílejí na změně buněčné struktury prostřednictvím přímých interakcí 

záření s cílovými makromelokulami nebo nepřímo, prostřednictvím produktů 

radiolýzy vody a účinkům reaktivních forem kyslíku (Azzam et al., 2012). Reaktivní 

formy kyslíku jsou skupinou vysoce reaktivních molekul obsahující aspoň jeden 

atom kyslíku a jeden nebo více nepárových elektronů. Hrají četné role při regulaci 

fyziologických funkcí živých organismů včetně udržování normální buněčné 

homeostázy i prostřednictvím metabolického vzplanutí v boji proti patogenům.  

ROS jsou v organismu produkovány nejen po vystavení exogennímu stresu,  

ale i endogenně v různých organelách. Do této skupiny patří volné kyslíkové 

radikály, např. superoxidový aniontový radikál, hydroxylový radikál, 

hydroperoxylový radikál, kyslík a také volné dusíkové radikály. Za fyziologicky 

normálních podmínek při buněčných procesech jako jsou zánětlivé procesy  

a aerobní dýchání vzniká malé množství ROS. Jejich výskyt v organismu je přirozený 

a průběžně dochází k odstraňování volných radikálů z těla.  Jsou považovány  

za signální molekuly, které se účastní diferenciace a apoptózy buněk, čímž přispívají 

k přirozenému stárnutí buněk.  Podílí se také na baktericidní a bakteriostatické 

aktivitě či svalových kontrakcích (Jakubczyk et al., 2020). Expozice vysokým 

dávkám IZ vede k produkci velkého množství ROS v buňkách, které jsou pro okolní 
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prostředí i buňku škodlivé. Biologické účinky mohou vést k poškození DNA  

a různým buněčným reakcím, včetně zastavení buněčného cyklu, senescence, 

apoptózy a případně rakoviny (Lehnert and Iyer, 2002; Srinivas et al., 2018).  

Při působení nízkých dávek je monitorování ROS komplikovanější. Narayanan  

a kolektiv uvádí, že i lehké navýšení nízkých hladin ROS může zaktivovat 

metabolické dráhy, které by za normálního stavu byly nečinné. Takové tvrzení bylo 

prokázáno ozářením lidských buněk nízkou dávkou 1cGy, která způsobila nárůst 

intracelulárních superoxidových aniontů a peroxidu vodíku prostřednictvím 

aktivace NADPH/NADH oxidázy (Narayanan et al., 1997).  K reaktivním formám 

kyslíku kromě již zmiňovaných, patří hydroxylové radikály a oxidy dusíku. Reakce 

těchto látek s biomolekulami lipidů, proteinů a DNA může vést k produkci dalších 

reaktivních molekul škodlivých svými účinky na organismus (Sies and Jones, 2020). 

Na ovlivnění vzniku ROS má zásadní vliv radiosenzitivita. V případě jejího snížené 

dochází ke změně odezvy na IZ (Ueno et al., 1996).  

 

1.2 Biomarkery radiačního poškození 

Pojem biomarker je definován jako vlastnost, která indikuje normální biologické 

procesy nebo patogenní procesy, či reakci na expozici a intervenci. Diagnostické 

biomarkery se používají k určení zdravotního stavu pacienta, u kterého může být  

na základě toho indikována léčba (FDA-NIH Biomarker Working, 2021). Biomarkery 

tedy ideálně představují citlivé a specifické ukazatele onemocnění a své uplatnění 

nachází v odvětví medicíny zejména při výběru vhodného léčebného postupu 

(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Vhodné biomarkery onemocnění by 

měly disponovat určitými vlastnostmi, jako je rychlá reakce na změnu stavu 

onemocnění a terapii, měly by mít vysokou specifitu a senzitivitu, a také by měly být 

opakovaně reprodukovatelné za standardních podmínek (Aronson and Ferner, 

2017). Zájem o hledání biomarkerů, které mohou posloužit jako indikátory 

onemocnění se v posledních letech zvýšil (Fiehn, 2002).  

Biomarkery související s radiačním poškozením lze rozdělit na časné a pozdní.  

Časné biomarkery radiačního poškození jsou důležité při různých nehodách  

či teroristických událostech, ve kterých je předpoklad vystavení velkého počtu lidí 

IZ neznámé intenzity. Tyto biomarkery by mohly být přínosem při třídění, léčbě  

a hodnocení radiační toxicity postižených lidí (Guipaud, 2013; Pernot et al., 2012). 
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Při výběru ideálních časných biomarkerů se musí zohlednit jejich charakteristické 

vlastnosti jimiž jsou specifita, citlivost, reprodukovatelnost a variabilita v populaci. 

S tím souvisí i možnost rychlého a neinvazivního odběru vzorku. Primární 

nevýhodou tkáňových biologických vzorků je způsob jejich získávání (biopsie, 

pitva), proto se upřednostňují biologické vzorky jako je moč, sérum, plasma nebo 

sliny (Tapio et al., 2010). Pro lepší výsledek je dobré použít kombinaci biomarkerů, 

která v ideálním případě odstraní odchylky způsobené časovou prodlevou mezi 

odběrem a vyhodnocením (Ryan et al., 2007). Naopak biomarkery pozdních účinků 

lze použít k dlouhodobému hodnocení zdravotního stavu osob, které byly 

v minulosti vystaveny IZ (Pernot et al., 2012).  

V současné době se k predikci obdržené dávky v prvních osmi hodinách  

po ozáření používá algoritmus založený na kinetice lymfocytů (Goans and 

Waselenko, 2005). Osvědčenou metodou označovanou za zlatý standard pro odhad 

dávky ozáření je analýza dicentrických chromosomů (Romm et al., 2011). Tato 

metoda je citlivá a díky tomu dokáže stanovit i expozici malé dávky ozáření. 

I tento postup má své limity v podobě časové prodlevy při získávání výsledků, nízké 

kapacity a nepoužitelnosti po určité uplynulé době od expozice. Při obdržení vyšší 

dávky nastává problém s nalezením buněk v mitóze, kde se dicentrické 

chromozomy vyhodnocují (IAEA, 2011). Pro lepší identifikaci a kvantifikaci IZ se tak 

používají techniky, které čerpají z poznatků zejména metabolomiky, genomiky  

a proteomiky (Donnelly et al., 2010; Tapio et al., 2010).  

Při hledání proteomických biomarkerů v plasmě je zásadní úprava odebraného 

vzorku. Proteom plasmy je velmi bohatý s dynamickým rozsahem jednotlivých 

proteinů a postranslačních modifikací. Navíc tyto biologické materiály jsou 

obohaceny o přítomnost lipidů, solí a dalších metabolitů, které by mohly 

představovat problém při analýze v podobě zkreslení výsledků. Odstranění těchto 

nepotřebných metabolitů a kontaminantů je  žádoucí před samotnou separací 

(Pietrowska et al., 2019). Vzhledem k dynamyčnosti celého proteomu mají různé 

proteiny rozdílné zastoupení. Koncentrace potenciálních biomarkerů specifických 

pro onemocnění je většinou v plasmě velmi nízká a jejich detekce je narušena 

dominancí albuminů, imunoglobulinů a dalších vysoce zastoupených plasmatických 

proteinů. Proto analýza kandidátních biomarkerů ve vzorcích plasmy často 

vyžaduje depleci abundantních proteinů, včetně vysoce zastoupeného albuminu  
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v zájmové frakci. Odstraněním vysoce zasoupených proteinů by mělo být úplné  

a reprodukovatelné (Fountoulakis et al., 2004).  

Tato úprava vzorků plasmy je při proteomické analýze založené na hmotnostní 

spektrometrii (MS) zásadní. Ve vzorku plasmy se nachází velký rozsah koncentrací 

proteinů s 22 nejhojněji zastoupenými, které v lidské plasmě tvoří až  

99 % celkové hmotnosti bílkovin, čímž dochází k potlačení peptidových iontů 

pocházející z nízko zastoupených proteinů. Tyto proteiny s nižším zastoupením  

se obvykle nacházejí v rozmezí nanogramů na mililitr a většinou netvoří více než  

1 % hmotnosti plasmatických bílkovin (Tu et al., 2010). Jejich detekce je tak často 

náročná a nespolehlivá (Pietrowska et al., 2019). K těmto účelům se používají různé 

depleční techniky včetně komerčně dodávaných deplečních kolon, které sníží podíl 

abundantních proteinů a zvýší tak citlivost pro detekci specifických proteinů 

cílených analýz. Nevýhodou deplecí je možná ztáta vzorku a špatná strategie,  

která může vést k odstranění některých necílených a z experimentálního pohledu 

zajimavých proteinů (Bellei et al., 2011).  

 

1.3 Metabolomika a ionizující záření 

Metabolomika je jednou z nových vědních disciplín, která se zabývá analýzou všech 

metabolitů v buňce (identifikace i kvantifikace). Jedná se zpravidla o menší 

molekuly o velikosti 50-150 Da (Menon et al., 2016) jako jsou cukry, aminokyseliny, 

organické kyseliny, nukleotidy a lipidy (Dunn et al., 2005). Metabolity se dají 

považovat za konečné produkty buněčných regulačních procesů a jejich množství  

je regulováno biologickými systémy jako odpověď na genetické a environmentální 

změny (Fiehn, 2002). Mezi hlavní výhody sledování vybraných metabolitů  

při zjištění dávky IZ patří fakt, že jejich hladina závisí pouze na dávce IZ, nikoliv  

na genetickém profilu u něhož se změny po ozáření projeví o něco pomaleji  

(Lee et al., 2012). Analýza metabolomu spočívá zejména ve využití technik 

molekulární spektroskopie a MS. Zvýšení citlivosti uvedených metod a jejich 

selektivity lze docílit využitím plynové, nebo kapalinové chromatografie, která 

rozdělí analyzovanou směs látek podle předem daných kritérií (Nicholson and 

Wilson, 2003). Zkoumání metabolických markerů indukovaných IZ je možnou 

neinvazivní metodou při zjišťování obdržené dávky (Tyagi et al., 2020). Aktuální 

humánní metabolomické studie uvádí zvýšenou hladinu po ozáření u valinu, 
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alaninu, argininu, taurinu, thymidinu, N-hexanoglycinu a glutathionu (Patterson et 

al., 2010; Xiao et al., 2016). Tyagi a kol. shledali největší rozdíl mezi kontrolními  

a ozářenými vzorky u metabolitů taurinu, citrátu, fumarátu a α-ketoglutarátu  

při ozáření 7.5 Gy (Tyagi et al., 2020). Zvýšení hladiny u valinu  

a fenylalaninu potvrdila studie Pannkuka a kol. (Pannkuk et al., 2019). 

 

1.4 Genomika a ionizující záření 

Genomika používá pro studium rozdílů v expresi genů daných ozářením metody 

jako jsou polymerázová řetězová reakce (PCR), DNA čipy, sériová analýza genové 

exprese přenos a detekce specifických úseků DNA a RNA (Southern  

a Northern blot) (Griffiths, 2018; Nallari, 2020; Taniguchi et al., 2001).  

U mnoha genů dochází ke zvýšené, nebo snížené regulaci jejich exprese  

po vystavení IZ. Sledování míry genové exprese v lymfocytech periferní krve 

představuje alternativní metodu v radiační biodozimetrii (Amundson et al., 2000). 

Při zjišťování procesu genové exprese je genetická informace sledována ve formě 

finální struktuy proteinů, sekvenci cDNA a mRNA (McAdams and Arkin, 1997). 

Kabacik et al. se ve své studii zaměřili na expresi 20 genů z B-lymfoblastoidní 

buněčné linie od 15 dárců. Využili metodu DNA čipů, díky které určili celkem 4 geny 

(Sestrin 1 (SESN1), Growth Arrest And DNA-Damage-Inducible 45 Alpha 

(GADD45A), Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A (CDKN1A) a  Cyclin G1 (CCNG1))  

podléhající změnám při zasažení IZ   (Kabacik et al., 2011). V jiné studii analyzovali 

13 genů  senzitivních k ozáření z nichž je 12 regulováno proteinem p53, konkrétně 

geny BCL2 Binding Component 3 gene (BBC3), Damage Specific DNA Binding 

Protein 2 (DDB2), Ferredoxin Reductase (FDXR), GADD45, Mouse Double Minute  

2 gen (MDM2), Myelocystomatosis Proto-Oncogene (MYC), Proliferating Cell 

Nuclear Antigen (PCNA), CDKN1A a CCNG1 (Oh et al., 2012). V jiné studii, kde byla 

použita metoda DNA microarray a následně pro validaci výsledků kvantitativní 

polymerázová řetězová reakce (qRT-PCR Quantitative Reverse Transcripton 

Polymerase Chain Reaction) byly identifikovány již 4 zmiňované geny z předchozího 

výzkumu (CDKN1A, DDB2, CCNG1 a GADD45A)(Amundson et al., 2004). Budworth 

et al. se ve své studii zaměřili na 40 genů, které souvisí se změnou při zasažení IZ. 

Izolovali mRNA a s pomocí RT-PCR zjistili, že u ex vivo ozářené lidské krve byla 

hladina těchto 8 genů PCNA, Xeroderma pigmentosum complementation group C 
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(XPC), DNA Polymerase Eta (POLH), GADD45A, DDB2, BBC3, FDXR a CDKN1A vyšší 

než ve vzorcích před ozářením (Budworth et al., 2012). 

 

1.5 Proteomika a ionizující záření 

Ačkoliv je proteomika de facto součástí oboru genomiky, je v této práci  

pro přehlednost řešena v samostatné kapitole. Proteomika se zabývá studiem 

struktury, vlastností a funkcí od jednotlivých proteinů až po celý proteom 

(Patterson and Aebersold, 2003). Proteomická analýza zahrnuje separační  

a identifikační metody, mezi které patří například gelová elektroforéza, různé 

chromatografické metody, western blot a MS (Bantscheff et al., 2007). V současné 

době je MS vyspělým nástrojem, který může poskytnout cenné informace  

o biochemických mechanismech, které regulují buněčné procesy (Makawita and 

Diamandis, 2010; Tapio et al., 2010). Existuje již velké množství literatury,  

která se zabývá aplikací proteomických metod v mnoha různých oblastech 

klinického a biochemického zájmu, včetně patogeneze, vývoje, prevence a léčby 

široké škály onemocnění (Hochstrasser, 1997). V klinické praxi se při hodnocení 

zdravotního stavu koncentrace jednotlivých bílkovin v plasmě stanovuje běžně. 

Proteiny v lidské plasmě jsou vhodnými kandidáty v diagnostice onemocnění  

a terapeutickém monitorování. V jakémkoli vzorku plasmy se mohou nacházet 

kromě klasických plasmatických proteinů i proteiny tkáňové, pocházející  

z poškozené tkáně. Podle toho lze rozdělit proteiny do tří kategorií. První kategorie 

obsahuje hojně zastoupené proteiny, které zastávají v krvi různé funkce. Mezi  

ně se řadí proteiny koagulační kaskády a akutní fáze vrozené imunitní odpovědi, 

lidský sérový albumin a apolipoproteiny, které mají zásadní úlohu v transportu  

a homeostáze lipidů. Do druhé kategorie patří tkáňové proteiny bez specializované 

funkce v oběhu, ale mohou sloužit k diagnostice patologických stavů. Příkladem jsou 

enzymy, jako je aspartátaminotransferáza a alaninaminotransferáza,  

které se používají k diagnostice jaterních onemocnění. Poslední kategorií jsou 

signální molekuly jako jsou hormony a cytokininy, které se v plasmě vyskytují 

v minimálním množství (Geyer et al., 2017). 

V posledních 5 letech je izolování proteinů z plasmy a jejich následná analýza 

pomocí MS velmi žádanou metodou k identifikování nových biomarkerů  

(Ignjatovic et al., 2019). Různé orgány a tkáně mohou reagovat na vystavení IZ 
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například změnou hladiny některých proteinů nebo změnami v následných 

posttranslačních modifikacích. Proto MS našla uplatnění i v biodozimetrii  

při hodnocení zdravotního stavu obyvatelstva po expozici IZ. Proteinové 

biomarkery získané z biologických vzorků mohou tedy posloužit k orientačnímu 

posouzení radiační dávky.  (Sproull et al., 2019). 

Například podle studie Srivastava a kol. se po ozáření změnila hladina těchto 

proteinů: integrin-linked kinase (ILK), tubuli alpha-4A chain (TUBA4A), 

glyceraldehyd 3-phospate dehydrogenase (GAPDH) po ozáření dávkou 11 Gy 

(Srivastava et al., 2015). Lee a kolektiv identifikovali top 4 kandidátní biomarkery 

po ozáření: proteiny FDXR, DDB2, Actinin alpha 1 (ACTN1) a Bcl-2-associated X 

protein (BAX) (tab. 1.2) (Lee et al., 2018). 

Při hledání a stanovení nových proteomických biomarkerů se obecně využívá 

strategie tří fází. V první řadě dochází k detekci a identifikaci všech proteinů 

obsažených v biologickém materiálu metodou vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC – High-Performance Liquid Chromatography) ve spojení 

s tandemovou hmotnostní spektrometrií (MS/MS) (Matthiesen and Bunkenborg, 

2013). Druhou fází trojúhelníkové strategie je cílená proteomika, při níž se vybere 

relativně malý počet proteinů. Nejrozšířenější metodou verifikace za použití MS je 

monitorování více reakcí (PRM). Pro každý protein se vybere sada vhodných 

peptidů, které jsou při eluci fragmentovány. Sledováním několika fragmentů daného 

peptidu lze dosáhnout citlivé a specifické kvantifikace i u hmotnostních 

spektrometrů s nízkým rozlišením (Abbatiello et al., 2015). Pro absolutní 

kvantifikaci je zapotřebí vnitřních standardů, které představují izotopicky značené 

verze sledovaných peptidů. Poslední fází často je validace pomocí imunoanalýz. Tato 

metoda má ovšem pár omezení, které souvisejí s rozpoznáváním antigenu  

a protilátky.  Interferece s metabolity nebo strukturně podobnými látkami, zkřížená 

reaktivita a nespecifičnost testů patří mezi ty nejvýznamnější. Dalším negativem je 

omezené množství dostupných testů na trhu. I přes tyto nevýhody jsou často 

používány pro jejich jednoduchost, rychlost získání výsledku a automatizaci  

(Wild, 2013). 
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Tab. 1.2 Tabulka proteomických markerů vztažených k určité dávce a organismu 

publikovaných v radiobiologické literatuře. ACTN1 = actinin alpha 1, ATM = serine 

protein kinase, BAX = bcl-2-associated X protein, CDK4 = cyclin dependent kinase 4, 

CDKN1A = cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A, DDB2 = damage Specific DNA 

Binding Protein 2, FDXR = ferredoxin reductase, Flt3L = Fms related tyrosine kinase 

3 ligand, GNMT = glycine N methyltransferase, GSTA3 = glutathione S transferase 

A3, IL-18 = interleukin 18, IL -6 = interleukin 6, Ku70 = X-ray repair cross 

complementing protein, MYC = myc protooncogene protein, NPM =  nucleophosmin 

(Kultová 2021).  

 

1.6 Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnosntní spektrometrie je rychlá, citlivá a destruktivní analytická technika, 

která se využívá k detekci a determinaci daného analytu. Je nepostradatelnou 

součástí mnoha vědních oborů zahrnujících medicínu, farmacii, biochemii, chemii  

a tvoří důležitý nástroj pro výzkum právě v oblasti proteomiky (Beuhler et al., 1974; 

Enjalbal et al., 2000; Han et al., 2008; Watson and Sparkman, 2007).  

Počátek této metody spadá do 80. až 90. let 20. století. (Fenn et al., 1989; Ong and 

Mann, 2005; Watson and Sparkman, 2007). MS je založena na principu převedení 

molekul na plynné ionty, které jsou následně rozděleny podle poměru hmotnosti  
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a náboje (m/z). U jednotlivě nabitých iontů se měří odezva jejich trajektorií 

v elektrickém a magnetickém poli, výsledkem je záznam hmotnostních spekter 

(Beuhler et al., 1974; Niessen, 2006).  

Hmotnostní spektrometry se skládají ze tří hlavních částí: iontového zdroje,  

který přeměňuje molekuly analytu na plynnou fázi, hmotnostního analyzátoru,  

který separuje ionizované analyty na základě poměru m/z a detektoru, kde dochází 

k detekci iontů (Fenn et al., 1989). Existuje mnoho možných spojení,  

které kombinují jednotlivé iontového zdroje s hmotnostními analyzátory.  

V proteomice má největší uplatnění ionizace/desorpce laserem za přítomnosti 

matrice (MALDI – Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) ve spojení 

s analyzátorem doby letu (TOF – Time of Flight) a ionizace elektrosprejem  

(ESI – Electrospray Ionization) ve spojení s  kvadrupólem, orbitrapem či iontovou 

pastí  (O’Hair, 2006). 

MS v kombinaci s HPLC se díky svým neocenitelným vlastnostem jako je citlivost, 

přesnost a možnost zpracovat i komplexní směsi řadí mezi často využívané techniky, 

které jsou určené ke kvantitativní a kvalitativní analýze proteinů, resp. jejich 

peptidů (Pandey et al., 2000). 

 

1.6.1 Iontové zdroje 

Ionizace elektrosprejem  

 Ionizace elektrosprejem se stala účinnou šetrnou technikou, u které téměř 

nedochází k tvorbě fragmentových iontů, a tedy jsou téměř vždy pozorovány 

molekulové ionty.  Ve spojení s HPLC se stala jednou z nejčastěji využívaných 

ionizačních metod v proteomice (Ho et al., 2003). Jedná se o měkkou ionizační 

techniku, která se používá pro analýzu polárních látek, biomakromolekul a zejména 

proteinů resp. jejich peptidů (Fenn et al., 1989). Funguje na principu vnášení analytu 

z kovové kapiláry do iontového zdroje za atmosférického tlaku. Na kapiláru 

(elektrodu) je aplikováno vysoké napětí (2-5 kV), které způsobuje polarizaci 

rozpouštědla a seskupení iontů se stejným (kladným) nábojem na konci otvoru 

kapiláry (Kebarle and Tang, 1993). Vlivem vysokého napětí dochází k tvorbě 

Taylorova kužele, ze kterého se oddělují kapičky rozpouštědla spolu s analytem 

tvořící elektrosprej. Vlivem zvýšené teploty a sušícího plynu se rozpouštědlo 

odpařuje a tím se kapičky zmenšují (Bruins, 1998). Hustota náboje se postupně 
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zvyšuje až dojde k překročení kritického bodu (Rayleighův limit), kdy se kapičky 

rozpadají na menší o původním náboji (coulombická exploze). ESI tak snadno 

převádí ionty analytu z roztoku do plynné fáze, a ty následně vstupují  

do analyzátoru (obr. 1.3) (Ho et al., 2003). 

 

 

Obr. 1.3 Ionizace elektrosprejem (Rydlová, 2021) 

 

Ionizace laserem za účasti matrice  

Matricová laserová desorpce/ionizace byla vyvinuta na konci 80. let (Karas and 

Hillenkamp, 1988) a patří také mezi měkké metody ionizace. Tato metoda byla 

především vyvinuta k analýze proteinů a peptidů, ale postupem času našla uplatnění 

i ke stanovení dalších látek (Norková and Jaklová, 2013).  

Ke vzorku se přidává v nadbytku aromatická kyselina (matrice) bránící 

tepelnému rozkladu vzorku, který by nastal při přímé ionizaci (Vorm et al., 2002). 

Zkoumaná směs s matricí se nanese na kovovou destičku (obr. 1.4), nechá zaschnout 

a poté je ozářena nanosekundovými laserovými impulsy. Mezi nejběžnější matrice 

patří α-kyano-4-hydroxyskořicová kyselina, 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskořicová 

kyselina a 3-hydroxypikolinová kyselina. Dodáním energie jsou molekuly matrice 

excitovány a následně stabilizovány přenosem protonu na analyt. Při použití MALDI 

vznikají nejčastěji jednonásobně nabité ionty, méně často pak dvojnásobně  

a trojnásobně nabité (Dreisewerd, 2003; Wang et al., 2016).  
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Spojením ionizace typu MALDI a analyzátoru TOF vznikla metoda, která vyniká 

svojí citlivostí, rozlišením a rychlostí. Ionty analytu jsou po ionizaci urychleny 

elektrickým polem (25-30 kV) a přes kovovou mřížku vstupují do trubice detektoru 

letu, kde se pohybují rychlostí danou poměrem jejich hmotnosti a náboje 

(“Hmotnostní spektrometrie MALDI TOF,” n.d.).  

 

Obr. 1.4 Ionizace laserem za účasti matrice (Rydlová, 2021) 

 

Ostatní iontové zdroje 

Mezi nejnovější měkkou ionizační techniku patří fotoionizace za atmosférického 

tlaku (APPI – Atmospheric Pressure Photoionization), kde je vzorek nejdříve 

převeden do plynné fáze a následně jsou molekuly analytu podrobeny interakci 

s fotonem (Raffaelli and Saba, 2003). Na podobném principu je založena chemická 

ionizace za atmosférického tlaku (APCI – Atmospheric Pressure Chemical 

Ionization), která disponuje vysokou selektivitou a citlivostí (French et al., 1985). 

Principem metody je převedení vzorku do plynného skupenství a přenosu náboje 

prostřednictvím ionizovaných molekul reakčního činidla (Andrade et al., 2008).  

Za další měkkou ionizační metodu je považována desorpční ionizace elektrosprejem 

(DESI – Desorption Electrospray Ionization), při které je aplikována sprejovaná 

kapalina na povrch studovaného materiálu v určité vzdálenosti a úhlu. Při kontaktu 

iontů kapaliny se vzorkem dochází k desorpci iontů analytu a jejich vstupu  

do hmotnostního analyzátoru. Výhodou této metody je použití vzorku v původním 

stavu (listy, květy, tkáně) (Ranc et al., 2007; Venter et al., 2008). DESI spadá  
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pod neinvazivní metodu a v současné době je využívána k detekci a identifikaci 

výbušnin (Cotte-Rodríguez and Cooks, 2006). I když tyto metody mají určité výhody, 

v současné proteomice nemají až tak velký význam. APPI je vhodná pro analýzu 

nepolárních, labilních látek, v případě APCI až středně polárních sloučenin.  Obě 

metody se využívají při analýze léčiv, drog, pesticidů, lipidů, iontových sloučenin  

a dalších nestabilních látek (Holčapek et al., 2010).  

 

1.6.2 Hmotnostní analyzátory 

Ionty po vstupu do hmotnostního analyzátoru jsou rozděleny podle hodnoty 

poměru hmotnosti a náboje m/z (Rockwood et al., 2018). Pro proteomickou analýzu 

se používají hlavně čtyři typy hmotnostních analyzátorů: průletový, kvadrupólový, 

iontová past a orbitrap. Často jsou využívány jejich „hybridní“ varianty, které 

kombinují možnosti různých hmotnostních analyzátorů např: kvadrupól ve spojení 

s analyzátorem doby letu (Q-TOF), dva analyzátory doby letu za sebou (TOF-TOF), 

trojitý kvadrupól (QqQ) apod.    

 

Průletový (TOF) 

Průletový analyzátor měří dobu rychlosti letu iontů ve vakuu trubicí o dané délce. 

Separuje ionty na základě jejich hmotnosti a náboje (Domon, 2006). Po ionizaci jsou 

vzniklé ionty unášeny směrem na extrakční mřížku a v elektrickém poli (25-30 kV) 

dochází k jejich akceleraci do letové trubice. Předaná kinetická energie je úměrná 

m/z. V důsledku toho se ionty pohybují různou rychlostí a v lineárním módu 

dopadají na detektor v různých časech. Princip je založen na skutečnosti, že ionty 

s nižším m/z mají ve vakuu vyšší rychlost a dopadají na detektor dříve. K vyrovnání 

rozdílné kinetické energie se používá reflektron, který prodlužuje dráhu letu a tím 

snižuje rozdíl v čase od průletu analyzátorem až po dopad na detektor  

v (Cain et al., 1994; Huong et al., 2014). Reflektron zpomaluje pohyb iontů s větší Ek, 

které tak dopadnou na detektor současně s ionty s menší Ek (Rockwood et al., 2018).  

Tento typ analyzátoru má hned několik výhod: vysokou rychlost snímání, 

přesnost, citlivost, téměř neomezený rozsah m/z a vysoké rozlišení (Bucknall et al., 

2002).  TOF analyzátor je snadno spojován s různými ionizačními technikami. 

Nejčastějším uváděným příkladem bývá spojení s MALDI (obr. 1.5), které je často 

využívané pro kvalitativní analýzu peptidů, bílkovin a nukleových kyselin.  



34 

Své uplatnění tato technika našla i v mikrobiologických laboratořích, kde je 

aplikována při rychlé identifikaci a diagnostice patogenů (Croxatto et al., 2012). 

 

 

Obr. 1.5 Schéma MALDI ve spojení s TOF (Rydlová, 2021) 1-kovová destička, 2-

matrice, 3-analyt, 4-laser, 5-extrakční mřížka, 6-kruhové pole pro akceleraci 

analytu, 7- deflektory, 8-rozdělovač hmoty, 9-reflektor, 10-lineární detektor, 11-

reflexní iontový detektor 

 

Lineární kvadrupólový analyzátor (Q) 

Kvadrupólové hmotnostní analyzátory se díky svým vlastnostem řadí mezi 

nejpoužívanější v klinických laboratořích. Vynikají snadným použitím, cenovou 

dostupností a kompatibilitou s kapalinovou (LC – Liquid Chromatography)  

či plynovou chromatografií (Thomas, 2019). Kvadrupól obsahuje čtyři kovové tyče 

(elektrody), nejčastěji o kruhovém, nebo hyperbolickém průřezu, které jsou 

umístěny ve stejné vzdálenosti od středové osy. Vložené stejnosměrné  

a vysokofrekvenční napětí na elektrody způsobí průchod iontů jen  

o dané m/z na detektor (Havlíček and Tureček, 2020). Tyče uspořádané vedle sebe 

mají polaritu opačnou, protilehlé mají polaritu stejnou. Oscilační elektrická pole  

se používají ke stabilizaci a destabilizaci iontů. Ionty vstupující do analyzátoru 

disponují malou energií 5-10 eV a působením napětí se periodicky pohybují podle 

m/z kolmo na podélnou osu kvadrupólu. Ionty disponující stabilní trajektorií  

jsou detekovány a ionty s nestabilní trajektorií jsou vypuzeny, nebo zachyceny  

na tyčích kvadrupólu. Skenování iontů je umožněno až po horní hranici 4000 m/z 

(Douglas, 2009; Thomas, 2019). Hmotnostní spektrometr disponující jedním 

kvadrupólovým analyzátorem měří pouze ionty (intaktní nebo fragmentované) 
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přiváděné z iontového zdroje.  Na základě této vlastnosti je využití samostatného 

kvadrupólového analyzátoru velmi omezené. Tento nedostatek byl odstraněn 

uspořádáním více analyzátorů za sebou (Clarke, 2017). 

Zapojením tří kvadrupólů v řadě vznikne QqQ. Skládá se ze tří komponentů, kde 

první (Q1) a poslední část (Q3) slouží jako hmotnostní filtr k propuštění iontů  

o dané m/z. Prostřední část (Q2) představuje kolizní celu naplněnou plynem (He, Ar, 

N2) s nízkým tlakem, ve které dochází ke kolizi iontů plynu a analytu. Vzniklé 

fragmenty jsou přesouvány do Q3 a analyzovány. Tzv. tandemové uspořádání 

představuje tedy více zapojených analyzátorů za sebou  pro zajištění vysoké 

selektivity detekce. Dalším příkladem jsou hybridní hmotnostní spektrometry, 

kombinující výhody jednotlivých analyzátorů: Q-TOF, kvadrupólový analyzátor 

s orbitráln pastí (Q-OT), lineární iontová past s orbitrální pastí (LTQ-OT) a další 

(Andrews et al., 2011; Michalski et al., 2011).  

 

Iontová past  

Iontová past funguje na principu zadržování iontů pomocí napětí na elektrodách  

po určitý časový úsek a následně je analyzuje (March, 1997). Nezbytnou součástí  

je helium, které funguje na principu tlumícího plynu a umožňuje akumulaci iontů 

uvnitř pasti (Havlíček and Tureček, 2020). Nejběžnější typ iontové pasti, často 

označované jako Paulova past se vyrábí ve dvou různých geometrických 

uspořádáních: sférická (3D) nebo lineární (2D) (Berkeland et al., 1998).  

Lineární iontové pasti (LIT – Linear Iont Trap) jsou složeny ze 4 hyperbolických 

tyčí na jejichž koncích jsou umístěny elektrody, které umožňují uchovat ionty.  

Na ionty působí vysokofrekvenční střídavé napětí (RF) a axiálně stejnosměrné 

napětí (DC) (obr. 1.6) (Stafford et al., 1984). LIT se nejčastěji používá v pilotních 

studií, které jsou zaměřeny na kvalitativní identifikaci proteinů (Rockwood et al., 

2018). Sférická past se skládá ze tří elektrod: centrální prstencová elektroda, 

výstupní a vstupní koncová elektroda (obr. 1.7). Vstupní elektroda obsahuje menší 

středový otvor, skrz něj jsou ionty pulzně přivedeny do pasti. Ionty jsou zachyceny 

uvnitř pasti vložením vhodných poměrů napětí na elektrody. Výstupní elektroda 

obsahuje jeden, nebo více otvorů pro snadné vypuzení iontů směrem k detektoru 

(Farrar, 1988). 
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Obr. 1.6 Schéma LIT (Rydlová, 2021) 1-vstup iontů z iontového zdroje, 2-čtyři 

kvadrupólové tyče (elektrody), 3-stabilní trajektorie iontů, 4-nestablní trajektorie 

iontů, 5-vstup do detektoru 

 

 

 

Obr. 1.7 Schéma 3D iontové pasti (Rydlová) 1-vstup iontů z iontového zdroje,  

2-vstupní koncová elektroda, 3-prstencová centrální elektroda, 4-oscilující 

zachycené ionty, 5-výstupní koncová elektroda, 6-vstup do detektoru 
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Orbitrap  

Analyzátor typu orbitální pasti (OT) disponuje vysokou rozlišovací schopností a tím 

zvyšuje svůj potenciál pro využití v klinické praxi. Součástí je centrální vřetenovitá 

elektroda obklopena vnější elektrodou skládající se ze dvou částí (Perry et al., 2008). 

Ionty se zdržují mezi elektrodami uvnitř, ale nepůsobí na ně žádné RF ani magnet, 

kterým disponují konvenční pasti. Místo toho jsou zachyceny elektrostatickým 

polem (Scigelova and Makarov, 2006).  Ionty jsou do OT vypuzovány ve svazku  

v krátkém časovém intervalu s dostatečnou tangenciální rychlostí ze zařízení 

nazývaném C-trap. Tato část představuje uzavřený prostor vyplněný dusíkem,  

kde dochází k akumulaci a zachycení iontů.  Ionty jsou po vstupu do analyzátoru 

přitahovány elektrostatickým polem ke středové elektrodě a zároveň je tato 

přitažlivost kompenzována odstředivou silou. V důsledku toho začnou oscilovat 

nejen kolem vřetenovité elektrody (orbitální pohyb), ale i podél ní (axiální pohyb) 

(Perry et al., 2008). Se stoupajícím napětím dochází ke stlačení iontů a stabilitě jejich 

trajektorie, která zamezuje nežádoucí kolizi s vnitřní elektrodou. Frekvence 

axiálního pohybu iontů je nezávislá na počáteční energii, ale je úměrná hodnotě m/z. 

Indukovaný proud zaznamenaný na vnějších elektrodách je převeden z dat 

frekvencí pomocí Fourierovy transformace na hmotnostní spektrum. OT disponuje 

schopností detekovat ionty, a proto nepotřebuje k detekci samostatně detektor. 

Tento typ analyzátoru v kombinaci s nano-LC separacemi se osvědčil jako užitečný 

nástroj v oblasti proteomiky. (Hu et al., 2005; Makarov, 2000). OT disponuje 

schopností fragmentace, ale jeho neocenitelnou vlastností je efektivní detekce iontů 

s vysokým rozlišením. Proto je často využíván v hybridních systémech,  

kde k fragmentaci iontů dochází v jiném analyzátoru, k němuž je připojen OT jako 

detektor. Často se využívá ve spojení s lineární iontovou pastí, kde dochází k selekci 

a fragmentaci iontů (Scigelova and Makarov, 2006).  

 

1.6.3 Hmotnostní detektory 

Z analyzátoru proudí ionty do poslední části, kde dopadají na detektory. Jejich hlavní 

úlohou je detekovat dopadající ionty a transformovat je na signál (Koppenaal et al., 

2005). Detektor zaznamenává buď indukovaný náboj, nebo proud vytvářený při 

průchodu iontu či jeho nárazu a výsledky zobrazuje ve formě hmotnostního spektra 

(Agarwal and Goyal, 2017). Existuje několik typů detektorů, ty nejlepší z nich jsou 
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klasifikovány podle rychlosti časové odezvy, nízkých nákladů, malého šumu, 

vysokého rozlišení, dlouhé životnosti a stability (Neetu et al., 2012). Výběr 

vhodného detektoru k analýze závisí též na konstrukci hmotnostního spektrometru 

a jeho plánovaném využití. 

Některé detektory fungují na principu měření proudu při dopadu iontů na jejich 

povrch. Tento typ detekce využívá tzv. Faradayova klec.  Ionty dopadající na povrch 

dynody emitují elektrony, čímž dojde k indukci proudu a jeho zaznamenání  

(Maithal and Muralidhar, 2002). Dynodová elektroda je tvořena emitujícím 

materiálem (CsSb, GaP, BeO) (Agarwal and Goyal, 2017). Dalším využívaným typem 

je elektronový násobič, který patří mezi vysoce citlivé detektory a je tvořen 

z několika dynod. Ionty narážejí na povrch dynody, kde dochází k emitaci elektronů. 

Tyto elektrony narážejí na další dynodu, kde se generují sekundární elektrony  

a výsledkem je kaskáda elektronů (Maithal and Muralidhar, 2002). 

 

1.6.4 Tandemová hmotnostní spektrometrie 

Tandemová hmotnostní spektrometrie je odvozena od slova tandem – dvojitý  

a používá se pro identifikaci proteinové nebo peptidové sekvence  

(Chen and Yates, 2007). Název vystihuje princip této metody, při které se při analýze 

uplatňují dva a více hmotnostních analyzátorů. Testovaný analyt je ionizován a ionty 

o zvolené hmotnosti jsou odděleny od ostatních v první části hmotnostního 

spektrometru. Následně vybrané primární ionty prochází kolizní celou, kde jsou 

fragmentovány za vzniku fragmentovaných produktů, které jsou skenovány 

v MS/MS (McLafferty, 1981). Typickým tandemovým uspořádáním je Q-TOF nebo 

QqQ, které bylo zmíněno v kapitole hmotnostní analyzátory. První kvadrupól slouží 

k výběru jediného iontu ze směsi, který je následně předán do kvadrupólu druhého. 

V kolizní cele (druhý kvadrupól) dochází ke vzniku fragmentů, které se přenesou  

na třetí kvadrupól, kde dochází k jejich třídění podle molekulové hmotnost. 

Konečným výsledkem je sekvence aminokyselin daného peptidu, který byl 

prekurzorovým iontem (Hunt et al., 1986). U prvního zmiňovaného uspořádání jsou 

prekurzorové ionty selektovány v kvadrupólu, následně fragmentovány v kolizní 

cele a tyto fragmenty jsou poté selektovány v průletovém analyzátoru a detekovány 

(Johnson et al., 2002). 
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K vlastní fragmentaci peptidů může dojít více způsoby, především se využívá 

kolizní indukovaná disociace (CID), která je využívanou metodou i v odhalení 

nízkomolekulárních látek. Většina moderních hmotnostních spektrometrů je 

založena na metodě CID, při které dochází k štěpení vazeb působením kinetické 

energie a následnému rozpadu molekulárních iontů na fragmenty (Douglas, 2009). 

Fragmentové ionty vzniklé CID však často nestačí k úplné charakterizaci analytů. 

V posledních letech proto došlo k rozmachu alternativních metodik tandemové MS, 

jejichž cílem je nabídnout úplnou strukturní charakterizaci metabolitů a lipidů 

(Heiles, 2021).  

Další fragmentační metodou je přenos elektronů (ETD) umožňující fragmentovat 

samostatně nabité prekurzory a často tak poskytuje strukturně diagnostické 

fragmenty nepozorované při CID. Při fragmentaci vznikají c- a z-ionty 

s neporušenými modifikacemi na postranních řetězcích (Chen et al., 2018). ETD  

se zejména stala populární pro sekvenování peptidů s posttranslačními 

modifikacemi (Frese et al., 2011). 

 CID a ETD patří mezi dvě nejčastěji používané fragmentační techniky  

v hmotnostní spektrometrii (Sobott et al., 2009). Třetí využívanou technikou 

specifickou pro hmotnostní spektrometr typu Orbitrap je kolizní disociace pro vyšší 

energii (HCD). Fragmentace typu HCD využvá vyšší kinetickou aktivační energii při 

kratším časovém intervalu za vzniku b-, y- a a-iontů (Lingdong Quan, 2013). 

Principem této metody je fragmentace prekurzorových iontů v HCD kolizní cele  

s následným transportem do C-pasti a detekci v Orbitrapu. Při použití vyšších 

aktivačních energií je dosaženo bohatších MS/MS spekter s vysokým rozlišením 

(Nagaraj et al., 2012).    

 

1.7 Kvantitativní proteomika 

Během posledních několika desetiletí se proteomika založená na hmotnostní 

spektrometrii stala stále výkonnějším nástrojem, který je nyní schopen rutinně 

detekovat a kvantifikovat tisíce proteinů (Pappireddi et al., 2019). Při hledání 

nových indikátorů určitého biologického stavu se kvantitativní proteomika stala 

důležitou součástí k objevování a ověřování proteinových markerů v komplexních 

biologických vzorcích. Je známo, že mnoho proteinů relevantních pro onemocnění 

se v organismu vyskytuje v minimálním množství (ng/ml až pg/ml)  
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(Landegren et al., 2012). Kvantitativní proteomika získává informace o změnách  

na proteinové úrovni v buňce, tkáni nebo organismu. Schopnost přesné kvantifikace 

změn v proteosyntéze bílkovin v reakci na různé vnitřní a vnější změny biologického 

systému v čase je jedním z nejdůležitějších cílů proteomiky, jenž přispívá 

k objasnění fyziologických a biochemických mechanismů. (Elliott et al., 2009; 

Hernychová et al., 2014; Ong and Mann, 2005). Dostupných technik pro kvantifikaci 

proteinů je mnoho a výběr té nejvhodnější pro konkrétní projekt závisí na mnoha 

faktorech zahrnujících typy vzorků, jejich počet, vybavení, náklady a čas  

(Van Langenhove et al., 1981). Přesná kvantifikace vybraných proteinů v jedné 

analýze naráz je metoda finančně nákladná, náročná na přípravu a zpracování 

analytů, není tedy vhodná pro běžné každodenní zpracování vzorků od nových 

pacientů. Své neocenitelné uplatnění má v odhalování nových biomarkerů 

onemocnění (Hernychová et al., 2014). 

Kvantifikace může být použita ve dvou základních provedeních. Při absolutní 

kvantifikaci se zjišťuje přesné množství nebo koncentrace proteinů ve vzorku, 

zatímco u relativní kvantifikace se určuje relativní poměr hladin proteinů ve vzorku 

(Van Langenhove et al., 1981). Při kvantifikaci můžou být sledovány všechny 

proteiny, nebo může být uplatněna tzv. cílená kvantifikace, při níž jsou sledovány 

vybrané proteiny ve vzorku (Röst et al., 2014).  

 

1.7.1 Absolutní kvantifikace 

Absolutní kvantifikace je v proteomice velmi žádaná, protože umožňuje stanovit 

látkové množství peptidu a tím někdy i proteinu ve vzorku. Základním principem 

absolutní kvantifikace je použití izotopově značených standardních peptidů  

o známé koncentraci (Zhang et al., 2013). Tyto syntetické analogy stanovovaných 

peptidů se v daném množství přidávají během zpracování ke vzorkům. Vzhledem 

k tomu, že syntetické i nativní peptidy mají stejnou chemickou strukturu, tak jsou 

při LC separaci k nerozeznání. Jejich rozdíl tkví v odlišné molekulové hmotnosti, 

která je u syntetických peptidů o 8 nebo 10 Da vyšší. V MS/MS analýze  

po fragmentaci vybraných prekurzorů a porovnáním intenzit produktových iontů 

neznačeného a izotopicky značeného peptidu se s ohledem na použitou koncentraci 

standardu vypočítá koncentrace stanovovaného peptidu (Gerber et al., 2003).   
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1.7.2 Relativní kvantifikace 

Relativní kvantifikace zahrnuje metody s použitím značek (label based) i bez jejich 

použití (label free) (Zhu et al., 2009). Proteiny se značkou a bez značky mají opět 

stejné chemické vlastnosti, ale liší se svou hmotností. V současné době je  

na trhu několik typů značících metod, u kterých dochází k průběžným inovacím. 

První značící in vivo metodou je metabolické značení využívající růstu živých buněk 

a organismů v médiích s přidanými aminokyselinami, které obsahují stabilní izotopy 

uhlíku, dusíku nebo kyslíku. Těžké izotopy jsou inkorporovány do proteinů živých 

organismů podáváním izotopicky značených aminokyselin v růstovém médiu nebo 

potravě (Oda et al., 1999). V současné době je dobře zavedenou metodou tohoto 

typu značení SILAC (Stable Isotope Labeling in Cell Culture), využívající inkorporace 

aminokyselin (arginin, lyzin) značených izotopem 13C a 15N. Buňky jsou kultivovány 

na připraveném lehkém, nebo těžkém médiu, které se liší přítomností značených 

aminokyselin. Po inkorporaci do proteinové struktury, následném smíchání obou 

kultur jsou proteiny izolovány, štěpeny a analyzovány v hmotnostním 

spektrometru. V hmotnostním spektru se identifikují píky stejných peptidů lišících 

se posunem v hmotnostním spektru na základě jejich m/z. Relativní zastoupení je 

zjištěno porovnáním plochy pod píkem (Gehrmann et al., 2004; Mann, 2006).  

Strategie tzv. izobarického značení pro relativní kvantitativní proteomiku 

umožňují paralelní multiplexování kvantitativních experimentů. Při této technice  

se chemicky značí více peptidových vzorků izobarickými variantami chemických 

značek a každá varianta má stejnou molekulární strukturu a hmotnost. Každá 

varianta, je však navržena tak, aby při fragmentaci v hmotnostním spektrometru 

vytvářela jedinečný tzv. "reportérový ion". Jakmile jsou vzorky peptidů označeny, 

zkombinovány a analyzovány pomocí MS, diferenciálně označené peptidy jsou 

nerozlišitelné v prvním MS spektru intaktních peptidů. Jelikož každá varianta 

značky obsahuje labilní složku s různou hmotností, lze generovat zmíněné 

"reportérové ionty" a zaznamenat je v následném MS2 spektru. Intenzity z každé 

varianty jsou zaznamenány tak, aby představovaly relativní množství peptidů  

v jednotlivých variantách (Zhang et al., 2013). 

Chemické značení využívá inkorporace izotopových značek na část peptidu,  

nebo proteinu v důsledku chemické reakce s činidlem. Značky se váží na aminovou, 

karboxylovou skupinu či na postranní řetězce. První využívanou metodou byl  
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tzv. ICAT (isotope-coded affinity tags) u kterého se využívá vazba na cystein. Značka  

se skládá z biotinové skupiny, thiol-specifické skupiny a linkeru, který nese značené 

izotopy obsahující 8 deuterií v „těžké“ formě a 8 vodíků ve formě „lehké“.  

Po navázání značek se oba vzorky smíchají, podstoupí digesci a analyzují pomocí  

LC-MS/MS. V hmotnostním spektru se u peptidu obsahující deuteria hmota posune  

o 8 Da (Anand et al., 2017; Gygi et al., 1999).  

S objevem izobarických značek přišla možnost analýzy více než dvou vzorků 

najednou. Mezi nejvíce využívané typy hmotnostních značek patří iTRAQ a TMT.  

U metody iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantification) lze 

analyzovat 4 až 8 vzorků najednou a při použití TMT (Tandem Mass Tag) dokonce 

až 16 vzorků v jedné analýze. Na rozdíl od předešlých metod je u izobarických 

značek zapotřebí tandemového uspořádání MS/MS (Dayon et al., 2010; Elliott et al., 

2009). iTRAQ značka se skládá ze tří částí zahrnující peptidovou reaktivní skupinu, 

balanční skupinu a reportérovou skupinu. První část se váže kovalentní vazbou  

na postranní řetězce lysinu a N-konce peptidů. Reportérová skupina má specifickou 

hmotnost, která je zásadní při detekci a vyhodnocení. U varianty s možností naznačit 

až 8 vzorků se hmotnost této skupiny pohybuje od 113.1–119.1 a 120.1 Da. Balanční 

skupina vyrovnává celkovou hmotnost na 305.1 Da. U varianty se čtyřmi značkami 

je uváděná hmotnost reportérové skupiny 114.1, 115.1, 116.1 a 117.1 Da, balanční 

skupina vyrovnává hmotu celé značky na 145.1 Da. Jelikož se jedná  

o izobarické značky, nejsou v průběhu separace v HPLC a v MS spektru 

rozpoznatelné a jejich píky se překrývají. K rozpoznání dochází po fragmentaci 

v MS/MS módu, kde se oddělí reportérové skupiny, podle kterých lze určit relativní 

poměry jednotlivých peptidů ve vzorcích (Evans et al., 2012; Wiese et al., 2007).  

Vzhledem k finanční náročnosti při používání značících technik a složitějšímu 

zpracování vzorků, při kterém může dojít ke ztrátě části proteinů, se často využívá 

metoda label free (Liu et al., 2004). Je to kvantifikační metoda založená  

na porovnávání iontových intenzit peptidů, kde existuje vztah mezi intenzitou MS 

signálu peptidu a jeho relativním množstvím. Při tandemové hmotnostní 

spektrometrii LC-MS/MS se využívá porovnávání spekter tzv. „spectral counting“, 

které je založené na teorii, čím více je daného peptidu ve vzorku, tím více MS/MS 

spekter se naměří (Zhu et al., 2009). 
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Výhodou u metod využívajících značení je, že se po navázání značek vzorky 

smíchají dohromady a v LC-MS/MS, popřípadě v LC-MS probíhá jedna analýza. 

Naopak u metody label free je každý vzorek připraven a podroben analýze 

samostatně (Nahnsen et al., 2013; Old et al., 2005; Zhu et al., 2009), což má své 

poztivní vlastnosti. Především malé náklady a méně kroků se vzorkem, které by 

mohly vést k variabilitě. Nevýhodou je poměrně nízká přesnost měření, špatná 

reprodukovatelnost a detekce části peptidů (Webb-Robertson et al., 2015). Tímto 

problémem se zabývá studie od Coxe a jeho kolegů, kteří vyvinuli komerčně 

dostupný nástroj MaxLFQ. Jedná se o obecnou technologie bezznačkové 

kvantifikace, která je snadno použitelná a kompatibilní se standardními pracovními 

postupy statistické analýzy. Prostřednictvím algoritmů zvládá velmi rozsáhlé 

experimenty o více než 500 vzorcích (Cox et al., 2014).  Všechny uvedené metody ať 

za použití značek nebo bez nich mají své omezené možnosti, a proto je ve vzorcích 

kvantifikována jen část proteinů. Ztráta nesouvisí jen s technologickým  

a metodickým faktorem, ale i s preanalytickou přípravou vzorků a zpracováním 

získaných dat z MS (Hernychová et al., 2014). 
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2 Praktická část 

2.1 Přístrojové vybavení 

Analytické váhy XP204 Excellence plus (Mettler Toledo, Strašnice, ČR) 

Bio vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) 

HPLC systém Alliance 2695 separační modul (Waters, Milford, MA, USA)  

Chladící skříň ZD 2215 (Zanussi, Pordenone, Itálie) 

Laboratorní štítkovač BMP 21-LAB (Brady, Milwaukee, WI, USA) 

Magnetická míchačka Big-Sguid (IKA, Staufen, Německo) 

Odstředivka Megafuge 16R centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Odstředivka Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Německo)  

Odstředivka FVL-2400 N combi-spin (Biosan, Riga, Litva) 

PH metr Inolab level (WTW - Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co.        KG., 

Weilheim in Oberbayern Německo) 

PH elektroda SenTix 21 ((WTW - Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co.       

KG., Weilheim in Oberbayern Německo) 

Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) 

Reader Beckman Coulter (CPS) (Danaher corporation, Brea, CA, USA) 

Sběrač frakcí Fraction Collector III (Waters, Milford, MA, USA) 

Thermomixer C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

Třepačka Thermo-shaker TS-100 C (Biosan, Riga, Litva) 

Třepačka Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) 

Ultimate 3000 Dionex (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Ultimate 3000RSLCnano (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Ultrazvukový sonikátor Brand VGT1730QT (eMAG, Bukurešť, Rumunsko) 

Vakuová filtrační aparatura (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) 

Vakuová odparka Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

Výrobník ledové tříště 6B1540 (Brema, Říčany, ČR) 

Zařízení PureLab classic na výrobu deionizované vody (Elga LabWater, Lane End, 

UK) 
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2.2 Kity 

Kit na odstranění abundantních proteinů - ProteoMiner Protein Enrichment Kit 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)  

Kit pro bicinchoninový test (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

NuPAGE Novex 10 % Bis Tris gel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

TMT Isobaric Label Reagent set (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

  

2.3 Kolony 

Depleční mini kolona - High Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin 

Columns (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Kapilární kolona (75 µm × 20 mm) naplněná částicemi Acclaim PepMap100 C18 o 

velikosti 3 µm Dionex, Sunnyvale, CA, USA) 

MARS Hu-14 imunoafinitní kolona (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) 

MARS Hu-14 imunoafinitní spin kolona (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)  

NanoEase kolona (3 µm, 100 Å; Waters, Milford, MA, USA).  

Předkolona (5 µm, 100 Å; Dionex, Sunnyvale, CA, USA)  

Separační kolona (75 µm × 150 mm) naplněná částicemi Acclaim PepMap RSLC C18 

o velikosti 2 µm Dionex, Sunnyvale, CA, USA) 

 

2.4 Chemikálie 

2-β-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Aceton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Coomassive brilliant blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Deoxycholát sodný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Dodecyl sulfát sodný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Ethylacetát (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Fetální bovinní sérum FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Fosfátový pufr (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)   

Glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Hydrogenfosforečnan sodný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  
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Hydrogenuhličitan amonný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Chlorid draselný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Chlorid sodný (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Jodacetamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Kyselina octová (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Kyselina trifluoroctová (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

LDS sample buffer Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Proteinový standard (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA)  

Pufr A pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)  

Pufr B pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) 

Růstové médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

TEAB pufr (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Trypsin, Sequencing Grade Modified (Promega, Madison, WI, USA) 

Tris(2-karboxyetyl) fosfin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Urea (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Voda LC-MS Chromasolv (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

 

2.5 Materiál  

0,22 µm spin filtr Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) 

Amicon Ultra-4 3K filtry (Merck KGaA, Darmstadt, Německo) 

Běžné laboratorní sklo (kádinky, lahve pro uchovávání roztoků)  

 BD P100 odběrové zkumavky (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)  

Centrifugační falkony 15ml, 30ml (Guangzhou Jet Bio-Filtration, Guangzhou, Čína) 

Centrifugační tuby, různé objemy (TPP, Trasadingen, Švýcarsko)  

Empore kolonky 7 mm/3 ml (3M Company, Saint Paul, MN, USA) 

Hamilton stříkačka (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Indikátorové pH papírky (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

Krycí fólie na mikrotitrační destičky (AB Sciex, Foster City, CA, USA)  

Kryozkumavky 5 ml (Corning Incorporated, New York, USA) 

Membránový filtr 47 mm (MilliporeSigma, Burlington, USA) 
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Mikropipety, různé objemy (Eppendorf, Hamburg, Německo)  

Mikrotitrační destičky (96 TPP, Trasadingen, Švýcarsko)  

Mikrozkumavky, různé objemy (Eppendorf, Hamburg, Německo)   

Ochranné osobní pomůcky (nitrilové rukavice)  

Špičky pro mikropipety, různé objemy (Eppendorf, Hamburg, Německo)  

Ultramicrospin kolonky (Harvard Bioscience, Holliston, USA)  

Vaničky pro multikanálovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)  

 Vialky pro HPLC (Waters, Milford, MA, USA) 

 

2.6 Programové vybavení 

Chromeleon (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

MassLynx 4.0 (Waters, Milford, MA, USA)  

Metascape v3.5.20240101 (www.metascape.org) 

Multimode Analysis software (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 

PMi prewiev 2.8.2. (Protein Metrics, Cupertino, USA) 

Proteome Discoverer 2.4. (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Raw Meat 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Reactome 3.7 (www.reactome.org) 

R-software 

Sequest HT (University of Washington, USA) 

String 12.0 (www.string-db.org) 

Thermo Q Exactive software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Thermo Xcalibur Qual Browser (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://metascape.org/gp/index.html#/menu/data_source_logging
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Většina experimentální práce v průběhu doktorského studia byla prováděna  

ve spolupráci s Katedrou radiobiologie na Fakultě vojenského zdravotnictví 

Univerzity obrany v Hradci Králové. Náplní experimentální práce byla příprava 

vzorků a vykonávání různých metodik pro kvalitativní i kvantitativní analýzu 

proteinových vzorků souvisejících se studovanou problematikou. K těmto účelům, 

které zahrnovaly separaci a identifikaci proteinů, byly využity techniky hmotnostní 

spektrometrie ve spojení s vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií. Studie byla 

zaměřena na identifikaci proteinových biomarkerů v lidské plasmě. Za účelem 

doplnění informací získaných analýzou lidské plasmy byla provedena také analýza 

proteinů na prasečím modelu. 

 

2.7 Charakteristika a odběr vzorků od leukemických pacientů  

Vzorky lidské krve byly odebírány v letech 2015-2019 od zdravých dárců  

a leukemických pacientů ve spolupráci s Fakultní nemocnicí Bulovka v Praze.  

Ke studii byl získán souhlas etické komise (obr. 2.1a, 2.1b). Vzorky krve byly 

odebírány od pacientů s leukemií, kteří v rámci chemoterapie podstupují celotělové 

ozařování, s informovaným souhlasem a etickým schválením Fakultní nemocnice 

Bulovka v Praze. Zdraví dárci byli vybráni na základě jejich aktuálního zdravotního 

stavu. V době odběru nesměli mít příznaky infekčního onemocnění, úraz či 

prodělanou operaci. Krev od každého pacienta byla odebrána podle obecných zásad 

pověřenou sestrou vždy v ranních hodinách ve dvou intervalech, ráno před 

celotělovým ozářením a následně 24 hodin po celotělovém ozáření. U zdravých 

dárců byla krev odebrána ve stejném časovém intervalu.  

Pro tento projekt byla odebrána krev od 15 dobrovolníků, kteří představovali 

kontrolní skupinu, od 16 leukemických pacientů z fakultní nemocnice Bulovka 

v Praze. Celkem bylo tedy k dispozici 30 vzorků od zdravých dárců a 32 vzorků  

od leukemických pacientů, uvedeno v tabulce 2.1 a 2.2. Vzorky s krví byly převzaty  

v ranních hodinách a zpracovány v nejkratším časovém intervalu, nejdéle vždy  

do 1 hodiny od odběru. Krevní vzorky byly rozděleny do 4 skupin (K0h – kontrolní 

vzorek v čase 0h, K24h – kontrolní vzorek odebraný po 24h od prvního odběru,  

TBI 0G – vzorek od pacienta před ozářením, TBI 24h – vzorek od pacienta 24h  

po ozáření), které bylo možné vzájemně porovnat mezi sebou a určit, zda vytipované 
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markery nesouvisí s onemocněném pacienta a přirozenou změnou hladiny proteinů 

v organismu v závislosti na čase. 

 

 n muži ženy Medián věku 

Kontrolní 

skupina 
15 9 6 36 (25–46) 

Tab. 2.1 Základní informace o dárcích 

 

kód pacienta pohlaví věk diagnóza dávka (Gy) Skupina 

TBI 2 B M 28 ALL 3.72 1 

TBI 6 B M 56 ALL 4.49 1 

TBI 7 B F 39 ALL 4.18 2 

TBI 8 B M 46 ALL 4.38 1 

TBI 9 B M 31 ALL 4.65 2 

TBI 10 B M 56 ALL 4.46 1 

TBI 11 B M 53 ALL 4.41 1 

TBI 13 B F 54 ALL 4.42 2 

TBI 18 B M 19 ALL 4.12 2 

TBI 19 B M 54 ALL 4.28 1 

TBI 21 B M 46 ALL 3.84 2 

TBI 23 B M 53 ALL 4.19 1 

TBI 24 B F 58 ALL 4.33 2 

TBI 25 B F 46 ALL 3.94 2 

TBI 27 B M 58 ALL 4.89 1 

TBI 29 B M 30 ALL 3.87 2 

Tab. 2.2 Základní informace získané od leukemických pacientů včetně diagnózy, 

zařazení do skupiny a obdržené dávky záření. ALL-akutní lymfoblastická leukemie, 

TBI x – označení jednotlivých vzorků. 

 

U pacientů i dárců byly zaznamenány potřebné informace (věk, pohlaví, diagnóza, 

dávka) a byla k nim přidělena identifikační čísla. Věk zdravých dárců se pohyboval 

v rozmezí 25-46 let s průměrem 36 let a poměrem pohlaví 9:6 s větším zastoupením 

mužů. Věk pacientů se pohyboval v rozmezí 19-58 let s průměrem 38 let a poměrem 
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pohlaví 26:7 s větším zastoupením mužů. Průměrná celková dávka, která byla 

použita při ozáření pacientů byla 4 Gy. 

 

2.7.1 Získání plasmy z plné krve 

Krev od leukemických pacientů byla odebírána v ranních hodinách do BD P100 

zkumavek (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA), které jsou vyráběny pro 

vědecké účely a jsou vybaveny mechanickým separátorem s filtrem. Tyto zkumavky 

obsahují inhibitor proteáz a protisrážlivý koagulant K2EDTA (15,8 mg), který je 

nezbytný pro zajištění stability vzorku. Zkumavky s odebranou venózní krví byly 

ihned po odběru transportovány k zpracování, které probíhalo do 1 hodiny  

po odběru. Separace plasmy byla provedena za použití centrifugy megafuge 16R 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) po dobu 20 min při 22 °C a 2 500 x g 

v úhlovém rotoru. Působením odstředivých sil se krevní tělíska stlačila pístem  

do spodní části zkumavky pod separátor a plasma zůstala nad separátorem.  

Získaný objem plasmy byl převeden do zkumavky o objemu 15 ml,  

která se v dalším kroku vložila do centrifugy a točila se 5 min při 22 °C a 2 500 x g. 

Tím bylo docíleno, že zbytek krevních tělísek (peleta) zůstal u dna a plasma bez 

zbytečných kontaminantů mohla být zpracována dál. Množství odebrané plasmy 

každého vzorku se pohybovalo v rozmezí 2-3 ml. Supernatant byl následně odebrán 

a rozdělen na alikvóty po 100 µl do 10 mikrozkumavek a zbytek plasmy byl 

přenesen po 0.5 ml do větších mikrozkumavek. Všechny mikrozkumavky byly 

popsány identifikačními čísly a skladovány v mrazáku ZD 2215  

(Zanussi, Pordenone, Itálie) při -80 °C pro pozdější zpracování. 

 

2.7.2 Úprava vzorků a odstranění vysoce zastoupených proteinů 

v lidské plasmě  

Příprava lidské plasmy před proteomickou analýzou zahrnovala v prvním kroku 

přefiltrování vzorků při 10 000 xg po dobu 5 min při teplotě 4 °C přes speciální 

zkumavku Ultrafree-MC s membránou o velikosti pórů 0.22 µm (Amicon, Millipore 

Corporation, Bedford, USA). V další fázi byly testovány různé metody k odstranění 

vysoce zastoupených proteinů. 
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Odstranění abundantních proteinů pomocí hexapeptidové knihovny 

K odstranění vysoce zastoupených proteinů u lidské plasmy byla testována 

technologie hexapeptidové knihovny ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, USA). Postup zahrnoval kroky předepsané výrobcem.  

Pro odstranění skladovacího roztoku z kolonek s hexapeptidovou knihovnou bylo 

použito centrifugy nastavené na 1000 xg po dobu 1 minuty. Ekvilibrace kolonek byla 

provedena promícháváním pomocí 600µl promývacího pufru po dobu 5 minut 

s použitím třepačka Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva). Tento krok byl následně 

ještě jednou zopakován, přičemž supernatant byl opět odstraněn centrifugací  

za stejných podmínek. Příprava samotných vzorků zahrnovala v prvním kroku 

centrifugaci při 10 000 xg po dobu 10 minut, tím bylo docíleno odstranění horní 

lipidové vrstvy a sraženin usazených na dně zkumavky. Pro dosažení optimálních 

výsledků by vzorky měly obsahovat více jak 50 mg/ml bílkoviny. Vzhledem k tomu, 

že lidská plasma obsahuje 65–85 μg/μl bílkoviny, tento požadavek byl splněn.  

Na zaktivované kolonky byl nanesen 1ml vzorku a inkubován na rotační třepačce  

po dobu 2 hodin při pokojové teplotě. Supernatanty s nenavázanými proteiny byly 

odstraněny centrifugací při 1000 xg po dobu 1 minuty. V následujícím kroku byly 

kolonky promývány za použití 600 µl promývacího pufru a 600 µl deionizované 

vody. Pro uvolnění navázaných proteinů z hexapeptidové knihovny bylo naneseno 

100 µl rehydratovaného elučního činidla. Obsah kolonky byl promíchán po dobu  

5 sekund a inkubován při pokojové teplotě 15 minut. Proces inkubace a eluce byl 

proveden dvakrát. Po centrifugaci při 1000 xg po dobu 1 minuty byly jednotlivé 

eluáty smíchány a uchovány k dalšímu zracování při -80°C. 

 

Odstranění abundantních proteinů pomocí centrifugační kolonky Agilent 

5188-6560 MARS Hu-14 0.45ml 

Další variantou pro odstranění vysoce zastoupených proteinů z lidské plasmy byla 

centrifugační kolona Agilent MARS Hu-14 0.45ml (Agilent Technologies, 

Wilmington, USA). Ekvilibraci kolonky bylo docíleno pufrem A pro MARS  

(Agilent Technologies, Wilmington, USA). Pro analýzu bylo použito 10 µl plasmy  

a 190 µl pufru A. Vzorek byl nanesen na kolonku a centrifugován při 100 xg po dobu 

1 min. Inkubace byla provedena za laboratorní teploty po dobu 5 min. K promytí 

kolony bylo použito 400 µl pufru A a centrifugace při 100 xg po dobu 2 min a 30 s. 
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Tento krok byl zopakován ještě jednou. Tzv. frakce „flow-through“ (FT) byla 

eluována 2.5 ml pufrem B pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA).  

Touto metodou bylo docíleno odstranění albuminu, imunoglobulinu G, A a M, 

transferinu, haptoglobinu, antitrypsinu, fibrinogenu, alfa-2-makroglobulinu,  

alfa-1-kyselého glykoproteinu, apolipoproteinu AI, apolipoproteinu AII, 

complementu C3, a transtyretinu, dle protokolu výrobce. 

 

Odstranění abundantních proteinů pomocí jednorázových centrifugačních 

kolonek High-Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin 

Jako jiná použitá varianta centrifugačních kolonek byly vyzkoušeny jednorázové 

kolonky High Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Kolonky byly vytemperovány  

na pokojovou teplotu a bylo do nich naneseno 100 µl vzorku. Obsah kolonek byl 

extenzivně promíchán a inkubován při pokojové teplotě po dobu 10 min.  

Po inkubaci byla kolonka dána do centrifugy při 1000 xg po dobu 2 min, kde byla 

frakce obsahující proteiny zachytávána do zkumavky. U jednorázových kolonek 

došlo k odstranění stejných proteinů jako u předešlé metody. 

 

Odstranění abundantních proteinů pomocí depleční kolony MARS Hu-14 

Na pracovišti KMPB FVZ UO je zavedenou metodou pro odstranění abundantních 

proteinů pomocí imunoafinitní deplece HPLC kolonou (4.6 mm ID x 100 mm) MARS 

Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA) s dodávanými pufry a používá  

se HPLC systém Alliance 2695 (Waters, Milford, USA) s UV detekcí. Před samotnou 

deplecí byly vzorky 4x ředěny přidáním pufru A (Agilent Technologies, Wilmington, 

USA).  HPLC vialky s 200 µl vzorku byly dány do karuselu kapalinového 

chromatografu, který byl vytemperován na teplotu 4 °C. Před vlastní analýzou 

vzorků byla provedena příprava celého HPLC systému, která zahrnovala proplach, 

převedení frit z methanolu na mobilní fáze a ekvilibraci. Teplota kolony byla 

nastavena na 22 °C a tlak na 60 mbar.  Jedna separace probíhala 49 min (tab. 2.3).   

a nástřik jednotlivých vzorků (150µl) probíhal vždy na začátku metody.  
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Pořadí Čas (min) Pufr A % Pufr B % Průtok (ml/min) 

1 0.00 100  0.125 

2 21.00 100  0.125 

3 22.00 100  1.00 

4 24.00 100  100 

5 24.10  100 1.00 

6 32.00  100 1.00 

7 32.10 100  1.00 

8 44.00 100  1.00 

9 45.00 100  0.125 

10 49.00 100  0.125 

 Tab. 2.3 Průběh separace (Rydlová, 2021) 

 

Frakce (FT-flow through), která obsahovala námi hledané nízko zastoupené 

proteiny, volně protékala bez zachycení na koloně v časovém intervalu mezi 9 a 16 

minutou při průtoku mobilní fáze A 0.125 ml/min. Byla zachytávána sběračem 

frakcí Fraction Collector III (Waters, Milford, USA) mezi 5. - 22. minutou (obr. 2.2). 

Eluce vysoce zastoupených proteinů, které byly na koloně navázány  

na imobilizované protilátky, probíhala při průtoku 1 ml/min mobilní fází B.  Při UV 

spektrometrické detekci byla použita vlnová délka 280nm.  

Zachycené vzorky byly po dobu separace chlazeny na ledu ve stojanu sběrače 

frakcí. Pomocí imunoafinitní chromatografie došlo k odstranění až 94 % celkového 

obsahu proteinů, dle protokolu výrobce. Odstraněny byly nejvíce zastoupené 

proteiny ve vzorku (albumin, IgG, antitrypsin, IgA, transferrin, haptoglobin, 

fibrinogen, alpha2-makroglobulin, alfa1-kyselý glykoprotein, IgM, apolipoprotein 

AI, apolipoprotein AII, komplement C3, and transthyretin). K ovládání HPLC 

systému Alliance 2695 byl použit sotware Masslynx 4.0 (Waters, Milford, USA)  

a sběr vzorků byl zajištěn sběračem frakcí (Waters, Milford, USA). 
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Obr. 2.2 Chromatografický záznam imunoafinitní separace pomocí HPLC kolony 

MARS Hu-14. První pík zobrazuje zachytávanou frakci FT s nízce zastoupenými 

proteiny a druhý pík zachycuje eluci. Imunoafinitní separace byla provedena  

u vzorků 0 G i 24 h ve stejné časové posloupnosti. 

 

Odstranění abundantních proteinů pomocí ethanolu 

Testovací variantou byla deplece ethanolem, která byla použita pro odstranění 

většího množství albuminu.  15 µl lidské plasmy bylo doplněno deionizovanou 

vodou do objemu 500 µl a vloženo do centrifugy při 5 000 xg po dobu 15 min.  

Po odstranění horní lipidové vrstvy bylo přidáno 450 µl 150 mM NaCl  

a 525 µl podchlazeného ethanolu a inkubováno při 4 °C po dobu 1 hodiny. Pro lepší 

oddělení vrstvy s nežádoucím albuminem byla použita centrifuga při 16 000 xg  

po dobu 45 min. Supernatant byl odstraněn a peleta byla resuspendována s 300 µl 

podchlazeného 42% ethanolu. Po centrifuze a opětovném odstranění supernatantu, 

byla peleta rozpuštěna v 100 µl 100 mM hydrogenuhličitanu triethylamonného 

(TEAB). 

 

2.7.3  Úprava vzorků po imunodepleci 

Po separaci vysoce zastoupených proteinů byly vzorky pomocí membránových 

Amicon Ultra-4 3K filtrů (Merck KGaA, Darmstadt, Německo) zkoncentrovány, 

odsoleny a převedeny z použitého HPLC MARS pufru A do vody, která je více vhodná 

pro následující štěpení proteinů. Depletovaná plasma byla přenesena na Amicon 

Ultra-4 3K filtr a stočena na centrifuze po dobu 15 min při 4 °C a 7 500 x g. V dalším 

kroku bylo na filtr přidáno 500 µl deionizované vody a vzorky byly opět stočeny  
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v centrifuze za stejných podmínek, jako v předešlém kroku. Tento bod byl z důvodu 

lepšího promytí zopakován ještě jednou a po zkoncentrování na celkový objem  

200 µl byly vzorky přesunuty do mikrozkumavek a uschovány při – 80 °C. 

 

2.7.4    Stanovení bílkoviny metodou BCA na mikrotitrační destičce 

Stanovení koncentrace bílkoviny ve vzorcích bylo provedeno u všech vzorků 

metodou chelatace měďnatého iontu kyselinou bicinchoninovou (BCA)  

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Vzorky byly nanášeny v celkovém objemu 25 µl 

v doubletu na mikrotitrační destičku včetně kalibrační řady standardu, do každé 

jamky bylo přidáno 200 µl činidla. Kalibrační řada byla sestavena z 9 koncentrací 

obsahujících různé množství bovinního sérového albuminu (1000, 750, 500, 375, 

250, 125, 25, 5 a 0 µg/ml). 

Mikrotitrační destička s nanesenými vzorky a kalibrační řadou byla vložena  

do termomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Německo) a inkubována  

po dobu 30 min při teplotě 37 °C. Po zchladnutí mikrotitrační destičky při pokojové 

teplotě byla změřena bílkovina pomocí programu Multimode Analysis software 

(Molecular Devices, Sunnyvale, USA) na přístroji reader Beckman Coulter.  

(Danaher corporation, Brea, USA).  

 

2.7.5  Gelová elektroforéza 

Vzorky s odstraněnými abundantními proteiny ze všech metod byly porovnávány 

pomocí jednorozměrné gelové elektroforézy s nedepletovanou plasmou. 

Elektroforéza byla provedena na komerčně dostupném 10% gelu NuPAGE Novex 

Bis Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, USA). Do jednotlivých jamek bylo naneseno 

celkem 15 µg vzorku smíchaný s LDS pufrem (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA) a 2-β-mercaptoethanolem (Merck Group, Darmstadt, Německo). Proteinový 

standard byl použit Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, USA).  Elektroforéza byla provedena při nasatvení 100 V  

po dobu 10 min a následně 200 V po dobu 30 min, Po skončení byly gely opláchnuty 

pomocí dH20 po dobu 5 minut. Pro vizualizaci byly gely dány do barvícího roztoku 

Coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) po dobu 15 minut. 

Odbarvení bylo provedeno pomocí odbarvovacího roztoku, který byl složen  
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z 12,5 % CH3COOH (Merck Group, Darmstadt, Německo), 82,5 % dH20 a 5 % MeOH 

(Merck Group, Darmstadt, Německo). 

 

2.7.6    Enzymatické štěpení a přečištění 

V případě enzymatického štěpení vzorků bylo do zkumavek odebráno potřebné 

množství jednotlivých vzorků s 50 µg bílkoviny. Jednotlivé alikvóty plasmy byly 

rozpuštěny s 250 µl 10 mM fosfátovým pufrem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

a k nim bylo přidáno 30 µl 10% dodecylsíranu sodného (SDS) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA). Proteiny byly denaturovány při 95 °C po dobu 3 minut. V dalším 

kroce byl do mikrozkumavek přidán 30 µl 1 M triethylamonia bikarbonátu  

a následně 15 µl 200 mM Tris-(-2 karboxyethyl)-fosfin hydrochlorid (TCEP) 

k redukci disulfidických vazeb mezi cysteiny. Vzorky byly vloženy do termomixeru 

po dobu 60 min při teplotě 37 °C a 600 rpm. Alkylace, která zamezuje k opětovnému 

spojení disulfidických můstků, bylo docíleno přidáním 15 µl 375 mM iodoacetamidu 

po dobu 30 min při pokojové teplotě. Imobilizace přebytečného iodoacetamidu bylo 

dosaženo přidáním 10 mM dithiotrenitolu. Proteiny byly vysráženy přidáním 6 

objemů acetonu a inkubovány při -20 °C přes noc. Vysrážené proteiny byly 

odstředěny (8 000 × g) po dobu 10 min při 4 °C, supernatant byl odstraněn  

a proteinový granulát byl sušen 2 min ve vakuové odstředivce. Proteinový pelet byl 

znovu rozpuštěn v 70 µl vody, 10 µl 10% deoxycholátu sodného (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) a 10 µl 1 M triethylamonium bikarbonátu (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) v sonikátoru. Před přidáním trypsinu se upravilo pH pomocí 1 M HN4HCO3 

na 8.5. Trypsin byl přidán v poměru 1:50, všechny vzorky byly vloženy  

do termomixeru při 300 rpm s nastavenou teplotou 37 °C a ponechány přes noc. 

K ukončení štěpného procesu byly vzorky okyseleny 20 µl 10% kyselinou 

trifluoroctovou a odstředěny (4 000 × g) po dobu 10 min, aby výsledné pH bylo 

s indikací 2. Supernatant byl převeden do čisté 1,5 ml zkumavky. Peleta byla 

promyta 100 µl 1% kyselinou trifluoroctovou a centrifugována při otáčkách4 000 × 

g po dobu 2 min.  Promývací roztok byl smíchán se supernatantem vzorku. Později 

bylo k roztoku přidáno 750 µl ethylacetátu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

a mícháno po dobu 30 sekund ve vortexu. Následně byly vzorky stočeny na 

centrifuze při otáčkách 10 000 × g po dobu 1 min. Horní organická vrstva byla 

odstraněna. Tento krok byl opakován čtyřikrát. Zbývající vodná vrstva obsahující 
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natrávené peptidy byla vysušena ve vakuové odstředivce. Vzorky byly znovu 

rozpuštěny ve 400 µl 2% acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Tato peptidická směs byla přečištěna pomocí extrakce na pevné fázi (SPE)  

na kolonce Ultra microSpin s reverzní fází C18 (Harvard Bioscience, Holliston, USA).  

U kolonek byla provedena ekvilibrace vnesením 200 µl methanolu a vložením  

do centrifugy po dobu 1 min při 1000 rpm. Promytí kolonek bylo realizováno 

pomocí 200 µl 50% acetonitrilu s 0.1% kyselinou trifluoroctovou a vložením  

do centrifugy za stejných podmínek. Poté bylo na kolonky opakovaně nanášeno 200 

µl 2% acetonitrilu, 0.1% kyselinou trifluoroctovou a ty vkládány do centrifugy  

po dobu 1 minuty a 1000 rpm. Po zaktivování kolonek byl několikrát po sobě 

nanesen vzorek a zkumavky byly znovu vloženy do centrifugy po dobu 1 min 

tentokrát při 1500 rpm. Odstranění interferujících složek a nečistot bylo provedeno 

pomocí 200 µl 2% acetonitrilu, 0.1% kyselinou trifluoroctovou, kolonky byly 

opětovně umístěny do centrifugy po dobu 1 minuty při 1000 rpm. 

Eluce byla provedena pomocí 200 µl 50% acetonitrilu, 0.1% kyselinou 

trifluoroctovou Tento krok byl prováděn opakovaně a následně byly vzorky 

odpařeny na vakuové odparce Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg, 

Německo) a umístěny do mrazáku o teplotě – 80°C. Před proteomickou analýzu byly 

vzorky rozděleny na alikvóty po 5 µg a 15 µg a vysušeny ve vakuové odparce.  

Pro LC-MS/MS analýzu bylo rozpuštěno 5 µg vzorku v 20 µl solventu A  

(2% acetonitril/0.1% kyselina trifluoroctová). 

 

2.8    Charakteristika a odběr vzorků od miniprasat 

K odběru krevní plasmy bylo získáno 22 miniprasat, které byly chování ve viváriu 

Fakulty vojenského zdravotnictví Univerzity Obrany v Hradci Králové. Ke studii byl 

získán souhlas výboru pro práva zvířat při Ministerstvu obrany ČR (obr. 2.3). Zvířata 

byla chována individuálně s přirozeným světlem, voda a krmivo jim bylo podáváno  

ad libitum. Teplota byla udržována v rozpětí 18 až 20 °C (±0.5 °C) a vlhkost  

na 60-70 %. Vzorky krve byly odebírány z krční žíly (vena jugularis) bez uspání před  

a 24 hodin po ozáření. Miniprasata byla celotělově ozařována ve věku 35 až 47 dnů 

gama zářením dodávaným zdrojem 60Co (Chisocobalt, Chirana Technik, Rožnov pod 

Radhoštěm, Česká republika). Před ozářením byla uvedena do narkózy pomocí 

Zoletilu 100, Xylapanu a Narketanu a oči byly ošetřeny Ophthalmo-Azulenem. 
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Miniprasátka byla ozařována dávkami od 0.6 do 2.6 Gy a na základě toho byla 

rozdělena do dvou kategorií, jak je uvedeno v tabulce 2.4.  

 

Kód 

miniprasat 

kategorie dávka 

Gy 

pohlaví kód 

miniprasat 

kategorie dávka 

Gy 

pohlaví 

147 H2 0.8 F 6 H4 2.4 F 

148 H2 0.8 M 7 H4 2.4 F 

149 H2 0.8 M 139 H4 2 M 

150 H2 0.8 M 140 H4 2 M 

166 H2 0.6 M 141 H4 2 F 

168 H2 1 F 173 H4 2.6 F 

169 H2 1 F 200 H4 2.4 F 

170 H2 1 M 201 H4 1.6 M 

171 H2 1.2 M 204 H4 2 M 

172 H2 1.2 M 205 H4 2.4 M 

197 H2 0.6 M     

198 H2 1.2 F     

Tab. 2.4 Základní údaje o miniprasatech zahrnující pohlaví, obdrženou dávku, 

identifikační kód a zařazení do kategorie. (F = samice, M = samec, H2 = první skupiny 

miniprasat, H4 = druhá skupina miniprasat) 

 

2.8.1    Získání plasmy z plné krve a úprava vzorků prasečí plasmy  

Příprava prasečí plasmy před proteomickou analýzou zahrnovala stejné kroky, jako 

u vzorků lidské plasmy, včetně použití stejných speciálních zkumavek.  V současné 

době neexistují na trhu podobné speciální odběrové zkumavky určené pro zvířata 

nebo konkrétně pro miniprasata.   

 

2.8.2   Odstranění vysoce zastoupených proteinů v prasečí plasmě  

Při výběru optimální depleční techniky u prasečí plasmy byly vysoce zastoupené 

proteiny depletovány pomocí imunoafinitní chromatografie stejnou kolonou (4,6 

mm ID x 100 mm) MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA) a HPLC 

systém Alliance 2695 (Waters, Milford, USA) s UV detekcí, centrifugačními 

kolonkami Agilent 5188-6560 MARS Hu-14 0.45ml, jednorázovými kolonkami High 

Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns (Thermo Fisher 
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Scientific, Waltham, USA)  a ethanolem podle stejných postupů jako u lidských 

vzorků.   

Stanovení koncentrace bílkoviny ve vzorcích bylo provedeno u všech vzorků 

stejnou metodou chelatace měďnatého iontu kyselinou bicinchoninovou (BCA) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a následně byla vizualizace provedena pomocí 

jednorozměrné gelové elektroforézy s nedepletovanou plasmou podle stejného 

postupu jako je uvedeno v kapitole 2.7.5. 

 

2.8.3    Enzymatické štěpení a přečištění 

Vzorky prasečí plasmy byly naředěny 10 mM solným roztokem fosfátem 

pufrovaným PBS, který byl připraven v laboratorních podmínkách 

z hydrogenfosforečnanu sodného, chloridu sodného a draselného (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA) do požadovaného objemu 200 µl. Po přidání 30 µl 10% 

dodecylsulfátu sodného byly vzorky inkubovány při 100 °C po dobu 3 minut  

a následně ochlazeny a centrifugovány. Pomocí 1 M TEAB bylo upraveno pH>8. 

Vzorky byly inkubovány při 60 °C po dobu 60 min s TCEP, čímž bylo docíleno 

redukce disulfidických vazeb mezi cysteiny. Po ochlazení vzorků na pokojovou 

teplotu bylo alkylace docíleno přidáním 15 µl 375 mM iodoacetamidu a inkubací při 

25 °C na temném místě po dobu 30 minut. Proteiny byly vysráženy přidáním 

acetonu vytemperovaného na -20 °C a uchováním vzorků při této teplotě po dobu  

4 hodin. Po precipitaci acetonem byly vzorky centrifugovány při 8 000 xg po dobu 

10 min při 4 °C. Po odstranění acetonu byla peleta resuspendována 10 µl 10% 

deoxycholátu sodného, 70 µl deionizované vody a 10 µl 1 M TEAB. Po rozpuštění 

pelety a zkontrolování pH bylo přidáno 10 µl trypsinu (0,1 ug/ul), stočeno  

na centrifuze a ponecháno při 37 °C přes noc.  

Po inkubaci byly vzorky stočeny na centrifuze a ochlazeny na ledu. Digesce štěpící 

proteázou byla zastavena úpravou pH a to přidáním 10 µl 10% kyseliny 

trifluoroctové, která zapříčinila precipitaci proteinů. Precipitát byl stočen na dno 

zkumavky při 4 000 xg a 4 °C po dobu 10 min. Supernatant byl převeden do nové 

zkumavky a zbývající sraženina byla promyta pomocí 100 µl 1% kyseliny 

trifluoroctové a opět stočena za stejných podmínek. Po převedení supernatantu 

k původnímu bylo odstranění deoxycholátu sodného docíleno přidáním 750 µl 
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etylacetátu, zvortexováním, centrifugací při 1 000 rpm po dobu 1 min a odstraněním 

horní vrstvy.  Předešlý krok s etylacetátem byl zopakován ještě 5krát. 

Tato peptidická směs v případě label free následné kvantifikace byla rozpuštěna 

v 300 µl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny trifluoroctové a přečištěna pomocí extrakce 

na pevné fázi na kolonce Empore s reverzní fází C18 (3M Company, Saint Paul, USA).  

Pro efektivní rozpouštění byly vzorky vortexovány a vloženy do ultrazvukového 

sonikátoru Brand VGT1730QT (eMAG, Bukurešť, Rumunsko).  Kolonky byly 

promyty 100% acetonitrilem na vakuovém manifoldu a ekvilibrovány nanesením 

300 µl 50% acetonitrilu 0,1% kyseliny trifluoroctové. Poté bylo na kolonky 

naneseno 300 µl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny trifluoroctové. Po zaktivování 

kolonek byl 2krát po sobě nanesen vzorek. Odstranění interferujících složek  

a nečistot bylo provedeno pomocí 300 µl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny 

trifluoroctové.  

Eluce byla provedena pomocí 150 µl 50% acetonitrilu, 0,1% kyseliny 

trifluoroctové s využitím stříkačky pro lepší regulaci rychlosti eluce. Tento krok byl 

proveden ještě jednou a následně byly vzorky odpařeny na vakuové odparce 

Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg, Německo) a umístěny do mrazáku  

o teplotě – 80 °C.  

 

2.9    Relativní kvantifikace 

Celý kvantifikační postup zahrnoval několik kroků a je znázorněn na obrázku 2.4. 

Pro prvotní zjištění kvantitativních rozdílů mezi vzorky ozářených pacientů  

a kontrolní skupinou a také prasečích vzorků před a po ozáření byla použita tzv. 

label free kvantifikace (LFQ) vzorků jednotlivých sledovaných skupin založená  

na srovnávací analýze proteinového, resp. peptidového materiálu bez nutnosti 

značení s využitím hmotnostního spektrometru s vysokým rozlišením např.  

Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). 

Při provádění metody LFQ u lidských plasem byly provedeny dvě analýzy LFQ1  

a LFQ2 po 8 vzorcích. Rozdělení na dvě skupiny bylo zavedeno s ohledem na TMT 

metodu, která obsahovala 16 značek. Při provedení LFQ metody u prasečí plasmy 

byly všechny vzorky měřeny v jedné analýze. 
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Obr. 2.4 Kvantifikační postup práce se vzorky (Rydlová, 2023) 

 

Kvantifikace pomocí značících metod  

Ke kvantifikaci vzorků od leukemických pacientů a prasečích vzorků byla využita 

metoda inkorporace TMT značek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). V naší 

studii byla použita sada pro značení až 16 vzorků, přičemž každý z 8 vzorků byl 

rozdělen na dvě poloviny (0 G a 24 h). Jednotlivé dávky záření byly u všech pacientů 

stejné (2 x 2 Gy). Vzorky byly rozděleny do dvou skupin (TMT1 a TMT2) podle 

pohlaví a randomizovány. První skupina (TMT1) obsahovala pouze mužské dárce, 

zatímco druhá skupina (TMT2) měla pacienty obou pohlaví (tab 2.5.).  

 

Značka TMT1 TMT2 Značka TMT1 TMT2 

126C 2B 0G 7B 0G 130C 11B 0G 21B 0G 

127N 2B 24H 7B 24H 131N 11B 24H 21B 24H 

127C 6B 0G 9B 0G 131C 19B 0G 24B 0G 

128N 6B 24H 9B 24H 132N 19B 24H 24B 24H 

128C 8B 0G 13B 0G 132C 23B 0G 25B 0G 

129N 8B 24H 13B 24H 133N 23B 24H 25B 24H 

129C 10B 0G 18B 0G 133C 27B 0G 29B 0G 

130N 10B 24H 18B 24H 134N 27B 24H 29B 24H 

Tab. 2.5 Označení lidských vzorků TMT značkami  
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U prasečí plasmy podle počtu vzorků byl použit set s 6 TMT značkami. Prasečí 

vzorky byly rozděleny do dvou skupin podle dávky ozáření H2=TMT1 a H4=TMT2 

(tab 2.6). 

 

Značka Dávka TMT1 TMT2 

126 0 Gy 147, 148, 149, 150 140, 141, 173 

127 0 Gy 166, 168, 169, 170 6, 7, 139 

128 0 Gy 171, 172, 197, 198 200, 201, 204, 205 

129 1,2-2,2 Gy 147, 148, 149, 150 140, 141, 173 

130 1,2-2,2 Gy 166, 168, 169, 170 6, 7, 139 

131 1,2-2,2 Gy 171, 172, 197, 198 200, 201, 204, 205 

Tab. 2.6 Označení prasečích vzorků TMT značkami  

 

U lidské plasmy byla peleta s 25 µg proteinu rozpuštěna v 100 µl 100 mM TEAB, 

zvortexována na třepačce Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) a stočena  

na odstředivce Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Německo). TMT značky byly 

ekvilibrovány na laboratorní teplotu, aby se zabránilo kondenzaci vody.  

Rozpuštěny byly v 40 µl acetonitrilu, následně byly zvortexovány na třepačce  

a stočeny na odstředivce.  Do každého vzorku bylo přidáno 20 µl TMT značky. 

Inkubace byla provedena v thermomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, 

Německo) po dobu 60 minut, 500 rpm při pokojové teplotě. Následně bylo přidáno 

8 µl 5% hydroxylaminu. Inkubace byla provedena v thermomixeru C 5355 comfort 

(Eppendorf, Hamburg, Německo) po dobu 15 min, 500 rpm při pokojové teplotě. 

V posledním kroku byly vzorky smíchány podle tabulky 2.6. Před proteomickou 

analýzou byly vzorky odsoleny podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.3, rozděleny 

na alikvóty po 5 µg a 15 µg a vysušeny ve vakuové odparce Concentrator plus 5350 

(Eppendorf, Hamburg, Německo). Pro LC-MS/MS analýzu bylo následně rozpuštěno 

5 µg v 20 µl solventu A. 

Vzorky prasečí plasmy s 50 µg proteinu byly rozpuštěny v 71 µl 100 mM TEAB, 

zvortexovány na třepačce Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) a stočeny  

na odstředivce Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Německo). TMT značky byly 

ekvilibrovány na laboratorní teplotu, aby se zabránilo kondenzaci vody. Rozpuštění 

bylo provedeno v 58 µl acetonitrilu, následně byly zvortexovány na třepačce  
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a stočeny na odstředivce. Ke každému vzorku bylo přidáno 29 µl jednotlivé TMT 

značky podle tabulky 2.5. Vzorky se značkami byly inkubovány v thermomixeru C 

5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Německo) 60 minut při pokojové teplotě  

a 500 rpm. Následně bylo přidáno 8 µl 5% hydroxylaminu. Inkubace byla provedena  

při pokojové teplotě v thermomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, 

Německo), 500 rpm po dobu 15 minut. Před proteomickou analýzou byly vzorky 

odsoleny podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.3, rozděleny na alikvóty po 5 µg  

a 15 µg  a vysušeny ve vakuové odparce Concentrator plus 5350 (Eppendorf, 

Hamburg, Německo). Pro LC-MS/MS analýzu bylo následně rozpuštěno 5 µg v 20 µl 

solventu A. 

 

2.10 LC-MS/MS analýza  

Optimalizace přípravy vzorku probíhala na přístroji nanoLC UltiMate 3000 s UV 

detekcí na 214 nm (Dionex, CA, USA), který obsahuje předkolonu 300 µm ID × 5 mm, 

PepMap100 naplněnou C18 stacionární fází (5 µm, 100 Å; Dionex CA, USA) a k ní 

připojenou analytickou kolonu NanoEase 100 µm × 150 mm, Atlantis naplněnou 

C18stacionární fází (3 µm, 100 Å; Waters, Milford, MA, USA). Separace odsolené  

a naštěpené směsi peptidů byla provedena na přístroji UltiMate 3000 RSLCnano 

HPLC (Dionex, CA, USA) pomocí kapilární kolony Acclaim PepMap100 (75 µm ×  

20 mm) naplněné částicemi C18 o velikosti 3 µm a separační kolonou Acclaim 

PepMap RSLC (75 µm × 150 mm) naplněnou částicemi C18 o velikosti 2 µm. 

Separace byla provedena s gradientovou elucí (3-44% acetonitrilu s přídavkem 

0,1% kyseliny trifluoroctové), která je zakončena nanoelektrosprejovou ionizací 

s přímým vstupem do MS. Pro analýzu byl použit hmotnostní spektrometr  

Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA). MS měření bez použití značek bylo nastaveno v rozsahu 350-1650 m/z při 

70000 FWHM (full width at half maximum) s maximální dobou plnění 100 ms  

a limitem max 1e6. MS/MS analýza byla provedena v m/z rozsahu odpovídající 

molekulové hmostnosti prekurzoru. V případě analýzy TMT značení bylo nastavení 

upraveno na úplné MS skenování (400-1650 m/z) při 70 000 FWHM s maximální 

dobou plnění 100 ms a limitem 3e63. Byly vybírány prekurzory s nábojem 2+  

a vyšším. V případě LFQ analýzy se střídal jeden MS sken s následujícími až  

12 MS/MS skeny vybraných prekurzorů u TMT jich bylo 10. Samotná kvantifikace 
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signálu probíhala na MS úrovni s identifikací komponent z MS/MS spekter.  

Pro zjištění kvantitativních rozdílů mezi vzorky ozářených pacientů, kontrolní 

skupinou a prasečí plasmy byla použita nejprve TMT analýza, při které byly  

ke směsným vzorkům přidány izobarické značky. Ty se navázaly na N konec peptidu 

a postranní část lysinu. Při MS/MS módu byly značky odděleny a podle intenzity 

reportérových iontů byly stanoveny relativní poměry jednotlivých analytů  

ve vzorcích.  

 

2.11    Zpracování získaných dat  

Instrumentální sběr dat z hmotnostního spektrometru byl proveden za pomocí 

softwaru Xcalibur (v4.2.47) a Tune control (v2.11.0.3006). Pro bioinformatické 

vyhodnocení experimentálně získaných dat byly použity komerčně dodávané nebo 

volně přístupné softwary. Pro identifikace proteinů byl použit vyhledávací program 

Mascot server (2.4, Matrix Science) nebo program Sequest HT, které zpracovávají 

původní data z MS a jsou integrovány s programem Proteome Discoverer (2.4.1.15, 

Thermo Fisher Scientific, USA), pomocí kterého bylo možné identifikovat  

a kvantifikovat proteiny přítomné ve vzorcích (relativní množství proteinů). Hlavní 

účel jejich součinnosti tkví v prohledávání databází a lepší analýze. Program 

Proteome Discoverer s programem Sequest HT obsahuje různé možnosti 

vyhodnocení získaných experimentálních dat a byl použit jak pro samotnou 

identifikaci proteinů, tak i pro kvantitativní vyhodnocení typu LFQ nebo TMT 

značení. Pro identifikaci byla použita aktuální UniProtKB/Swiss-Prot databáze.  

Zpracování dat probíhalo na základě nastavení selektoru spektra, top N píků  

a detektoru prekurzorů. Kritéria zadaná v programu SequestHT obsahovala 

databázi proteinů UniProt human UP000005640_(1.5.2023), enzym trypsin, 

maximální počet chybějících štěpných míst 1, minimální délka peptidu 7, maximální 

délka peptidu 144, minimální počet sekvencí peptidu 1, tolerance hmotnosti 

prekurzoru 10 ppm, tolerance hmotnosti fragmentu 0.02 Da, hmotnost b- a y-iontů, 

statické modifikace - Carbamidomethyl / +57,021 (C); dynamické modifikace - 

Oxidace / +15,995 Da (M); dynamické modifikace (proteinový terminus) - Acetyl / 

+42,011 Da (N-konec), Met-ztráta / -131,040 Da (M), Met-ztráta+Acetyl / -89,030 

Da (M).   Statistická analýza dat byla prováděna pomocí programu R-software. Gene 
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ontology analýza byla pak prováděna ve volně dostupných bioinformatických 

nástrojích a databázích (Metascape, Reactome, STRING).  
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3 Výsledky a diskuze 

Cílem této experimentální práce bylo nalézt, identifikovat a vybrat vhodné proteiny 

v lidské plasmě jako kandidátní biomarkery poškození po expozici IZ pomocí LC-

MS/MS. Panel biomarkerů z lidské plasmy byl rozšířen o proteiny z prasečí plasmy.  

Tato kapitola je rozdělena do jednotlivých částí podle zpracovaných témat  

a z důvodu komplexnosti práce jsou dílčí výsledky uváděny vždy s diskusí, což by 

mělo zajistit lepší přehlednost. První podkapitola je věnována výběru biologických 

subjektů a materiálu. Druhá podkapitola je zaměřená na zhodnocení různých 

postupů odstraňování vysoce abundantních proteinů z plasmy. Ve třetí podkapitole 

jsou zhodnoceny vybrané kandidátní proteiny z lidské plasmy a jejich verifikace  

na zvířecím modelu, poslední podkapitola se zaměřuje na porovnání top kandidátů 

z obou analyzovaných biologických materiálů. 

 

3.1 Výběr vzorků 

Při ozáření skupiny lidí je nejdůležitější roztřídit tyto jedince podle získané dávky  

a zahájit adekvátní léčbu. K tomuto účelu by měly využití proteinové biomarkery 

ozáření, které jsou citlivé k IZ a jejich hladina se mění za krátký časový interval  

po ozáření. Při zjišťování nových biomarkerů ozáření v lidské plasmě by v ideálním 

případě měla být studie provedena na zdravých osobách, které by se nechaly 

dobrovolně ozářit různými dávkami IZ. Tato možnost je samozřejmě z etických 

důvodů nereálná, a proto byla v této studii použita krev od ozářených leukemických 

pacientů. Tyto osoby byly ozářeny v rámci své terapie a dobrovolně nám  

po informovaném souhlasu poskytly krev pro naše účely ozářenou in vivo. Většina 

experimentálních studií zaměřených na identifikaci biomarkerů ozáření byla 

prováděna na zvířecích modelech, proto je tato studie velmi unikátní. Zisk vzorků 

má i své limity, které zahrnují počet odebraných vzorků od leukemických pacientů 

a stanovenou dávku ozáření. Množství vzorků pro tento projekt bylo vázáno  

na počet pacientů, kteří v letech 2015–2019 podstupovali chemoterapii a dávky byly 

stanoveny lékařem po určení závažnosti diagnózy. Jednotlivé vzorky  

pro následující analýzy byly rozděleny do 4 skupin: K0h – zdraví dárci u nichž byla 

odebrána krev v čase 0h, K24h – zdraví dárci u nichž byla krev odebrána po 24h  
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od prvního odebrání, TBI0G- krev odebraná od leukemických pacientů před 

ozářením, TBI24h – krev odebraná od leukemických pacientů 24h po ozáření.  

Rozložení jednotlivých skupin všech vzorků bylo zpracováno pomocí analýzy 

hlavních komponent (graf 3.1). Z bodového grafu bylo vypozorováno,  

že komponenty kontrolních vzorků (K0h a K24h) mají shlukovité rozložení  

a utvářejí klastry. Zatímco vzorky od celotělově ozářených pacientů (TBI0G  

a TBI24h) byly rozmístěny ve větším rozptylu. Disponovaly tak větší variabilitou 

čímž se prokázala diferencovanost jednotlivých skupin vzorků před a po ozáření.  

 

 

Graf 3.1 Bodový graf rozložení všech vzorků od celotělově ozářených pacientů (T 0h, 

T 24h) a kontrolních skupin (K 0h, K 24h)  

 

Pro doplnění výsledků z lidské plasmy byla do studie dále zahrnuta prasečí 

plasma z 22 miniprasat, která představovala jednoduchý a dostupný experimentální 

savčí model s vhodnou genetickou korelací.  
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3.2 Optimalizace postupu odstranění abundantních proteinů  

Pro výběr nejvhodnější metody odstranění vysoce abundantních proteinů bylo 

vyzkoušeno celkem pět deplečních postupů: imunodeplece pomocí imunodepleční 

HPLC kolony MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA), 

centrifugační kolonky Agilent MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, 

USA), hexapeptidové knihovny ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA), jednorázové centrifugační kolonky High-Select™ 

Top14 Abundant Protein Depletion Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) a deplece pomocí ethanolu. Jednotlivé postupy byly aplikovány na lidskou  

a prasečí plasmu a srovnány. Pro zhodnocení efektivity jednotlivých deplečních 

postupů byla u nich změřena celková bílkovina a provedena jednorozměrná sodium 

dodecyl sulfát polyakrylamidová gelová elektroforéza (SDS-PAGE). 

První testovanou variantou byla imunodepleční HPLC kolona MARS Hu-14 

(Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA), která obsahuje polyklonální protilátky 

pro současné specifické odstranění 14 nejzastoupenějších proteinů plasmy.  

Odstranění vysoce zastoupených proteinů plasmy bylo provedeno pomocí HPLC 

systému Alliance 2695, který oproti dále zmiňovaným metodám zpracovává vzorky 

automaticky. Tím je zachován stejný postup se všemi vzorky, čímž je docílena 

poměrně dobrá reprodukovatelnost. Deplece jednoho vzorku trvala necelou hodinu  

a eluát s nízce zastoupenými zájmovými proteiny byl zachytáván pomocí sběrače 

frakcí (Waters, Milford, MA, USA). Na zhotoveném 1D SDS PAGE gelu je patrné,  

že u lidské plasmy došlo k odstranění vysoce zastoupených proteinů, zejména  

v oblasti kolem 67 kDa, kde se právě nachází nejzastoupenější lidský plasmatický 

protein albumin. To mělo za následek zviditelnění většího počtu ostatních proteinů 

přítomných v plasmě, jenž u nedepletované plasmy nebyly vizuálně patrné  

(obr. 3.1). Pro lidské vzorky byla tato metoda velmi vhodná, což jsme předpokládali. 
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Obr. 3.1 1D SDS elektroforetický gel se vzorkem lidské plasmy (1), depletované 

lidské plasmy pomocí kolony MARS Hu-14 HPLC (2) depletované lidské plasmy 

technikou hexapeptidové knihovny (3) a proteinovým standardem (4) 

 

Stejná kolona byla použita i při depleci prasečích plasmatických vzorků. Podle 

chromatogramu nedocházelo k zachytávání vysoce zastoupených proteinů  

(obr. 3.2).  V retenčním čase mezi 10.-20. minutou by mělo docházet k navázání 

vysoce zastoupených proteinů na imobilizované protilátky v kolonce  

a samovolnému odtoku nízce zastoupených. Úspěšné navázání vysoce zastoupených 

proteinů na tyto protilátky by se na chromatogramu projevilo menší velikostí píků 

a plochou pod píkem v daném retenčním čase. Neúčinnost kolony, která je vyrobená 

pro depleci lidských vzorků, vedla k nedostatečné depleci vzorků prasečí plasmy.  

Na základě negativních výsledků z chromatogramu nebyla provedena vizualizace 

pomocí SDS-PAGE. 
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Obr. 3.2 Chromatografický záznam imunoafinitní separace prasečí plasmy pomocí 

imunodepleční HPLC kolony MARS Hu-14, při které došlo k nedostatečnému 

navázání vysoce zastoupených proteinů.  

 

 Současně s předešlou metodou byla vyzkoušena u obou typů plasmy 

centrifugační kolonka Agilent MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, 

DE, USA). U této kolonky byly vzorky nanášeny manuálně a pomocí odstředivých sil 

bylo dosaženo jejich protékání přes kolonu. Tuto kolonku se stejnými protilátkami, 

jaká byla použita v předešlé depleci jsme zvolili kvůli menší nanášce, při které 

nedochází ke spotřebování velkého množství vzorku. 

Pro lepší usměrnění toku byly vzorky nanášeny pomocí injekční stříkačky. Při 

vizualizaci této depleční metody na lidských (obr. 3.3) a prasečích (obr. 3.4) vzorcích 

pomocí SDS-PAGE bylo zjištěno, že nedošlo k odstranění vysoce zastoupených 

proteinů u obou biologických vzorků.  I když tato kolona obsahuje stejné 

imobilizované protilátky jako předešlá, byla zvolena z důvodu zjištění jednotlivých 

rozdílů při manipulaci s nimi. Vzhledem k neúčinnosti kolony u obou biologických 

materiálech a výsledků z imunodepleční HPLC kolona MARS Hu-14 nebyla delece 

provedena opakovaně. Nedostatečná deplece u obou plasem mohla být způsobena 

nefunkční kolonou.  
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Obr. 3.3 1D SDS elektroforetický gel se vzorkem proteinového standardu (1), 

lidské plasmy (2), depletované lidské plasmy centrifugační kolonou (3), lidské 

plasmy depletované pomocí ethanolu (4), lidské plasmy depletované pomocí 

ethanolu – druhé resuspendování pelety (5), lipidové vrstvy (6), supernatantu 1 (7), 

supernatantu 2 (8) 

 

 

 

Obr. 3.4 1D SDS elektroforetický gel se vzorkem proteinového standardu (1), 

prasečí plasmy (2), depletované prasečí plasmy s centrifugační kolonou (3), 

prasečí plasmy depletované pomocí ethanolu (4), prasečí plasmy depletované 

pomocí ethanolu – druhé resuspendování pelety (5), lipidové vrstvy (6), 

supernatantu 1 (7), supernatantu 2 (8) 
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Další použitou testovací variantou pro snížení komplexity plasmy byla použita 

hexapeptidová knihovna ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). Tato metoda byla použita pouze na lidskou plasmu 

s cílem zjistit, zda tento postup bude vykazovat lepší výsledky oproti klasické 

imunoafinitní depleci. Na gelu je viditelná vyšší detekovatelnost ostatních proteinů 

přítomných v plasmě, jejichž detekce by v přítomnosti vysoce zastoupených 

proteinů byla značně omezená. Oproti koloně MARS Hu-14 došlo samozřejmě 

vzhledem k principu knihovny k odstranění jiných proteinů (obr. 3.1).  

Dále byly použity jednorázové centrifugační kolonky High-Select™ Top14 

Abundant Protein Depletion Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Výhoda těchto kolon byla v použití jedné kolonky na jeden vzorek, čímž se zamezilo 

nedostatečnému vymytí kolony po předchozích vzorcích a tzv. carryoveru v případě 

použití většího množství vzorků. Dalším pozitivem byla dostupnost 24 deplečních 

kolonek v jednom kitu, což v porovnání s hexapeptidovou knihovnou bylo více jak 

dvojnásobek. Z vizualizace depletované lidské plasmy na polyakrylamidovém gelu 

(obr. 3.5) lze konstatovat, že došlo k úspěšnému odstranění vysoce zastoupených 

proteinů.  

 

Obr. 3.5 1D SDS elektroforetický gel se vzorkem lidské plasmy (1), depletované 

lidské plasmy jednorázovou kolonou (2), prasečí plasmy (4, 7), prasečí plasmy 

depletované jednorázovou kolonou (5), prasečí plasmy depletované centrifugační 

kolonou (8) a proteinovým standardem (3,6) 
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Vzhledem ke snadné manipulaci se vzorky, kolonkami a pozitivnímu výsledku 

byla metoda použita i na prasečí plasmu. Po vizualizaci vzorek prasečí plasmy  

a depletované prasečí plasmy jednorázovou kolonkou nevykazoval žádný rozdíl. 

Z toho lze usoudit, že opět nedošlo k navázání proteinů na depleční kolonku.  

 Vzhledem k neúčinnosti deplečních kolon na prasečí plasmu byla dále 

vyzkoušena deplece albuminu pomocí ethanolu. K odstranění albuminu došlo  

u lidské i prasečí plasmy. Pro zjištění efektivity a zhodnocení správného postupu 

této metody byly na gel naneseny supernatanty, rozpuštěné pelety po odsátí 

prvního a druhého supernatantu a získaná lipidová vrstva. Z gelu bylo patrné,  

že většina albuminu byla obsažena v prvním supernatantu a z části i v druhém, 

zatímco v resuspendované peletě byl albumin výrazně snížen (obr. 3.3 a 3.4).  

 

Zhodnocení deplece prasečích vzorků 

Všechny uvedené depleční kolony jsou vyráběny pro účely odstranění abundantních 

proteinů ze vzorků lidské plasmy. Neadekvátní navázání proteinů  

na imobilizované protilátky v koloně vedla k nedostatečné depleci ekvivalentních 

proteinů plasmy miniprasat. Z tohoto důvodu byla na prasečí plasmatické vzorky 

použita deplece albuminu srážením ethanolem. Tato metoda není limitována 

počtem vzorků a není finančně nákladná. Při zhodnocení účinnosti metody pomocí 

gelu bylo patrné, že vysoce zastoupený albumin byl výzmnamně odstraněn a méně 

zastoupené proteiny byly zviditelněny. Dalším krokem bylo orientační ověření 

obsahu proteinů v depletovaných vzorcích. Obsah bílkovin byl měřen celkem 

dvakrát a byl proveden u směsných vzorků ozářené skupiny. Obsah bílkovin  

ve vzorku prasečí plasmy byl naměřen s hodnotou 79 ± 4,3 µg/µl u centrifugační 

kolonky byl 71 ± 1,8 µg/ µl, u jednorázové kolony byl 0,5 ± 0,006 µg/ µl. U deplece 

za použití ethanolu bylo stanovení obsahu bílkoviny změřeno ve všech vzorcích  

u obou skupin. U skupiny před ozářením byl obsah bílkovin naměřen s hodnotou  

0,4 ± 0,1 µg/ µl a u celotělově ozářené skupiny byl obsah bílkovin 0,5 ± 0,2 µg/ µl. 

Pro ověření množství proteinů po depleci v lidské plasmě byly získané hodnoty  

po změření metodou BCA přepočítány na celkový výtěžek z plasmatického vzorku  

(tab. 3.1). Obsah bílkovin v plasmě potvrdil neúčinnost centrifugační kolony, tak jak 

bylo vyobrazeno na gelu. U jednorázové kolonky došlo k odstranění velké části 

bílkovin, ale při orientačním zobrazení na gelu bylo vidět, že albumin nebyl 
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odstraněn. Dle výsledků použitých metod a z finančního hlediska bylo pro úpravu 

koncentračního rozpětí plasmy zvolena deplece pomocí ethanolu.  

 

Typ deplece  Stanovení bílkoviny v 

prasečí plasmě 

[ug/ul] 

Procentuální vyjádření 

bílkoviny v prasečí 

plasmě 

Nedepletovaná plasma 79 100 % 

Centrifugační kolonka 

MARS Hu 14 
71 90 % 

Jednorázové centrifugační 

kolonky High-Select™ 
0,5 0,6 % 

Ethanol neozářená 

skupina 
0,4 0,5 % 

Ethanol ozářená skupiny 0,5 0,7 % 

Tab. 3.1 Celkové stanovení bílkoviny v prasečí plasmě s využitím různých 

deplečních postupů 

 

Zhodnocení deplece lidských vzorků 

Při použití všech zmiňovaných metod ve vzorcích lidské plasmy kromě centrifugační 

kolonky Agilent MARS Hu-14 bylo docíleno k odstranění většiny abundantních 

proteinů. Neúspěšná deplece u zmiňované kolonky mohla nastat z důvodu naplnění 

kapacity kolony, či poškození depleční kolony.  

Při depleci je nejdůležitější, aby došlo k efektivnímu odstranění albuminu  

a imunoglobulinů, které jsou ve vzorcích ve velkém množství a zastírají minoritní 

proteiny. Jednorázová centrifugační kolonka High-Select™ Top14 Abundant Protein 

Depletion Resin byla v odstranění albuminu dle výsledků na polyakrylamidovém 

gelu nejefektivnější. U použití hexapeptidové knihovny došlo sice k nárůstu 

detekovatelnosti minoritních proteinů, ale oproti jednorázové kolonce nebyl 

albumin odstraněn dostatečně.Je to z toho důvodu, že knihovna obsahuje omezený 

počet vazebných míst v podobě hexapeptidů, a proto vysoce zastoupené proteiny 

rychle zaplní volná místa a přebytečné bílkoviny jsou odmyty (Paulus and Wehr, 

2007). Dochází tak k vyrovnání poměrových rozdílů mezi minoritními a majoritními 

proteiny ve vzorku. Tím dochází k potlačení kvantitativních rozdílů mezi proteiny 
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ve vzorcích a další kvantitativní analýza je obtížná.  Deplece pomocí ethanolu 

dosáhla k úspěšnému odstranění nežádoucího albuminu, ale celý proces je velmi 

náročný a oproti jednorázovým kolonkám při použití většího počtu vzorků by mohlo 

snadno dojít k nežádoucí chybě, která by měla negativní dopad  

na reprodukovatelnost.   

Dalším krokem bylo orientační ověření obsahu proteinů v depletovaných 

vzorcích. Obsah bílkovin byl měřen celkem dvakrát a byl proveden u směsných 

nedepletovaných vzorků, u depletovaných vzorků pomocí imunodepleční HPLC 

kolony MARS Hu-14 a hexapeptidové knihovny. V případě deplece pomocí ethanolu 

a centrifugační kolonky Agilent MARS Hu-14 bylo stanovení obsahu bílkovin měřeno 

dvakrát a bylo provedeno na vzorku od leukemického pacienta před ozářením. 

Stanovení obsahu bílkovin u depletovaných vzorků pomocí jednorázových 

centrifugačních kolonek High-Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin 

bylo provedeno u každého vzorku vzlášť. 

Obsah bílkovin u nedepletovaných vzorků byl u skupiny K0h 65 ± 5,1 µg/ µl, K24h 

65 ± 6,1 µg/ µl, TBI0G 61 ± 4,3 µg/ µl, TBI24 h 66 ± 3,1 µg/ µl. U kolony MARS  

Hu-14 HPLC byl obsah bílkoviny u skupiny K0h 0,5 ± 0,06 µg/ µl, K24h 0,6 ± 0,06 

µg/ µl, TBI 0G 0,5 ± 0,03 µg/ µl, TBI24 h 0,8 ± 0,01 µg/ µl. U centrifugační kolony  

0,2 ± 0,01µg/ µl, metodou hexapeptidové knihovny byl obsah bílkovin naměřen  

u skupiny K0h 0,5 ± 0,1 µg/ µl, K24h 0,6 ± 0,03 µg/ µl, TBI 0G 0,5 ± 0,1 µg/ µl,  

TBI24 h 0,6 ± 0,1 µg/ µl, u jednorázové kolony byl obsah bílkovin u skupiny TBI 0G 

0,2 ± 0,01 µg/ µl, TBI24h 0,2 ± 0,01 µg/ µl a u ethanolu byl změřen s hodnotou  

0,3 ± 0,05 µg/ µl. Pro ověření množství proteinů po depleci v lidské plasmě byly 

získané hodnoty po změření metodou BCA přepočítány na celkový výtěžek 

z plasmatického vzorku (tab. 3.2). Pro úpravu koncentračního rozpětí lidské plasmy 

vzhledem k výsledkům z SDS-PAGE, financím a k velkému množství vzorků byla 

zvolena imunoafinitní deplece pomocí jednorázových centrifugačních kolonek High-

Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin.  
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Typ deplece Typ vzorku Stanovení 

bílkoviny v lidské 

plasmě [ug/ul] 

Procentuální 

vyjádření bílkoviny 

v lidské plasmě 

nedepletovaná 

plasma 

K0h 65 100 % 

K24 h 65 100 % 

TBI0G 61 100 % 

TBI24h 66 100 % 

HPLC MARS Hu 

14 kolona 

K0h 0,5 0,75 % 

K24h 0,6 0,92 % 

TBI0G 0,6 0,98 % 

TBI24h 0,8 1,21 % 

centrifugační 

kolonka MARS 

Hu 14 

7B 0G 0,2 0,33 % 

hexapeptidová 

knihovna 

K0h 0,5 0,8 % 

K24h 0,6 0,9 % 

TBI0G 0,5 0,8 % 

TBI24h 0,6 0,9 % 

jednorázové 

centrifugační 

kolonky High-

Select™ 

TBI0G 0,2 0,3 % 

TBI24h 0,2 0,3 % 

ethanol 7B 0G 0,3 0,5 % 

Tab. 3.2 Celkové stanovení bílkoviny v lidské plasmě s využitím různých deplečních 

postupů 

 

3.3 Výběr biomarkerů ozáření v lidské plasmě 

Pro identifikaci irelevantních proteinů, které jsou spojené s onemocněním 

leukemických pacientů, byly porovnávány vzorky od leukemických pacientů  

a zdravých dárců v čase 0 h. Pro odstranění proteinů, u kterých se hladina mění 

v rámci cirkadiánního cyklu byly vzorky porovnávány od zdravých dárců v čase 0 h 

a 24 h. Hladina hodnot, která byla považována za přirozeně stabilní změnu proteinů, 



77 

byla stanovena v rozmezí 0.89–1.21 na statistické hladině významnosti p ≤ 0.05.  

Za významně statisticky signifikantně změněné proteiny při porovnávání vzorků  

od leukemických pacientů v čase 0 G a 24 h byly považovány ty se stanovenou 

změnou menší než 0.89násobnou a větší než 1.21násobnou. Do další selekce bylo 

zahrnuto odstranění proteinů, které byly v naší studii brány jako kontaminanty. 

V první řadě se to týkalo keratinu, který byl do vzorků zanesen zřejmě při jejich 

manipulaci, přípravě na proteomickou analýzu nebo při odběru krve.  Pro výběr 

potenciálních kandidátů byla výše uvedená kritéria zachována při dalších analýzách 

lidských i prasečích vzorků. 

U lidské plasmy byly provedeny celkem 4 analýzy LFQ1, LFQ2, TMT1 a TMT2.  

Na základě experimentu LFQ1 bylo identifikováno 285 proteinů, z nichž 16 

vykazovalo změnu hladiny po ozáření na statistické hladině významnosti p ≤ 0.05 

(tab. 3.3). Celkem 12 proteinů bylo koncentračně zvýšených a 4 byly koncentračně 

snížené. Mezi nejvíce změněné proteiny patřily flavinová reduktáza, filamin A, 

protein obsahující dezintegrinovou a metaloproteinázovou doménu  

a tyrozinkináza. 

 Prvním zmíněným proteinem s nejvyšším koncentračním zvýšením byla flavinová 

reduktáza (BLVRB), která se podílí na odstraňování kyslíku z plasmy. Dochází  

tak k větší odolnosti tkání vůči oxidačnímu stresu jenž vzniká po expozici IZ (Knaus 

et al., 2017). Volné flaviny generované flavinovou reduktázou slouží jako potenciální 

zdroj H2O2, jenž přispívá k navýšení ROS v plasmě (Seaver and Imlay, 2004). Dalším 

proteinem byl filamin A (FLNA), který reaguje na poškození DNA a tumor 

supresorových genů BRCA1 a BRCA2. Deficit FLNA způsobuje narušení opravy 

dvouřetězcových zlomů DNA (DSB), což vede k senzibilizaci buněk na IZ  

(Yue et al., 2012). Nepřítomnost filaminu A ohrožuje HR a NHEJ (Velkova et al., 

2010).  

 Mezi nejvýznamnější proteiny, které byly detekovány prostřednictvím analýzy 

LFQ1 a jejichž hladina po ozáření v organismu stoupá byly peroxiredoxin 2, kataláza 

a laktoferin. Peroxiredoxin 2 (PRDX2) je antioxidantní enzym, který využívá 

zbytky cysteinu k rozkadu peroxidů vodíku. PRDX2 je třetím nejhojnějším 

proteinem v erytrocytech a byl identifikován u bakterií, rostlin, kvasinek a savců. 

Patří do skupiny peroxidáz, které se podílí na enzymatické degradaci organických  

a anorganických hydroperoxidů (Low et al., 2008; Wood et al., 2003). PRDX2 je 
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hlavním typem peroxiredoxinů a hraje důležitou roli v prevenci poškození 

zprostředkovaného ROS v erytrocytech (Ma et al., 2019, p. 2). Vztah mezi IZ a PRDX2 

byl popsán ve studii Sharapova a kolektivu, kde byl ozářen zvířecí model 

subletálními a letálními dávkami a byl detekován radioprotektivní účinek PRDX2. 

Intravenózním podáváním zmiňovaného proteinu modelovému organismu před 

expozicí IZ přispělo k výrazně vyšší míře přežití jedinců a také došlo k potlačení 

rozvoje leukopenie, trombocytopenie a k ochraně buněk kostní dřeně před 

poškozením genomu DNA. Navíc došlo k potlačení apoptózy, stimulace buněčné 

proliferace a k rychlejšímu obnovení redoxního stavu buněk (Sharapov et al., 2019). 

Při působení IZ dochází k tvorbě ROS a k hemolýze erytrocytů ze kterých se uvolňuje 

PRDX2, ty na sebe navazují H2O2 čímž dochází k jejich oxidaci a uvolnění H2O  

do okolí (obr. 3.6). Další výzamnou vlastností je chaperonová aktivita, která je 

indukována oxidací cysteinu peroxidázy působením IZ nebo zvýšením teploty. Tím 

dochází ke změně prostorového uspořádání „shlukování“ proteinů a k navození 

stresové odpovědi (Jang et al., 2004).  

 

 

Obr. 3.6 Schéma zobrazující působení peroxiredoxinu 2 (Prx2) (Upraveno podle 

Sharapov et al., 2019) 

 

Kataláza (CAT) je silný antioxidační enzym, který se nachází téměř ve všech živých 

organismech, jehož funkcí je přeměna peroxidu vodíku na vodík a vodu (Xiao et al., 

2015). Tento protein by mohl být zajímavý ve vztahu k IZ, jelikož zachytává ROS  

v organismu. I když není v přímém vztahu k IZ publikován, tak ve studii Shen  

a kolektivu zvýšení hladiny CAT může chránit řadu tkání před poškozením 

způsobeným oxidačním stresem (Shen et al., 2012). Posledním vhodným 

biomarkerem je laktotransferin (LTF), který patří mezi antioxidanty a inhibuje 

účinky Fentonovy reakce a následných hydroxylových radikálů prostřednictvím 
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chelatace železa (Kopaeva et al., 2022; Shimmura et al., 1996). Laktotransferin  

se podílí na různých fyziologických procesech, včetně vazby a transportu iontů 

železa, imunitních a zánětlivých reakcí. Tento protein má mnohočetné ochranné 

funkce a radioprotektivní vlastnosti (García-Montoya et al., 2012). 

 Prvním snížením proteinem byla tyrozinkináza (ITK) často označována jako 

interleukinem indukovaná T buněčná kináza. Podílí se na imunitní odpovědi  

 a zejména aktivuje pomocné a T buňky (Zhong et al., 2014). U ozářených myší,  

který podstoupily léčbu v podobě podávání tyrozinkinázových inhibitorů,  

byl zjištěn pozitivní dopad na radioprotekci slinné žlázy (Wie et al., 2017). Z toho lze 

usuzovat, že snížení tyrozinkinázy v organismu může vyvolat radioprotektivní 

účinky. Protein obsahující dezintegrinovou a metaloproteinázovou doménu  

(ADAMTS13) se podílí na opravách tkání a procesech hojení ran. Při těchto 

procesech dochází k navýšení hladin v neporušených i poškozených tkáních 

(Hodgkinson et al., 2010). Podílí se na kardiovaskulární remodelaci, regulaci jejich 

funkcí a také se účastní patologických procesů, jako je např. kardiovaskulární 

onemocnění, zánět, oxidační stres, metastázování nádorů (Takawale et al., 2015). 

Bylo zjištěno, že ADAMTS13 může být spojen s přežitím cévních buněk po expozici 

IZ (McRobb et al., 2017). 

 U detekovaných proteinů vybraných na základě kritérií byly v dostupné databázi 

string porovnány vzájemné interakce. Jednotlivé proteiny byly uspořádány  

do 5 klastrů. Nejzastoupenější skupina jenž je označená červeně obsahuje proteiny,  

které se podílí na odstranění ROS (obr. 3.7). Ostatní se podílí na imunitní reakci  

či na struktuře buněk.  
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Obr. 3.7 Vzájemné interakce proteinů detekované v experimentu LFQ1 a jejich 

uspořádání do 5 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny související s detoxikací 

ROS. Žlutá skupina obsahuje proteiny zodpovědné za udržení vnitřní struktury  

a organizaci buňky. Světle modrá souvisí s komplementovou kaskádou. Tmavě 

modrá a zelená označuje zbývající proteiny bez interakcí (www.string-db.org). 

 

 V druhém experimentu LFQ2 bylo identifikováno 308 proteinů, z nichž 34 

vykazovalo změnu hladiny po ozáření na statistické hladině významnosti p ≤ 0.05 

(tab. 3.4). Celkem 20 proteinů bylo koncentračně snížených a 14 bylo koncentračně 

zvýšených. Mezi nejvíce změněné proteiny na statistické hladině významnosti  

p ≤ 0.05 s regulací nahoru byly protein S100-A12, desmokolin 1, nesprin 1, 

peroxiredoxin 1, C reaktivní protein a s regulací dolů byly flavinová reduktáza, 

trombospondin 1, hemoglobinová podjednotka D, sérový amyloid, destičkový faktor 

4, karbonická anhydráza 2. 

 Protein S100-A12 spolu s proteiny S100-A8 a S100-A9 je hlavním prozánětlivým  

a se stresem souvisejícím proteinem spadající do početné rodiny S100. Je napojen 

na signální dráhu p53 související s poškozením DNA vlivem IZ (Van Dieck et al., 

2009).  Přímo se podílí na aktivaci endoteliálních buněk, mononukleárních fagocytů 

a lymfocytů (Roth et al., 2003). Zvýšené hladiny S100-A12 byly zaznamenány u lidí 

s lokálním a systémovým zánětem (Kessel et al., 2013). Desmokolin-1 (DSC1) je 

desmosomální transmembránový glykoprotein, který zajišťuje adhezi mezi 

http://www.string-db.org/
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buňkami (Chidgey, 2002; Lapcik et al., 2023). V publikaci Ogita a spol. při lokálním 

ozáření dásní došlo k navýšení hladiny desmokolinu 1 (Ogita et al., 2015). Dalším 

zvýšeným proteinem byl nesprin 1 (SYNE1), který hraje zásadní roli v buněčné 

signalizaci, genové regulaci a udržuje stabilitu buněčných struktur (Sur et al., 2014). 

SYNE1 je nezbytný pro správné fungování proteinů, které mají úlohu při opravách 

DNA (Sur-Erdem et al., 2020). Peroxiredoxin1 (PRDX1) a již zmiňovaný PRDX2 

spadá do skupiny peroxidáz, které se vyskytují v šesti různých izoformách. Ačkoli  

se jejich jednotlivé role v antioxidační ochraně značně liší, všechny katalyzují 

redukci organických hydroperoxidů, peroxynitritu (Neumann et al., 2009) a H2O2 

jenž způsobuje oxidaci proteinových thiolů, například v proteinových 

tyrozinfosfatázách (PTPs) (Lee et al., 1998). Vedle katalázy a glutathionperoxidázy, 

PRDX1 a 2 jsou třetími nejhojnějšími antioxidačními proteiny v erytrocytech a jejich 

deficit vede k hemolytické anémii (Ho et al., 1997). Přítomnost peroxiredoxinů  

v organismu signalizuje výskyt peroxidů (Diet et al., 2007). Jiným významným 

proteinem identifikovaným v plasmě byl C reaktivní protein (CRP), který je 

primárně syntetizován v jaterních hepatocytech a následně uvolňován do plasmy. 

Doba rozpadu tohoto proteinu je 19 hodin a hlavním induktorem jeho syntézy je 

interleukin 6 (IL-6) (Dupuy et al., 2003). Mezi další induktory patří prozánětlivé 

cytokiny, jako je interleukin 1 (IL-1), tumor nekrotizující faktor  

(TNF- α) (Peisajovich et al., 2008). CRP hraje spolu s prozánětlivými cytokiny 

důležitou roli ve vrozené imunitě, vazbě imunoglobulinových receptorů, opsonizaci, 

aktivaci komplementu a zánětu (Loganathan et al., 2020). Jeho funkce je především 

v řadě patogenních procesů, jako je ateroskleróza, která je způsobena IZ  

(Ryu et al., 2022). Dále byl CRP klasifikován jako rizikový faktor kardiovaskulárních 

onemocnění (KVO), který hraje přímou roli při jejich vzniku (Li and Fang, 2004). 

Předchozí epidemiologické studie naznačují, že expozice nízkým a středním dávkám 

IZ může zvyšovat riziko KVO, zatímco vysoké dávky urychlují rozvoj aterosklerózy. 

Zvýšení hladin CRP po ozáření potvrdila studie Cengizové a spol, v níž bylo 51 

pacientek s diagnózou karcinomu endometria ozářeno celkovou dávkou 50,4 Gy. 

Hodnoty po ozáření se zvýšily až dvojnásobně ve srovnání s hodnotami před 

ozářením (Cengiz et al., 2001). Podobné výsledky měly i jiné studie zabývající  

se stejnou tematikou (Ki et al., 2009; Ossetrova et al., 2011). Ačkoli se stanovení 

hladiny CRP běžně používá jako marker při běžných nachlazeních a zánětech 
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(Dupuy et al., 2003), tak by i přesto mohl sloužit jako doplňkový marker při 

radiačních událostech. 

 U flavinové reduktázy dochází ke zvýšení hladiny po vystavení se oxidačnímu 

stresu (Pluder et al., 2011). Tento poznatek byl uveden již na straně 84, ale v této 

analýze došlo k jeho koncentračnímu snížení. Mohlo by to být způsobeno vysokou 

variabilitou mezi vzorky, která ve výsledném hodnocení může způsobovat rozdíly 

mezi jednotlivými analýzami. K potrvzení závěru by bylo potřeba analýzu provést 

znovu se zaměřením na tento protein. Trombospondin 1 (THBS1) interaguje  

s buněčnými receptory, růstovými faktory, cytokiny a proteázami. Prostřednictvím 

těchto interakcí reguluje aktivitu ligandů a buněčnou odpověď na podněty  

z prostředí, čímž přispívá k fyziologickým a patologickým procesům  

(Resovi et al., 2014). Snížená aktivita THBS1 vede ke zvýšení radiorezistence. Toto 

tvrzení testovali na myších modelech se sníženým THBS1. Snížení tohoto proteinu  

a ozáření zadní končetiny dávkou 25 Gy vedlo k poklesu apoptózy ve svalových 

buňkách oproti myším bez sníženého THBS1 (Isenberg et al., 2008). 

Hemoglobinová podjednotka delta (HEMD) je součástí molekuly hemoglobinu, 

která se nachází v erytrocytech. Působením IZ na hemglobinové podjednotky vede 

ke změně konfigurace železa prostřednictvím volných radikálů, čímž dochází 

k neschopnosti vázat kyslík (De Oliveira et al., 2013). Hemoglobinové podjednotky 

jsou součástí erytrocytů, které jsou vystaveny většímu oxidačnímu stresu než 

jakýkoli jiný typ buněk kvůli velkému množství hemového železa. Vlivem IZ dochází 

k narušení jejich struktury a uvolnění hemoglobinů z erytrocytů (Lee et al., 2003). 

Protein sérový amyloid A (SAA) je především syntetizován v játrech a je 

přirozenou součástí krevního séra. Mezi nejvýznamnější členy akutní zánětlivé 

reakce patří sérový amyloid A1 a A2. Společně s CRP dochází k navýšení hladiny  

po infekcích, úrazech a jiných podnětech. Proteiny SAA interagují  

se specifickými receptory a podílejí se na remodelaci tkání prostřednictvím 

metaloproteináz a lokálních tkáňových změnách při ateroskleróze (Sack, 2020). 

V experimentální studii Sproulla a kolektivu hodnotili sérový amyloid A jako 

biomarker expozice IZ v myší plasmě. Desetitýdenní myší samice byly celotělově 

ozářeny dávkou 1-8 Gy a zhodnoceny po 24 hodinách. Hladina testovaného proteinu 

byla statisticky zvýšena oproti kontrole ve všech expozicích (Sproull et al., 2019). 

Při podstoupení radioterapie u pacientů s rektálním karcinomem dávkou 5 Gy  
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po dobu 5 dnů došlo ke zvýšení hladiny SAA až trojnásobně (Holm et al., 2020). 

V našem případě došlo ke snížení hladiny SAA v plasmě.  Stejně jako u flavinové 

reduktázy by bylo vhodné ověřit si výsledek další analýzou. Destičkový faktor 4 

(PF4) je člen rodiny chemokinů, který inhibuje růst hematopoetických kmenových 

buněk a adhezi k endotelu. Podílí se na snížení citlivosti buněk kostní dřeně 

k chemoterapii a urychluje obnovu myší krvetvorby po celkovém ozáření těla (Chen 

et al., 2014). Endogenní hladiny PF4 ovlivňují obnovu počtu krevních destiček  

po radiačním poškození. Bylo zjištěno, že PF4 patří mezi inhibitory 

megakaryopoézy. Při sníženém obsahu PF4 v organismu dochází k zvýšení počtu 

trombocytů po IZ (Lambert et al., 2011). Karbonická anhydráza 2 (CA2) je 

metaloenzym, který se podílí na životně důležitých fyziologických a patologických 

procesech, jako je homeostáza pH a CO2 (Sjöblom et al., 2009), transport 

bikarbonátu a CO2, resorpce kostí, kalcifikace a nádorové bujení. Jeho absence může 

vést k osteoporóze, renální tubulární acidóze a cerebrální kalcifikaci. Je přítomen 

především v pneumocytech typu II. Vzhledem k tomuto jedinečnému umístění  

se předpokládá, že CA2 se podílí na plicních funkcích, jako je regulace sekrece 

tekutin a usnadnění eliminace CO2 (Chiang et al., 2002). Přímá souvislost s IZ nebyla 

v radiobiologické literatuře prokázána, ale u karbonické anhydrázy IX bylo zjištěno, 

že se podílí na ochraně buněk karcinomu ledvin před IZ (Rini and Small, 2005). 

 Mezi další koncentračně snížený protein, který byl detekován v lidské plasmě byl 

Lysozym C (LYZ). Jedná se o glykosidázu, která se vyskytuje v různých typech tkání, 

tj. v plasmě, slinách, játrech a kloubní chrupavce a vyznačuje se antibakteriální 

schopností (Reitamo et al., 1978). Při ozáření proteinu lysozymu dochází k narušení 

jeho struktury a ke snížení celkového množství enzymu v plasmě  

(Edwards et al., 2002). Franzini a spol. pozorovali, že hydroxylový radikál OH  

a sekundární volné radikály způsobují změny v lysozymu. Zejména mají vliv  

na snížení jeho aktivity, která klesá s velikostí obdržené dávky (Franzini et al., 

1993). Zvýšená hladina byla potvrzena u proteinu S100-A8. Patří mezi hlavní 

prozánětlivý a se stresem související protein rodiny S100 (Roth et al., 2003). Byl 

identifikován u autoimunních onemocnění (Choi et al., 2014) a jeho hladina se mění 

v přítomnosti karcinomu zejména karcinomu ledvin (Mirza et al., 2014), 

adenokarcinomu žaludku (Choi et al., 2012) a kolorektálního karcinomu (Duan et 

al., 2013). Spojován je především s vrozenou imunitou vzhledem ke schopnosti 
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aktivovat toll-like receptor 4 (Dessing et al., 2015). Přímá souvislost s IZ nebyla 

prokázána, ale mohl by být využíván jako doplňkový marker spolu s CRP. 

 Identifikované proteiny byly roztříděny do 5 klastrů a porovnány z hlediska jejich 

vzájemných vazeb. Nejvíce proteinů souviselo s imunitní reakcí a opsonizací. Další 

proteiny byly zodpovědné za odstranění oxidantů a účasti v zánětlivé odpovědi. 

Ostatní proteiny souvisely se zánětlivou reakcí a adhezí buněk (obr. 3.8). 

  

 

Obr. 3.8 Vzájemné interakce proteinů detekované v experimentu LFQ2 a jejich 

uspořádání do 5 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny související s buněčnou 

adhezí. Žlutá skupina obsahuje proteiny účastnící se zánětlivé odpovědi. Zelená  

se podílí na buněčné detoxikaci oxidantů. Tmavě modrá souvisí s komplementovou 

kaskádou a světle modrá se podílí se na akutní imunitní odpovědi a opsonizaci. 

(www.string-db.org). 

http://www.string-db.org/
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Další kvantifikační analýza použitá u lidské plasmy byla pomocí značící metody 

TMT, která vycházela z analýzy směsných vzorků.  

Analýza dat TMT1 vedla k identifikaci 356 proteinů, z nichž 19 vykazovalo změnu 

hladiny po ozáření na statistické hladině významnosti (p ≤ 0,05). Celkem 4 proteiny 

byly koncentračně sníženy a 15 proteinů bylo koncentračně zvýšených (tab. 3.5). 

Mezi nejvíce změněné proteiny na statistické hladině významnosti p ≤ 0.05 

s regulací nahoru byly destičky aktivující faktor acetyl-hydroláza, karbonická 

anhydráza 2, tsukushi, protein S100-A6, peroxiredoxin 2 a s regulací dolů byly 

růstový faktor podobný inzulinu II a protein disulfid izomeráza. 

Destičky aktivující faktor acetyl-hydroláza (PLA2G7) má rozmanité 

fyziologické a patologické funkce. Zejména se účastní zánětlivých a alergických 

reakcí jako lipidový mediátor (Stafforini et al., 1997). Přímá souvislost s IZ nebyla 

v radiobiologické literatuře zatím prokázána. Dalším detekovaným proteinem byla 

karbonická anhydráza 2, která již byla zmíněna a její vztah k IZ byl popsán  

na straně 90. Tsukushi (TSK) patří do rodiny malých proteoglykanů bohatých  

na leucin a podílí se na růstu kostí, hojení ran a regulaci kmenových buněk sítnice 

(Ohta et al., 2019). Účastní se signálních drah, které jsou důležité pro vývoj  

a metabolismus. Reguluje buněčnou komunikaci, proliferaci a osud buněk (Istiaq 

and Ohta, 2022). V dostupné literatuře nebyla nalezena spojitost s IZ. Protein S100-

A6 je jedním z dalších proteinů spadající do rodiny S100, které vážou Ca2+. 

V omezeném množství vzniká v normálních tkáních a v několika typech nádorových 

buněk. Jako intracelulární protein se S100-A6 podílí na regulaci několika buněčných 

funkcí, jako je proliferace, apoptóza, dynamika cytoskeletu a buněčná odpověď  

na různé stresové faktory.  (Donato et al., 2017). Zvýšená hladina proteinu S100-A6  

v buňkách karcinomu tlustého střeva a plic byla zaznamenána po jejich vystavení  

se IZ. (Orre et al., 2007). IZ má vliv na zvýšení ROS v buňkách, které se podílí  

na vzniku buněčného oxidačního stresu. Tato změna vede k intracelulární redoxní 

nerovnováze, jenž by mohla být zodpovědná za změny v hladině S100-A6 (Leach et 

al., 2001).  Na zesilování oxidačního stresu se podílí i signální dráha p53, která má 

schopnost zvyšovat produkci ROS (Sawada et al., 2004). Rozdíly v hladině proteinu 

S100-A6 po ozáření by mohly souviset s p53. Při působení H2O2 na dráhu p53 došlo 
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ke zvýšení hladiny S100-A6 po dobu 48h (Leśniak et al., 2005). Dalším zvýšeným 

proteinem byl peroxiredoxin 2, který byl již zmíněn na stranách 84-85.  

Bylo prokázáno, že inzulinu podobný růstový faktor 2 (IGFBP2) hraje 

důležitou roli ve vývoji, růstu a přežívání buněk. IGFBP2 může působit jako faktor 

k přežití tím, že inhibuje apoptózu vyvolanou poškozením DNA, či  použitím 

chemoterapeutických látek (Zhang et al., 1999). Spadá do IGF dráhy, která se podílí 

na radiorezistenci. Tuto teorii dokazují i některé dále zmíněné studie. Například 

analýza neozářených a ozářených myší potvrdila, že radiosenzitivita  

a přežití po ozáření souvisejí mimo jiné se stavem aktivace tkáňové a systémové 

signalizace IGF-1 (Zinati-Saeed et al., 2020). Zvýšenou hladinu IGFBP2 u potkanů 

zaznamenala experimentální studie Wanga a kolektivu i po týdnu od ozáření pravé 

končetiny dávkou 17.5 Gy (Wang et al., 2007). V naší studii došlo k opačné tendenci. 

Mohlo to být způsobené vystavením subjektu rozdílné dávce IZ, nebo odběrem 

biologického materiálu v jiném časovém intervalu. Opačný výsledek mohl být 

způsoben i vysokou variabilitou mezi vzorky. Při dalším experimentu by bylo 

vhodné tento protein ověřit na více vzorcích znovu. 

Protein disulfid izomeráza (PDI) je členem velké rodiny dithiol/disulfid 

oxidoreduktáz a katalyzují tvorbu disulfidových vazeb (Ferrari and Söling, 1999).  

Vyskytují se zejména v endoplasmatickém retikulu (ER) a jsou vylučovány 

především z hepatocytů, endoteliálních buněk či krevních destiček. V ER působí jako 

chaperony a účastní se kontroly kvality pro správné skládání proteinů. Mimo ER  

se podílí na důležitých biologických procesech, které souvisí s redoxními 

vlastnostmi a asociací s DNA. Zřejmě je zapojena i do imunitních reakcí, jelikož 

značné množství PDI bylo nalezeno i na povrchu lidských B-lmfocytů (Turano et al., 

2002). PDI navazuje na činnost jiných enzymů přítomných v ER (GPX 7 a 8, PRDX 4), 

jenž se podílí na katalytické redukci H2O2 vyprodukovaného oxidoreduktinem 1. Při 

tomto procesu dochází k přeměně C57 a C86 GPX7 na kyselinu sulfenovou (disulfid),  

která je redukována PDI (Ali Khan and Mutus, 2014). 

Mezi další proteiny jejichž hladiny se v organismu zvyšují po vystavení se IZ byly 

manóza vázající protein C a kataláza.  

Manóza vázající protein C také označována jako lektin vázající manózu (MBL2) 

reaguje na expozici IZ zvýšením hladiny a aktivací lektinové dráhy komplementu 

(Collard et al., 2001). Ke zvýšení hladiny MBL2 v plasmě došlo i v případě 
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exponovaných myší dávkou 3 Gy (Rithidech et al., 2009). Dalším proteinem byla 

kataláza, která již byla popsána na straně 85. 

Při porovnávání vzájemných interakcí bylo identifikováno nejvíce proteinů 

zodpovědných za přenos signálů a buněčnou komunikaci. Celkem čtyři proteiny  

se podílí na detoxikaci ROS a zbytek proteinů souvisel s metabolismem lipidů, 

aktivací komplementu a opsonizací (obr. 3.9).  

 

Obr. 3.9 Vzájemné interakce proteinů detekované v experimentu TMT1 a jejich 

uspořádání do 5 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny účastnící se detoxikace 

ROS. Žlutá skupina zprostředkovává přenos signálů a buněčnou koumnikaci. Světle 

zelená se podílí na aktivaci komplementu a opsonizaci. Světlé modrá souvisí  

s metabolismem lipidů a tmavě modrá označuje zbývající proteiny bez interakcí 

(www.string-db.org).  

  

V souboru dat z TMT2 bylo identifikováno 346 proteinů, z nichž 28 vykazovalo 

změnu hladiny po ozáření na statistické hladině významnosti p ≤ 0.05 (tab. 3.6). 

Celkem 15 proteinů bylo koncentračně zvýšených a 13 proteinů bylo koncentračně 

snížených. Mezi nejvíce změněné proteiny na statistické hladině významnosti  

p ≤ 0.05 s regulací nahoru byly alfa amyláza 1A, protein krevních destiček, CRP, 

S100-A6 a THBS1. 

http://www.string-db.org/


88 

Alfa amyláza 1A (AMY1A) je dalším z hlavních kandidátů nalezených v této 

studii. Tento amyolytický enzym katalyzující alfa-1,4-glykosid, se váže na škrob  

a další příbuzné alfa-glukany (Janeček et al., 2014). Je zejména produkován  

v slinných žlázách a jejich lokální vystavení IZ vede k zvýšení koncentrace amylázy 

v séru. Proto byla navržena korelace mezi amylázou v séru a obdrženou dávkou 

záření, čímž došlo ke stanovení časného biomarkeru poškození slinných žláz 

(Becciolini et al., 1984). Předchozí studie ukázaly, že produkce amylázy se při 

lokálním ozáření slinných žláz zvýšila až 80krát. Celotělové ozáření však v tomto 

ohledu nárůst AMY1A nezvýšil. Byla pozorována jen malá nebo žádná změna v její 

produkci (Hofmann et al., 1990). Na druhou stranu jiná studie provedená  

na primátech rhesus makak odhalila konzistentní nárůst AMY1A v plasmě 1 den  

po celotělovém ozáření (Blakely et al., 2007), což je v souladu s pozorováním 

provedeným v této studii. Protein krevních destiček (PPBP) patří do rodiny 

chemokinů CXC a je známý jako hlavní granulární protein krevních destiček. Jedná 

se o signální molekulu specifickou pro megakaryocyty a trombocyty (El-Gedaily et 

al., 2004). Při vystavení se expozici IZ dochází k poškození krvetvroby a negativním 

účinkům na krevní tělíska. Zejména dochází k poklesu krevních tělísek včetně 

trombocytů (Dörr and Meineke, 2011). Úbytek zmiňovaného proteinu v naší studii 

by mohl souviset s ozářením. Mezi další slibné biomarkery identifikované i v tomto 

data setu byly CRP (str.88-89), S100-A6 (str. 93-94) a THBS1 (str. 89). 

 Lys a S100-A8 byly další koncentračně snížené proteiny, které byly identifikovány 

i v naší studii. Oba dva byly popsány již na stránkách 90-91. 

Proteiny byly rozděleny do jednotlivých skupin podle vzájemných interakcí  

a signálních drah. Nejvíce z nich působilo v imunitní odpovědi, odpovědi na stres  

a zánětlivé reakci. Další se podílely na metabolismu lipidů a karbonát anhydrázy 

(obr. 3.10).  
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Obr. 3.10 Vzájemné interakce proteinů detekované v experimentu TMT2 a jejich 

uspořádání do 6 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny bez vzájemné funkce. 

Žlutá skupina obsahuje proteiny účastnící se metabolismu lipidů a interakce  

lipid-protein. Zelená se podílí na aktivitě karbonát dehydratázy. Modrá souvisí 

s imunitní odpovědí a odpovědí na stres. Světle tyrkysová se účastní zánětlivé 

reakce a fialová označuje zbývající proteiny bez interakcí (www.string-db.org). 

 

 Na základě výsledků z analytického programu Proteome Discoverer byly 

jednotlivé údaje z LFQ a izobarického značení TMT vzájemně porovnány. Tento 

přístup umožnil identifikovat velké množství proteinů z nichž bylo na základě 

souboru specifických pravidel vybráni vhodní kandidáti. V první fázi screeningu 

bylo vyselektováno celkem 15 kandidátů ze kterých bylo vybráno top 5 kandidátů. 

Při porovnání výsledků z obou metod jsme dospěli k závěru, že výsledné hodnoty 

relativních poměrů jsou až na několik výjimek velmi podobné. 

Mezi top 5 kandidátů byl vybrán CRP, AMY1A, MBL2, C5 a fosfolipidový 

transférový protein (PLPT) (tab. 3.7 a 3.8). Tyto proteiny se podílí  

http://www.string-db.org/
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na metabolických drahách, o nichž je známo, že se vlivem expozice IZ mění, nebo 

jsou zapojeny do imunitní odpovědi (Cengiz et al., 2001; Nigam and Schewe, 2000).  

Mezi proteiny s největší změnou byly CRP (str. 88-89) a AMY1A (str. 86), jenž 

byly popsány v předchozích odstavcích. Dalším kandidátem byl PLPT jenž je 

hlavní složkou buněčné membrány a plní důležité biologické funkce, jako je 

transport fosfolipidů (Wirtz, 1997). Membránové lipidy a zejména fosfolipidy 

obsahující polynenasycené mastné kyseliny jsou velmi citlivé na přítomnost ROS,  

protože mohou narušit membránu a vyvolat změny ve fluiditě a permeabilitě. Také 

mohou vyvolat změny v transportu iontů a inhibovat buněčný metabolismus  

(Nigam and Schewe, 2000). Při nadměrné produkci ROS dochází  k překročení 

kapacity antioxidačního obranného mechanismu, což vede k oxidačnímu stresu, 

který způsobuje poškození buněk oxidací proteinů, lipidů, nukleových kyselin  

a dalších makromolekulárních látek (Forrester et al., 2018). Volné radikály  

a singletový kyslík aktivují lipooxygenázu a cyklooxygenázu, což vyvolá specifickou 

enzymatickou oxidaci lipidů (Niki, 2015) a také fosfolipidů (Parasassi et al., 1994). 

Oxidační poškození má za následek změnu ve funkci membrán a metabolismu 

fosfolipidů. Proto byl navržen jako potenciální marker expozice IZ  

(Wang et al., 2016). V naší studii došlo k zvýšení plasmatické hladiny PLPT více jak 

1,5násobku. Čtvrtý kandidát, C5, je součástí komplementového systému. Účastní  

se zánětlivých procesů spolu s receptory komplementu CR1 a CR3 a funguje jako 

enzymatický mediátor. Proteiny komplementového systému jsou za normálních 

okolností neaktivní, dokud nejsou postupně aktivovány řadou řetězových reakcí  

(Pangburn and Rawal, 2002). Cytokin IL-6 aktivuje C5, který prostřednictvím C5aR 

produkuje silný anafylatoxin. Výsledkem je lýze patogenu a spuštění zánětu  

(Jore et al., 2016). Souvislost mezi zvýšenou hladinou C5aR v reakci na IL-6 byla 

prokázána při toxickém poškození jater (Fausto et al., 2006). Podpora regenerace 

hepatocytů je žádoucí, protože expozice IZ může způsobit významné poškození 

jaterní tkáně (Jirtle et al., 1981). Regenerace prostřednictvím C5a byla již dříve 

zaznamenána u myší (Schieferdecker et al., 2000). Působení IZ vede k produkci již 

zmíněných anafylatoxinů (C3a a C5a), které pak stimulují adaptivní imunitu  

a přispívají k eliminaci nádorových buněk (Surace et al., 2015). Naše výsledky 

rovněž prokázaly zvýšení hladiny C5 až 1,5krát ve srovnání s kontrolními vzorky, 

což zakládá jeho význam v odpovědi na celotělové ozáření.  
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Další kandidát je MBL2, která byla rozvedena na straně 94.  

Protein vázající růstový faktor podobný inzulinu (IGFBP) reguluje přenos 

signálu zprostředkovaného růstovým faktorem podobným inzulinu (IGF)  

(Taferner et al., 2011). Několik studií prokázalo souvislost dráhy IGF s IZ  

(Mylonas et al., 2000). Například analýza neozářených a ozářených myší ukázala,  

že radiosenzitivita a přežití po ozáření souvisí mimo jiné se stavem tkáně  

a systémovou signalizací IGF-1. Vystavení IZ vede k aktivaci několika 

tyrozinkinázových receptorů IGF-1, které se podílejí na radiační odpovědi  

na poškození DNA. Analýza neozářených a ozářených myší, potvrdila,  

že radiosenzitivita a přežití po ozáření souvisejí mimo jiné se stavem aktivace 

tkáňové a systémové signalizace IGF-1. Proteiny rodiny IGFBP jsou úzce spojeny  

se zánětlivou odpovědí a podílejí se na odstraňování superoxidů a buněk 

poškozených IZ (Zinati-Saeed et al., 2020). Za těchto podmínek se jejich plasmatické 

hladiny zvyšují podobně jako v naší studii. V tomto kontextu naše výsledky potvrzují 

jejich roli při celotělové expozici záření a také implikují význam radiosenzitivity. 

Další identifikované kandidáty apolipoprotein B-100 (APOB) a apolipoprotein F 

(APOF) se podílí na metabolismu lipidů (Segrest et al., 1994). Zvýšená plasmatická 

hladina apolipoproteinu B-100 je silným rizikovým faktorem pro rozvoj 

předčasného aterosklerotického onemocnění vyvolaného IZ (Young, 1990).  

Při testování hladiny apoliproteinu B-100 v plasmě radiologických pracovníků,  

kteří byli vystaveni IZ o celkové dávce 3.5 mSv/rok byly vyšší než v plasmě 

neozářených dárců (Serhatlioglu et al., 2003). U apoliproteinu F nebylo 

v radiologické literatuře nalezeno spojení s IZ. 

LYZ  je rozveden na straně 90. Lipopolysacharidový vazebný protein (LBP) 

funguje jako vazebný a transportní protein, který se účastní první linie obrany proti 

mikrobům (Zweigner et al., 2006). Jedná se o protein akutní fáze a jeho hladiny  

se významně zvyšují během systémových zánětlivých reakcí a sepse. Jeho sekrece je 

indukována IL-1 nebo IL-6 a nejvyšší hladiny LBP během akutní fáze bývají 2-3. den 

(Jack, 2000). Do těla se uvolňuje z hepatocytů a po glykosylaci se dostává  

do krevního oběhu. Bylo prokázáno, že dalším zdrojem syntézy jsou epitelové buňky 

kůže, plic, střeva, lidských dásní, malé svalové buňky plicních tepen, buňky 

srdečního svalu a buňky ledvin (Schumann et al., 1990). LBP se mimo jiné podílí  

na metabolismu lipidů a patogenezi kardiovaskulárních onemocnění  
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(Yu and Song, 2020). LBP byl již dříve popsán jako potenciální časný biomarker 

kardiální toxicity po radioterpaii (Cheema et al., 2022). Výsledky  

Chalubinské-Fendlerové a spol. prokázaly jeho asociaci s IZ v plicní tkáni v závislosti 

na dávce (Chalubinska-Fendler et al., 2016). Konkrétně byly zvýšené hladiny LBP 

pozorovány u 51 pacientů s rakovinou 24 hodin po ozáření. LBP může být 

potenciálním markerem radiotoxicity, který si zaslouží další zkoumání 

(Chalubinska-Fendler et al., 2019).  

Di-N-acetylchitobiáza (chitobiáza, CTBS) je lysozomální glykosidáza,  

která se podílí na degradaci glykoproteinů vázaných na asparagin v jaterní tkáni  

a v lidské placentě (Fisher and Aronson, 1992). Identifikace a zvýšená hladina CTBS 

v moči byla zjištěna u potkanů, kteří podstoupili deset ozařování v jedné frakci při 

dávkovém příkonu 1,95 Gy/min. Moč byla sbírána 24 hodin po expozici.  

Pro zachování stejných podmínek a zlepšení účinnosti výsledků byli kontrolní 

potkani ozářeni fiktivně, aby se vyvolala stejná stresová reakce jako u ozářených 

potkanů (Sharma et al., 2008). Podobné zvýšení hladin CTBS bylo zjištěno také v této 

studii na lidské plasmě.   

Fikolin 3 a lektin vázající manózu (FCN3) ve spojení s MBL/Fikolin-asociovanými 

serinovými proteázami (MASP) jsou iniciačními molekulami lektinové dráhy  

(Thiel, 2007). Hladina FCN3 se v séru zvyšuje během zánětlivých a infekčních stavů. 

V minulosti bylo zjištěno, že nedostatek FCN3 je spojen s život ohrožujícími 

infekcemi (Hein et al., 2010). FCN3 se také podílí spolu s MBL na odstraňování 

apoptotických buněk prostřednictvím aktivace komplementu (Kuraya et al., 2005). 

Pokud je nám známo, jedná se o první zprávu spojující FCN3  

s expozicí IZ, neboť jeho hladina byla v provedených experimentech zvýšena  

až 1,4krát. 

Kalistatin (SERPINA4) je plasmatický protein, který inhibuje serinové proteázy  

a angiogenezi. Kalistatin je exprimován v endoteliálních a hladkých svalových 

buňkách lidských cév, jater a ledvin (Miao et al., 2000). Váže se na tkáňový kallikrein 

a působí proti apoptóze a oxidačnímu stresu (Shen et al., 2009). Podávání kalistatinu 

tlumilo produkci ROS a poškození orgánů v důsledku oxidačního stresu (Gao et al., 

2008). Kalistatin snižuje expresi transkripčního faktoru indukovatelného hypoxií 

(HIF)-1, což má za následek snížení množství kyslíku v mikroprostředí nádoru  

a zvýšení účinků radioterapie a chemoterapie (Shiau et al., 2010). Z toho lze vyvodit,  
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že cirkulující hladiny kalistatinu mohou být potenciálním markerem onemocnění 

souvisejícího s oxidačním stresem (Gao et al., 2008). Mírné zvýšení hladiny 

kalistatinu bylo pozorováno také u vzorků TBI analyzovaných v této studii,  

kde se předpokládala zvýšená přítomnost ROS.  

Protein C závislý na vitaminu K (PROC) je glykoprotein působící jako 

antikoagulant (Wypasek and Undas, 2013). Je syntetizován v játrech a podílí  

se na inaktivaci aktivovaného faktoru V (FVa) a VIII (FVIIIa) štěpením  

na specifických argininových zbytcích, čímž ovlivňuje krevní oběh a srážlivost 

(Kovács et al., 2015). Deficit C je spojen se zvýšeným rizikem žilního 

tromboembolismu (VTE) (Ding et al., 2015). Nedostatek vitaminu K může přispívat 

k výraznému krvácení, špatnému vývoji kostí, osteoporóze a zvýšenému výskytu 

kardiovaskulárních onemocnění (DiNicolantonio et al., 2015). Přímá souvislost s IZ 

nebyla v radiobiologické literatuře popsána, a proto by byla zajímavým kandidátem 

pro další zkoumání, nicméně námi pozorované zvýšení bylo jen mírné.  

Adiponektin (ADIPOQ) je jedním z cytokinů, které regulují citlivost na inzulin  

a zánět. Je vylučován adipocyty a uvolňován z tukové tkáně a váže se na růstové 

faktory, čímž se podílí na proliferaci buněk. Pozitivně reaguje na oxidační stres  

a jeho vlastnosti mu umožňují regulovat poškození tkání a jejich reparaci po ozáření  

(Ponemone et al., 2010). Adiponektin inhibuje zánětlivé reakce na různé podněty 

prostřednictvím signálních drah. Byl prokázán vztah mezi plasmatickými hladinami 

adiponektinu a zánětlivými markery, jako je CRP (Ouchi and Walsh, 2007). Absence 

nevede k poškození GIT, ale k narušení erytrocytů v důsledku zvýšeného oxidačního 

stresu (Ponemone et al., 2010). Další vlastností je ochrana fibroblastů  

před buněčnou smrtí a senescencí vyvolanou zářením (Katsuki et al., 2006).  

Při ozáření kultivovaných adipocytů a fibroblastů dávkou 5 Gy došlo u fibroblastů 

až k 40% redukci, zatímco hladina adipocytů byla po ozáření podobná. Vyšší 

životaschopnost fibroblastů byla pozorována, když byly oba proteiny kultivovány 

společně při stejné dávce. Tento experiment potvrdil cytoprotektivní účinek 

fibroblastů adipocyty (Kosmacek and Oberley-Deegan, 2020). V této studii bylo 

pozorováno mírné zvýšení plasmatických hladin adiponektinu. Stejného výsledku 

bylo dosaženo v jiné studii, v níž bylo 16 samců makaků rhesus ozářeno dávkou  

4 Gy (Bacarella et al., 2020).   
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Kandidátní proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce. Tímto 

způsobem bylo identifikováno několik signálních drah vyvolaných zářením  

(obr. 3.11). Tyto dráhy mohly být spojeny s opsonizací, komplementovým systémem 

a regulací růstového faktoru podobného inzulinu (IGF). Kromě toho došlo  

k dysregulaci metabolismu sacharidů a buněčné proliferace. 

 

 

Obr. 3.11 Přehled signálních drah u top kandidátů ze vzorků lidské plasmy 

(www.metascape.org) 

 

Při posouzení vzájemných interakcí bylo nejvíce proteinů zodpovědných  

za metabolismus lipidů a aktivaci komplementu či opsonizaci (obr. 3.12). 

 

Obr. 3.12 Vzájemné interakce u vybraných top proteinů a jejich uspořádání  

do 3 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny účastnící se metabolismu  

a transportu lipidů. Světle zelená se podílí na aktivaci komplementu a opsonizaci. 

Tmavě modrá označuje zbývající proteiny bez interakcí (www.string-db.org). 

 

http://www.metascape.org/
http://www.string-db.org/


95 

 Před selekcí potenciálních kandidátů z label free a metody TMT předcházel 

výběr proteomických biomarkerů z radiobiologické literatury podle kterého byla 

sepsána rešeršní studie. Na základě dat z label-free, TMT a referencí 

z radiobiologické literatury byl vytvořen top seznam potenciálních kandidátů  

(tab. 3.9).  

 

   
Označení Název  Uniprot kód 

1 alfa amyláza 1A  P0DUB6 

2 C reaktivní protein P02741 

3 Di-N-acetylchitobiáza Q01459 

4 fosfolipidový transférový protein P55058 

5 komplement C5 P01031 

6 lipopolysacharidový vazebný protein P18428 

7 lysozym C P61626 

8 protein vázající růstový faktor podobný inzulinu P24592 

9 adiponektin Q15848 

10 apolipoprotein B100 P04114 

11 apolipoprotein F Q13790 

12 fikolin 3 O75636 

13 kalistatin P29622 

14 manóza vázající protein C P11226 

15 protein C závislý na vitaminu K P04070 

16 peroxiredoxin 1  Q06830  

17 peroxiredoxin 2 P32119 

18 kataláza P04040 

19 laktotransferin P02788 

20 protein S100-A6 P06703 

  reference v radiobiologické literatuře a detekce label-free + TMT 

  detekce label-free + TMT 

  reference v radiobiologické literatuře a detekce label-free nebo TMT 

Tab. 3.9 Přehled ozářením indukovaných proteinů v lidské plasmě podle referencí z 

radiobiologické literatury a identifikovaných metodou label free a TMT. 

 

3.4 Doplnění panelu biomarkerů ozáření o proteiny izolované  

z prasečí plasmy 

 Pro doplnění panelu biomarkerů ozáření byly izolovány proteiny z prasečí plasmy. 

K detekci nových biomarkerů se obvykle využívá biologický materiál získaný  

ze zvířecích modelů, které mají tu výhodu, že na nich lze studovat účinky IZ  

v různých dávkách. Navíc jsou tyto modely bez nemocí a jsou chovány  

ve standardizovaných podmínkách, což eliminuje proměnné spojené  
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s onemocněním a životním prostředím. Použití zvířecích modelů také obchází etické 

problémy spojené se studiem lidských chorob. (Reza Khorramizadeh and Saadat, 

2020). Pro stanovení proteinů ve vzorcích prasečí plasmy byl zachován stejný 

postup jako v případě lidské plasmy. V první řadě byly vzorky měřeny metodou 

label-free a a v dalším kroku i s použitím značek TMT. U značící meotdy byly vzorky 

rozděleny do dvou skupin H2 a H4 podle obdržené radiační dávky. Hmotnostně 

spektrometrická data byla zpracována v programu Proteom discoverer. Pro výběr 

potenciálních kandidátů byla dodržena stejná kritéria, která byla použita při 

analýzách lidské plasmy. Metodou label free bylo celkem detekováno 142 proteinů 

z toho 19 kandidátů splnilo stanovená kritéria na statistické hladině významnosti  

p ≤ 0.05. Celkem 12 proteinů bylo koncentračně zvýšených a 7 koncentračně 

snížených (tab. 3.10).  

 S největším koncentračním zvýšením při porovnání ozářených a neozářených 

vzorků prasat byla glutation peroxidáza (GPX3). GPX3 představuje významný 

endogenní antioxidant podílející se na vychytávání volných radikálů a detoxikaci 

xenobiotik (Meister and Anderson, 1983). Enzym GPX3 je aktivován kofaktorem 

glutationem a jeho aktivita souvisí s odstraňováním peroxidu vodíku a lipidových 

peroxidů, čímž chrání buněčné bílkoviny a molekuly obsažené v membránách před 

oxidací (McCord and Fridovich, 1969). Metabolická kontrola glutationu je klíčová 

pro udržení redoxní rovnováhy v organismu. Její porušení vede k výraznému 

nárůstu hladiny ROS a k oxidačnímu stresu, což negativně ovlivňuje vývoj ANO.  

U myší, kterým byl podán prooxidant paraquat, bylo zaznamenáno nadměrné 

zvýšení hladiny glutation peroxidázy 1 (GPX1) jako adaptivní reakce na ochranu 

buněk před oxidačním stresem. Pokud byla funkce GPX1 u myší deaktivována,  

při stejném množství podaného prooxidantu byla míra jejich přežití minimální(Lei, 

2001). V experimentální studii Kunwara a kolektivu aktivita GPX3 v séru korelovala 

s rozvojem fibrózy u ozařovaných myší, čímž bylo vyvozeno tvrzení, že tento enzym 

by mohl být vhodným indikátorem rozvoje plicní fibrózy (Kunwar and Haston, 

2014). Při chemoradioterapii osob dochází k častým projevům radiační 

pneumonitidy vlivem cytotoxických účinků záření prostřednictvím ROS. 

V experimentální práci Parka a kolektivu byla porovnávána hladina GPX3 

s rozvojem pneumotitidy. Ti, u nichž se pneumonitida projevila, vykazovali nižší 

aktivitu GPX3 ve srovnání s těmi, u nichž se pneumonitida nevyvinula  
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(Park et al., 2007). Ze závěrů experimentálních prací lze usuzovat, že aktivita GPX3 

se zvyšuje s výskytem ROS vzniklých působením IZ. Získaná data v této studii 

korelují s výsledky zmiňovaných experimentálních prací. 

 Dalším kandidátem s vyšším koncentračním zvýšením byl vybrán sekretovaný 

fosfoprotein 24 (SPP2). Tento protein patří do rodiny cystatinů, které se řadí mezi 

inhibitory serinových proteáz a je lokalizován především v játrech a kostech.  Jeho 

hlavní funkcí je účast na remodelaci kostní tkáně (Bennett et al., 2004; Brochmann 

et al., 2009). Několik publikací poukazuje na vliv rentgenového a gama záření  

na kolagenovou síť, čímž dochází k ovlivnění mechanických vlastností kostí (Al 

Kayal et al., 2015; Rahman et al., 2020, 2018). Navíc působí jako mediátor osy 

regulace a transportu IGF-1 a jeho vazebných proteinů (Woolbright et al., n.d.). 

Přičemž radiobiologická literatura poukazuje na spojitost s ozářením  

a radiosenzitivitou (Panganiban and Day, 2013). Dle získaných dat se lze domnívat, 

že proteosyntéza SPP24 vzrůstá v organismu po expozici IZ a podílí se na přežití 

organismu po vystavení se tohoto typu stresu. Mezi další nahoru regulované 

proteiny byly vybrány apolipoprotein, komplement gama řetězce C8, monocyt  

s antigenem CD14, prekurzor proteinu alfa 1 mikroglobulin/bikunin, alfa 1 

antitrypsin, protein obsahující serpinovou doménu, properdin, trypsinový inhibitor 

inter alfa s těžkým řetězcem H4, Angiotensin 1, komponenta komplementu C9, 

apolipoprotein H, komponenta komplementu C7 a trombospondin 4. Předností 

těchto proteinů byla zejména úzká vazba na serinové proteázy, komplementovou 

kaskádu a imunitní odpověď.  

 Mezi vhodné kandidáty regulované dolů se statistickou hladinou významnosti  

p ≤ 0.05, kteří splnili kritéria byli vybráni kyselá labilní podjednotka (IGFALS), 

protein vaskulární buněčné adheze (VCAM1), PRDX1 a biliverdin reduktáza 

(BLVRB). Protein IGFALS má zásadní význam pro udržení integrity cirkulujícího 

systému IGF/IGFBP. Jeho nedostatek u lidí je charakterizován silně sníženými 

sérovými koncentracemi IGF-I a IGFBP-3 (Domené et al., 2011). Jak již bylo zmíněno 

signání dráha IGF reaguje na účinky IZ při expozici organismu. Druhým kandidátem 

byl protein VCAM1, který se účastní imunitních reakcí a podporuje migraci 

makrofágů a leukocytů, především T buněk do míst zánětu (Kong et al., 2018). Oba 

tyto procesy jsou typicky spuštěny po ozáření, což podtrhuje biologický význam  

a relevanci získaných poznatků. K snížení hladiny VCAM1 po expozici IZ bylo 
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dosaženo u ozářených potkanů v séru stejně jako v našem případě  

(Zhao et al., 2021). Dalším kandidátem byl PRDX 1, který byl také izolován z lidské 

plasmy a popsán na straně 88. Posledním kandidátem byl fyziologický antioxidant 

BLVRB, jehož hlavní funkce je přeměna biliverdinu na bilirubin (Sun et al., 2000). 

Podílí se i na regulaci metabolismu glukózy, řízení buněčného růstu, apoptóze  

(Florczyk et al., 2008) a zajišťuje ochranu buněk před oxidačním stresem  

(Barañano et al., 2002). 

Kandidátní proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce. Tímto 

způsobem bylo identifikováno několik signálních drah souvisejících 

s aterosklerózou, aktivací komplementu, koagulací včetně dráhy související 

s detoxikací ROS (obr. 3.13). 

 

 

Obr. 3.13 Vzájemné interakce u vybraných proteinů z metody LFQ a jejich 

uspořádání do 3 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny související 

s onemocněním aterosklerózy a kardiovaskulárního onemocnění. Světle zelená  

se podílí na aktivaci komplementu a koagulaci. Modrá označuje proteiny,  

které hrajou roli v detoxikaci ROS (www.string-db.org). 

 

Při porovnávání statisticky významných proteinů bylo zjištěno, že jejich signální 

dráhy souvisí s regulací komplementové kaskády, odstraňováním ROS a buněčnou 

odpovědí na chemický stres (obr. 3.14). Všechny tyto signální dráhy společně působí 

na snížení cytotoxicity vyvolané po expozici IZ.   

http://www.string-db.org/
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Obr.  3.14 Přehled 20 nejvíce zastoupených signálních drah, kterých se účastní 

statisticky významně regulované plasmatické proteiny u miniprasat po ozáření. 

(reactome.org, 2023)  

 

 K další kvantifikační analýze byla zvolena metoda za použití značek TMT. Pro naši 

studii bylo použito 6 značek. V tomto konkrétním počtu jsou dodávány sety s TMT 

značkama. Miniprasata byla ozářena různými dávkami IZ a rozdělena  

do 3 radiačních kategorií (H1, H2 a H4) podle tíže akutního radiačního syndromu. 

Rozdělení jednotlivých vzorků do kategorií je uvedeno v tabulce 2.4. Vzájemně byla 

porovnávána skupina prasečích vzorků ozařovaných dávkou v rozmezí  

od 0.6 do 1.2 Gy (H2) a od 2.0 do 2.6 Gy (H4) s kontrolní skupinou neozářených 

prasátek (H1).  

 Celkem 90 proteinů bylo v ozářených vzorcích nižšími dávkami (H2) z toho 39 

proteinů splnilo zadaná kritéria. Koncentračně snížených proteinů bylo 9  

a zvýšených 30. Statistickou hladinu významnosti nesplnil žádný protein. Mezi 

nejvíce zvýšené kandidáty patřily paraoxonáza, apolipoprotein A-IV, perilipin 5, 

sekretovaný fosfoprotein 24. Mezi nejvíce snížené kandidáty patřil protein 

obsahující doménu globin, hemoglobinová podjednotka beta a protein obsahující 

doménu Ig (tab. 3.11). 

 Nejvíce byla koncentračně zvýšená paraoxonáza-1 (PON1). Jedná se o enzym  

s laktonázovou a esterázovou aktivitou, který rozkládá lipidové peroxidy a má 

antioxidační účinky (Arenas et al., 2015). PON1 díky své antioxidační funkci reaguje 

na oxidační stres, zabraňuje apoptóze buněk a poškození vyvolané IZ  
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(Arenas et al., 2015; Jasinski and Olszewska-Slonina, 2022). V experimentální studii 

Krüger a jeho kolektivu byly savčí buňky ozařovány dávkou 7 Gy, což vedlo 

k navýšení hladiny paraoxonázy 2 až 1,2násobně. Z toho lze usuzovat, že expozice 

organismu IZ  může vést k zvýšení hladiny proteinu PON1 (Krüger et al., 2015). 

Apolipoprotein A-IV (APOA-IV) je hlavní proteinová složka chylomikronů  

a vysokodenzitních lipoproteinů v plasmě. Je syntetizován ve střevě a vylučován  

do mezenterické lymfy na chylomikronech. (Deng et al., 2015). Produkce apoA-IV  

se zvyšuje během příjmu potravy, což podporuje vstřebávání lipidů (Wang et al., 

2012). Kromě toho bylo prokázáno, že apoA-IV zabraňuje oxidaci lipidů a potlačuje 

zánět (Qin et al., 1998). Hraje ústřední roli v transportu a metabolismu lipidů, 

absorpci a antioxidační aktivitě. V souladu s těmito funkcemi byly popsány nízké 

plasmatické hladiny apoA-IV u několika populací s ischemickou chorobou srdeční,  

u pacientů s Crohnovou chorobou a zánětlivým onemocněním GIT (Dieplinger et al., 

2009). Přímá souvislost s IZ nebyla prokázána, ale vzhledem k jeho antioxidačním 

vlastnostem by bylo vhodné se na tento protein v příštích analýzách zaměřit. 

Perilipin 5 (Plin5) je jedním z členů rodiny perilipinů, která se podílí  

na metabolismu lipidů (Dalen et al., 2007). Patří mezi povrchové proteiny lipidových 

kapiček, které chrání před působením lipáz (Sztalryd and Brasaemle, 2017). 

Vylučován je především v oxidativních tkáních, včetně srdce, hnědé tukové tkáně, 

kosterního svalstva a jater (Cusi, 2012). Dalším kandidátem je sekretovaný 

fosfoprotein 24, který byl popsán již na stránce 106.  

 Mezi prokázaný biomarker dle radiobiologické literatury, jehož hladina 

v organismu stoupá po expozici IZ je GPX3, která byla již popsána na straně 105. 

Koncentrační zvýšení v plasmě myší exponovaných dávkou 3 Gy bylo zaznamenáno  

u proteinů alfa 2-HS glykoprotein (AHSG), fetuin B (FETUB) a kininogen 1 

(KNG1). U těchto proteinů došlo ke koncentračnímu zvýšení i v naší studii 

(Rithidech et al., 2009).  

 Mezi kandidáty s koncentračně sníženou hladinou byly proteiny obsahující 

globinovou doménu, jako je myoglobin a hemoglobin. Oba proteiny obsahují hem 

a jeho prostřednictvím vážou a transportují kyslík (Kanatous and Mammen, 2010). 

Expozice IZ ovlivňuje nejen strukturu a funkci, ale i celkovou koncentraci 

hemoglobinu v plasmě. U pacientů, kteří podstupovali radioterapii bylo 

zaznamenáno snížení hladiny hemoglobinu v krvi i týdny po ozáření (Thomas, 
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2001). Myoglobin zvyšuje přísun kyslíku do mitochondrií svalových buněk  

a myokardu a jeho afinita ke kyslíku je oproti hemoglobinu větší (Wittenberg and 

Wittenberg, 2003). Expozice IZ způsobuje narušení struktury a degradaci 

polypeptidových řetězců (Lee and Song, 2002). Naše studie potvrdila snížení 

hladiny hemoglobinové podjednotky beta (HBB), ale také proteinů obsahující 

globinovou doménu. Imunoglobuliny (Ig) jsou proteiny, které vznikají v lymfatické 

tkáni a následně se uvolňují do krevní plasmy, kde plní důležitou roli v imunitní 

odpovědi organismu. Jejich schopnost specificky vázat určitý antigen představuje 

základ humorální imunity (Titov et al., 1995). Mezi imunoglobuliny patří IgA, IgD, 

IgE, IgG, IgM a nejvíce jsou v plasmě zastoupeny IgG, IgA a IgM.  Během radioterapie 

dochází k poklesu jejich hladin v séru a snížený obsah přetrvává i několik týdnů  

po ozáření (Brown et al., 1976; Lumniczky et al., 2021). U 14 profesně exponovaných 

pracovníků, kteří byli vystaveni celkové dávce radiace 0,5 až 3 Gy, došlo k největší 

změně v hladinách u IgA, IgM, IgG a IgE (Rybkina and Azizova, 2016).  

 Proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce a vzájemných 

interakcí. Identifikováno bylo několik signálních drah vyvolaných zářením, z nichž 

nejvíce proteinů bylo zapojených do metabolismu lipidů. Další signální dráha 

obsahovala proteiny účastnící se detoxikace ROS (obr. 3.15). 
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Obr. 3.15 Vzájemné interakce u vybraných proteinů z prasečí plasmy z analýzy 

TMT (H2) a jejich uspořádání do 4 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny 

související s detoxikací ROS. Zelená se podílí na metabolismu lipoproteinů. Modrá 

označuje proteiny zprostředkující aktivaci komplementoví kaskády a žlutá  

se účastní koagulace a buněčné adheze (www.string-db.org). 

 

 Identifikovaných proteinů v ozařovaných vzorcích vyššími dávkami (H4) bylo 

celkem 109 z toho 16 proteinů splnilo zadaná kritéria. Koncentračně snížených 

proteinů bylo 5 a zvýšených 11. Statistickou hladinu významnosti p ≤ 0.05 splnil 

pouze jediný protein haptoglobin. Mezi nejvíce změněné kandidáty směrem nahoru 

byly fibronektin, haptoglobin a inhibitor inter-alfa-trypsinu těžkého řetězce H4. 

Mezi nejvíce snížené kandidáty patřil protein obsahující doménu globin, 

hemoglobinová podjednotka beta a protein obsahující doménu serpin (tab. 3.12).  

http://www.string-db.org/
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 Fibronektin (FN1) je klasický buněčný adhezní protein a je považován za hlavního 

organizátora matrix, protože ukládání a sestavování kolagenů, fibrilínů, fibulinů, 

trombospondinů a tenascinu závisí na předem sestavené fibronektinové síti   

(Kaur and Reinhardt, 2015). Při zkoumání citlivosti buněk na ozáření dávkou 4-6 Gy 

bylo zjištěno, že při zvýšeném fibronektinu dochází k radioprotekci a ke snížení 

citlivosti buněk k IZ (Cordes et al., 2003). Cytoprotektivní účinek fibronektinu  

u pacientů byl potvrzen i ve studii Baluna a kolektivu (Baluna et al., 2004).  

Při lokálním ozařování pacientů s karcinomem plic, žaludku nebo slinivky břišní 

dávkami od 0.5 Gy po 6 Gy bylo zaznamenáno zvýšení hladiny fibronektinu 

v plasmě. Inhibice fibronektinu vedla ke snížení adheze buněk a jejich poškození  

při ozáření (Lee et al., 2014). Dalším identifikovaným proteinem byl haptoglobin 

(HP), který patří mezi antioxidanty a podílí se na regulaci peroxidačních procesů. 

Jednou z hlavních funkcí HP je vázání hemoglobinu uvolněného z poškozených 

červených krvinek, čímž zabraňuje ztrátám železa z organismu. Kromě toho  

se haptoglobin podílí na imunitních reakcích organismu, jak dokazuje studie (Tseng 

et al., 2004). Při jednorázovém ozáření myší různými dávkami od 1.7 do 9 Gy bylo 

zjištěno zvýšení hladiny haptoglobinu v séru, které korelovalo s velikostí dávky. 

V jiné studii bylo množství haptoglobinu v séru menší při frakcionovaných dávkách 

ozáření než při expozici jednotné dávce (Burger and Knyszynski, 1971). Ve studii 

Zhou a kolektivu při odběru plasmy první den byla hladina haptoglobinu vyšší než 

druhý den po ozáření, což lze použít jako molekulární ukazatel pro včasné 

hodnocení dávky. Hladina haptoglobinu korelovala se vzrůstající dávkou 

obdrženého IZ (Zhou et al., 2022). Inter-alfa-trypsin inhibitor těžký řetězec H4 

(ITIH4) patří do rodiny inhibitorů, jenž jsou spojovány se zánětem a karcinogenezí 

(Jiang et al., 2019). ITIH4 je primárně vylučován játry a hraje zásadní roli v infekci 

vyvolaném zánětu a inhibici sekrece zánětlivých cytokinů (Kobayashi, 2006). 

Zvýšené hladiny ITIH4 byly detekovány u skotu infikovaném bovinním respiračním 

syncytiálním virem (Piñeiro et al., 2004). Snížená hladina v séru byla naopak 

pozorována u pacientů s hepatocelulárním karcinomem. Nízké sérové hladiny 

s tímto typem karcinomu jsou spojovány s kratším přežitím u pacientů (Noh et al., 

2014). Přímá souvislost s IZ nebyla v radiobiologické literatuře nalezena.  

 Mezi další koncentračně snížené proteiny byly HBB a protein obsahující doménu 

globin, jenž byly popsány na straně 110. Mezi proteiny obsahující doménu serpin 
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patří inhibitory serinových proteáz, které regulují a řídí klíčové fyziologické 

procesy, jako je zánět, koagulace, trombóza, trombolýza a imunitní reakce. Některé 

z nich působí jako funkční inhibitory aktivity proteáz, jež jsou zodpovědné  

za proteolýzu. Mezi serpiny patří až 37 proteinů, jako například alfa 1 antitrypsin, 

antichymotrypsin, antitrombin serpin 2 a další (Kellici et al., 2021). U buněk 

vykazujících radiorezistenci po expozici ionizujícímu záření (IZ) došlo k navýšení 

hladiny proteinu serpin 2. Deficit tohoto proteinu z funkčního hlediska způsobuje 

snížení oprav homologní rekombinace (Zhang et al., 2022). Významné zvýšení 

inhibitoru serinových proteáz serpin A3K bylo objeveno u celotělově exponovaných 

myší dávkou 1 Gy a 3 Gy. Zatímco angiotenzinogen (serpin A8) byl u myší snížen 

(Yamaguchi et al., 2022). Dle radiobiologické literatury lze konstatovat, že hladina 

jednotlivých serpinů reaguje na IZ odlišně.  

 Proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce a vzájemných 

interakcí. Identifikovány byly tři signální dráhy, z nichž nejvíce proteinů se účastní 

transportu kyslíku a zánětlivých reakcí. Další signální dráha obsahovala proteiny, 

které se podílí na aktivaci komplementové kaskády a koagulaci. Poslední dráha byla 

tvořena jediným proteinem adiponektinem, jenž se podílí na protizánětlivých 

účincích (obr. 3.16). 
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Obr. 3.16 Vzájemné interakce u vybraných proteinů z prasečí plasmy z analýzy TMT 

(H4) a jejich uspořádání do 3 klastrů. Červená skupina obsahuje proteiny související 

se zánětlivou reakcí a transportem kyslíku. Zelená se podílí na aktivaci 

komplementové kaskády a koagulaci. Modrá označuje adiponektin, který má 

protizánětlivé účinky (www.string-db.org). 

 

 Při hledání biomarkerů ozáření v krevní plasmě byla studie rozšířena  

o proteinové biomarkery vztažené k obdržené dávce a tíži akutního radiačního 

syndromu. Ve skupině H2 podle splněných kritérií byly nejvíce koncentračně 

zvýšeny PON1, PLIN5 a APO4. Zmíněné proteiny se dle radiobiologické literatury 

účastní metabolismu proteinů a antioxidační aktivity. Ve skupině H4 byl nejvíce 

koncentračně změněn HP, který má antioxidační účinky a hraje roli v imunitní 

odpovědi. U proteinu obsahující doménu globin a u hemoglobinové podjednotky 

došlo k největšímu koncentračnímu snížení u obou skupiny H2 i H4. Oba proteiny  

se účastní na přenosu kyslíku a imunitní odpovědi. Stejná detekce proteinů  

u exponovaných prasat s rozdílnými dávkami mohla být způsobena malým rozdílem 

mezi stanovenými expozicemi. Respektive došlo ke stejné odezvě při expozici 

dávkou od 0.6 do 1.2 Gy (H2) a od 2.0 do 2.6 Gy (H4). Při celotělovém ozáření dávkou 

od 2 do 6 Gy nastává dřeňová forma u akutní nemoci z ozáření, která se projevuje 

http://www.string-db.org/
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poklesem prekurzorů krevních buněk (Garau et al., 2011). Vzhledem k tomu, že oba 

proteiny jsou součástí krevních buněk jejich pokles mohl být právě způsoben vlivem 

IZ. Odstupňovanost ve stanovených dávkách nebyla výrazná, proto nejspíš nedošlo 

k velkému rozdílu u vybraných detekovaných proteinů. Mezi proteiny se stejnou 

tendencí navýšení nebo snížení hladiny byly fibronektin, fibrinogen beta a inhibitor 

inter-alfa-trypsinu těžkého řetězce, které by mohly být vhodnými biomarkery 

ozáření u prasat bez rozdílu obdržené dávky.   

Při vyhodnocení výsledků nebyla u většiny proteinů splněna statistická hladina 

významnosti. I přes tento neúspěch jsou vybraní kandidáti z pohledu 

radiobiologické literatury velmi slibní. V našem případě statisticky nevýznamná  

p hodnota mohla vzniknout neadekvátně navrženou studií v statistickém programu 

nebo malým počtem proteinů v navržené studii, které mají vliv na výslednou 

hodnotu.  

Při zhodnocení všech identifikovaných proteinů z obou použitých metod  

(label-free, TMT) a referencí z radiobiologické literatury byl vytvořen top seznam 

potenciálních kandidátů (tab. 3.13). Mezi zmíněnými slibnými kandidáty 

v radiobiologické literatuře byly sekretovaný fosfoprotein 24, glutation peroxidáza 

a fibronektin. 

   

Označení Název  Uniprot kód 
1 sekretovaný fosfoprotein 24 Q711S8 
2 glutation peroxidáza A0A287AIJ3 
3 fibronektin F1SS24 
4 inhibitor inter-alfa-trypsinu těžkého řetězce H4 A0A286ZT99 
5 protein AMBP P04366 
6 apolipoprotein E P18650 
7 hemoglobinová podjednotka beta A0A5G2QRW3 
8 komplement C8 A0A287AFQ4 
9 alfa 2HS glykoprotein P29700 

10 fetuin B F1SS24 
11 haptoglobin Q8SPS7 
12 kininogen 1 A0A5G2QZH2 
13 paraoxonáza A0A287AWR7 
14 protein vaskulární buněčné adheze F1S567 

  reference v radiobiologické literatuře a detekce label-free + TMT 
  detekce label-free + TMT 
  reference v radiobiologické literatuře a detekce label-free nebo TMT 

Tab. 3.13 Přehled ozářením indukovaných proteinů v prasečí plasmě podle referencí 

z radiobiologické literatury, a identifikovaných metodou label free a TMT. 
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Při porovnávání jednotlivých kandidátů z metod LFQ a skupin H2 a H4 byly hodnoty 

rozdílné zejména u skupiny H4. Jednalo se o SPP2, GPX3, APOE, AHSG, HP, KNG1  

a PON1 (tab 3.14 a 3.15). Takto odlišné hodnoty mohly nastat v případě 

nekompletního naznačení vzorků pomocí TMT značek. 

 

3.5  Zhodnocení biomarkerů ozáření u prasečí a lidské plasmy 

Při zhodnocení biomarkerů ozáření v lidské a prasečí plasmě byla zjištěna shoda  

u tří kandidátů: LYZ, HBB a PRDX1. LYZ byl koncentračně snížen ve všech metodách 

u obou typech plasmy. HBB u prasečí i lidské plasmy byla ve všech metodách 

koncentračně snížena až na jednu výjimku. Po vystavení organismu IZ i nižším 

dávkám dochází ke snížení hladiny podjednotkek v plasmě. Již od 1 Gy dochází 

k dřeňové formě akutního radiačního syndromu, kde dochází k poškození krevních 

tělísek včetně erytrocytů. Vzhledem k tomu, že se jedná o nejadernou buňku,  

tak nemůže sama syntetizovat proteiny, proto se vyvinula řada antioxidačních 

enzymů, jako je CAT, GPX3 a peroxiredoxiny, které je chrání před oxidačním 

poškozením a udržují jejich fyziologické funkce během erytropoézy (Stuhlmeier et 

al., 2003). V naší studii byl potvrzen výskyt a koncentrační změna u všch zmíněných 

proteinů. Posledním byl PRDX1, u kterého došlo v případě lidské plasmy  

ke koncentračnímu zvýšení, ale u prasečí plasmy ke koncentračnímu snížení. Tato 

opačná tendence mohla být způsobena testováním plasmy ze dvou různých 

organismů. I přesto, že se jedná o příbuzné savčí modely mají jisté odchylky 

v proteomu. Ovšem dle radiobiologické literatury dochází u PRDX1 v prsečí plasmě 

po ozáření k navýšení hladiny (Flohé and Harris, 2007). Z tohoto důvodu je 

pravděbodobné, že v naší sudii došlo k chybě. Pro lepší zhodnocení by chtělo 

provést analýzu znovu na dalších vzorcích. 

Finální kandidáti z prasečí plasmy byli porovnáni s lidskými proteiny. U většiny 

proteinů z prasečích vzorků došlo ke změně koncentrační hladiny, oproti tomu  

u lidských proteinů ke změně nedošlo. Zejména se jednalo o GPX3, FN1, ITIH4, 

AMBP, APOE, C8G, AHSG, FETUB, HP, KNG1 a VCAM1. Protein PON1 u lidské plasmy 

nebyl vůbec detekován. U SPP2 došlo k většímu zvýšení v porovnání s lidskou 

plasmou (tab 3.14). Statistická hladina významnosti p ≤ 0.05 byla splněna jen 

v případě analýzy z LFQ z čehož lze usuzovat, že značení nejspíš neproběhlo  

v pořádku (tab 3.15).  
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Při porovnání finálních kandidátů z lidské plasmy se stejnými proteiny z prasečí 

plasmy bylo zjištěno, že u vzorků z lidské plasmy, kde dochází ke koncentračnímu 

zvýšení, tak u prasečích vzorků ke změně nedochází. Jedná se zejména o proteiny 

CRP, PROC a APOB100. Proteiny MBL, PLPT a IGFBP6 v prasečí plasmě nebyly 

nalezeny. APOF, LYZ, LBP AMY1, SERPINA4, FCN3, CTBS byly detekovány v prasečí 

plasmě pouze u metody LFQ. V případě TMT značení zřejmě nedošlo ke správnému 

navázání značek, a tak nebyly detekovány. V případě proteinů APOF a AMY1A byl 

zaznamenán opačný směr koncentrační změny. U C5 a ADIPOQ byly hodnoty 

relativních poměrů u jednotlivých metod rozdílné, proto nelze s jistotou 

konstatovat, k jaké změně dochází po působení IZ (tab. 3.16 a 3.17). 

U některých proteinů jako například SAA, IGFBP2 a BLVRB došlo k opačnému 

zjištění, než uvádí radiobiologická literatura. Mohlo to být způsobené větší 

variabilitou vzorků, či testováním většího množství proteinů. Pro ověření by bylo 

vhodné provést další testy. 
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4 Závěr 

IZ je tok hmotných částic nebo fotonů elektromagnetického záření, které ionizují 

atomy prostředí jímž procházejí (Havránková, 2020). Expozice organismu IZ 

vyvolává kaskádu na sebe navazujících opravných reakcí, které mohou vést 

k buněčné smrti, senescenci, karcinogenezi a poškození celého organismu. Radiační 

poškození zahrnuje morfologické a funkční změny a míra poškození souvisí 

s celkovou dávkou ozáření, časovým intervalem a objemem ozářených tkání  

(Ryan, 2012). Vystavení se malým dávkám IZ je bezbolestný proces, čímž vzniká 

velké riziko. Při radiačních událostech či nehodách, jejichž tendence možného 

výskytu objektivně stoupá, je očekáván velký počet suspektně ozářených osob,  

pro jejichž správnou terapii je klíčový údaj o obdržené dávce. Současné techniky 

biologické dozimetrie jsou stále závislé na zlatém standardu, tj. na analýze 

dicentrických chromozomů (DCA), která se používá ke stanovení dávky záření. 

Ačkoli je DCA spolehlivá a reprodukovatelná, je také časově náročná a velmi pracná, 

a proto není uspokojivá pro události zahrnující hromadné nehody. V těchto 

případech jsou zapotřebí rychlé testy. Jedno z možných řešení nabízí využití 

analytických možností metod hmotnostní spektrometrie u proteinů krevní plasmy, 

jejíž získání je minimálně invazivní. Cílem této práce bylo shrnutí účinků IZ, využití 

MS v proteomice a identifikování nových potenciálních biomarkerů v lidské plasmě, 

které by reagovaly na expozici organismu IZ.  

Používání biomarkerů při hodnocení a diagnostice patologickofyziologických 

stavů jakožto indikátorů různých onemocnění se v lékařské medicíně používá delší 

dobu. I přes mnohaletou historii je toto téma v současné době velmi diskutovatelné. 

Důraz na specifitu požadovaných vlastností a charakteristiku biomarkerů je čím dál 

tím více rázný. Časová náročnost, reprodukovatelnost, senzitivita patří mezi hlavní 

požadavky k výběru vhodných biomarkerů daného onemocnění. Najít takový 

biomarker, který by splňoval všechna zadaná kritéria včetně jednoduché 

aplikovatelnosti je poměrně náročné. Existuje řada molekul (metabolity, proteiny, 

geny), které se dají v různém biologickém materiálu detekovat. V klinické praxi pro 

jednoduchost odběru je nejčastěji využívaná krev, plasma, sérum a moč. Pro 

predikci účinků IZ se zdá být ideální použití plasmatických proteinů. Proteiny jako 

vhodné biomarkery různých onemocnění a jsou popisovány v mnoha publikacích 

(Boccellino et al., 2019; Wang et al., 2018). Aktuálně existují proteiny, které byly 
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studovány v rámci ozařování zvířecích modelů, jejichž hladiny se po expozici IZ 

mění. Při výběru kandidátů hraje určitou roli i použitá metoda při, které jsou 

definované látky detekovány. V minulosti bylo v lékařském odvětví aplikována 

metoda založená na detekci protilátek, ale její časová a finanční náročnost byla 

v klinické praxi velmi problematická.  Své uplatnění v detekci proteinů z plasmy 

našla vysoce rozlišovací hmotnostní spektrometrie především založená na cílené 

kvantifikaci s vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií. 

Proteiny jsou velmi slibné molekuly, které se podílí na fenotypu a poskytují přímé 

informace o biologických drahách, které se podílí na mnoha fyziologických  

a patologických změnách v organismu (Geyer et al., 2017). Jak již bylo zmíněno jejich 

hladina se mění v rámci denního cyklu, na stavu organismu a onemocnění.  

Při výběru biomarkerů ve vzorcích plasmy byly do studie zahrnuty všechny možné 

faktory, které by se podíleli na změně stavu plasmatických proteinů a nebyly spjaty 

s účinky IZ.  

 

 V první kapitole teoretické části byl popsán charakter IZ a jednotlivé typy 

s ohledem na částice a druh ionizačního procesu. Dále bylo v této studii pojednáno 

o působení IZ na živý organismus. Princip projevů stochastickým  

a deterministickým účinkům včetně jednotlivých fází akutní nemoci ozáření dle 

absorbované dávky. Vznik a působení reaktivních forem kyslíku a působení 

jednotlivých drah v organismu při expozici IZ. 

  Další kapitola pojednávala o biomarkrech ozáření se zaměřením  

na metabolomiku, genomiku a nejvíce rozebrána byla proteomika. Poslední kapitola 

pojednávala o hmotnostní spektrometrii, částech MS a uplatnění jednotlivých typů 

v současné praxi. Využití kvanifikačních metod se změřením na cílovou 

proteomickou analýzu. 

 Experimentální část byla zaměřena na detekci a identifikaci biomarkerů ozáření 

v lidské plasmě. Na základě publikované práce o biomarkerch ozáření byly vybrány 

kandidáti, jejichž seznam byl doplněn o další kandidáty nalezených pomocí 

srovnávacích proteomických experimentů. Pro rozšíření panelu kandidátních 

proteinů byla do studie zahrnuta i detekce biomarkerů v prasečí plasmě.  

 Celkem bylo vybráno 20 biomarkerů z lidské plasmy a 14 biomarkerů z prasečí 

plasmy. Za slibné kandidáty z lidské plasmy byly vybráni zejména AMY1A, CRP, 
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CTBS, C5, PLPT, PRDX1, LBP, LYZ a IGFBP6, které byly detekovány metodou TMT  

i LFQ a navíc byly zmíněny i v radiobiologické literatuře.  

 Za perspektivní kandidáty z prasečí plasmy, které byly detekovány pomocí obou 

metod byly vybrání GPX3, SPP2 a FN1. I když statistická hladina významnosti nebyla 

splněna, tak z pohledu radiobiologické literatury se jedná o velmi slibné kandidáty. 

Při porovnávání dvou skupin rozdílně ozářených prasat byla nejvíce koncentračně 

snížená skupina proteinů obsahující globin a HBB, ale jejich rozdíl v hladinách nebyl 

výrazný. Nejvíce koncentračně zvýšené proteiny u skupiny H2 byly APO4A, PON1  

a PLIN5, u skupiny H4 to byl HP. 

 Mezi navrhované společné proteiny u prasečí a lidské plasmy u kterých došlo  

ke výraznější koncentrační změně byly PRDX1, C5, LYS a HBB. 

 Během řešení této práce byla získána přínosná data, která by mohla posloužit 

k další studii na více vzorcích. Pokračování v práci zaměřené na biomarkery ozáření 

zejména v lidské plasmě by mohly přispět k rozšíření dosavadních poznatků  

o obdržené dávce.  
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Obr. 2.1a Stanovisko etické komise 1. čás 
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Obr. 2.1b Stanovisko etické komise 2. část 
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Obr. 2.3a Souhlas výboru pro práva zvířat při Ministerstvu obrany ČR 1.část 
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Obr. 2.3b Souhlas výboru pro práva zvířat při Ministerstvu obrany ČR 2.část 
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Obr. 2.3c Souhlas výboru pro práva zvířat při Ministerstvu obrany ČR 3.část 
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Obr. 2.3d Souhlas výboru pro práva zvířat při Ministerstvu obrany ČR 4.část 
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Uniprot 
kód 

Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P-
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

K24h/0h 

P-
hodnota: 
24h / 0h 

Funkce 

P30043 Flavinová reduktáza (NADPH) BLVRB 2,587 6,94E-06 0,979 3,17E-01 oxidoreduktáza 

P21333 Filamin-A FLNA 2,223 1,57E-04   oprava dna 

P02042 Hemoglobinová podjednotka delta HBD 1,974 1,28E-03   transport kyslíku 

P10124 Serglycin SRGN 1,964 1,39E-03   regulace sekrece proteáz, apoptóza 

P02776 Destičkový faktor 4 PF4 1,889 2,58E-03   
chemotakticky působí na neutrofily 

a monocyty.  

P67936 Tropomyosinový alfa-4 řetězec TPM4 1,857 3,37E-03   
regulace kontrakcí příčně 

pruhovaného svalstva 

Q9NZK5 Adenosinová deamináza 2 ADA2 1,788 5,88E-03   
regulace buněčné proliferace a 

diferenciace 

P02788 Laktotransferin LTF 1,755 7,69E-03   
antimikrobiální aktivita, vliv na 

produkci prozánětlivých cytokinů 

P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX2 1,676 1,43E-02 1,099 1,54E-01 detoxikace peroxidů 

P04040 Kataláza CAT 1,662 1,60E-02 1,224 3,01E-02 detoxikace peroxidů 

P00915 Karbonická anhydráza 1 CA1 1,556 3,57E-02 0,728 1,46E-01 katalytická aktivita 

Q15485 Fikolin-2 FCN2 1,512 4,94E-02   imunitní odpověď 

P14618 Pyruvát kináza P PKM 0,604 1,85E-02   ovlivňuje glykolýzu 

P01877 Řetězec imunoglobulinu alfa 2 
IGHA2/ 
TUBA1A 

0,587 1,28E-02   imunittní odpověď 

Q08881 Tyrozin-proteinkináza ITK/TSK ITK 0,349 7,58E-07   
cytoprotektivní reakce včetně 

oprav dna 

Q76LX8 
Protein obsahující dezintegrinovou 

a metaloproteinázovou doménu 
ADAMTS

13 
0,244 3,20E-11   ovlivňuje tvorbu trombů 

Tab. 3.3 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu LFQ1 po splnění kritérií (www.uniprot.com) 
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Uniprot 
Kód 

Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P-
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

K24h/0h 

P-
hodnota: 
24h / 0h 

Funkce 

P80511 Protein S100-A12 S100A12 11,557 1,98E-02 - - 
regulace zánětlivých procesů a imunitní 

odpovědi 

Q08554 Desmokolin-1 DSC1 7,586 8,35E-13 - - adheze buněk 

Q8NF91 Nesprin-1 SYNE1 2,590 7,47E-05 - - cytoskeletární uspořádání 

Q06830 Peroxiredoxin-1 PRDX1 2,589 7,47E-05 - - detoxikace peroxidů 

P02741 C-reaktivní protein CRP 2,049 1,16E-04 
0,626 

 
- zánětlivá odpověď 

P81605 Dermcidin DCD 1,910 5,06E-04 - - antimikrobiální aktivita 

P01040 Cystatin-A CSTA 1,812 2,96E-02 - - adheze buněk 

Q9NZT1 
Kalmodulinu podobný 

protein 5 
CALML5 1,751 2,60E-03 

1,654 
 

- diferenciace keratinocytů 

P18428 
Protein vázající 

lipopolysacharidy 
LBP 1,585 1,33E-02 1,021 3,14E-01 vrozená imunitní odpověď 

Q13790 Apolipoprotein F APOF 1,543 1,97E-02 0,912 9,60E-01 regulátor transportu cholesterolu 

P55058 
Fosfolipidový transférový 

protein 
PLTP 1,543 2,19E-05 0,868 1,67E-01 přenos fosfolipidů 

P05543 Globulin vázající tyroxin SERPINA7 1,527 2,29E-02 0,995 3,99E-01 transportní protein hormonů štítné žlázy 

P01031 Komplement C5 C5 1,494 3,11E-02 0,857 1,31E-01 komplementový systém 

P08185 
Globulin vázající 
kortikosteroidy 

SERPINA6 1,461 4,16E-02 1,014 4,28E-01 transport glukokortikoidů 

P05109 Protein S100-A8 S100A8 0,689 4,54E-02 
1,144 

 
- 

regulace zánětlivých procesů a imunitní 
odpovědi 

P11277 
Spektrinový beta řetězec, 

erytrocytární 
SPTB 0,684 4,14E-02 - - regulace složek plasmatické membrány 

P01857 
Řetězec imunoglobulinu 

gama 1 
IGHG1 0,670 3,14E-02 - - imunitní odpověď 

Q02413 Desmoglein-1 DSG1 0,668 2,99E-02 
1,061 

 
- adheze buněk 

P61626 Lysozym C LYZ 0,654 2,22E-02 1.064 7,23E-01 imunitní odpověď 

P16930 Fumarylacetoacetáza FAH 0,636 1,48E-02 - - rozklad tyrosinu 
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P04406 
Glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenáza 
GAPDH 0,623 1,08E-02 - - imunitní odpověď 

Q9H7P6 
Podjednotka 12B 

multivesikulárního tělíska 
MVB12B 0,622 1,07E-02 - - 

regulátor procesu vezikulárního 
transportu 

P68871 
Hemoglobinobá 

podjednotka beta 
HBB 0,621 1,03E-02 - - transport kyslíku 

Q86U17 Serpin A11 SERPINA11 0,570 9,09E-03 - - Inhibitor serinových proteáz 

P69905 
Hemoglobinová 
podjednotka alfa 

HBA2 0,558 1,73E-03 1,781 1,74E-01 transport kyslíku 

P0DJI9 Sérový amyloid A-2 SAA2 0,501 2,04E-04 - - akutní fáze imunitní odpovědi 

P02730 
Transportní aniontový 

protein skupiny 3 
SCL4A1 0,472 5,49E-05 - - katalytická aktivita 

P02775 Protein krevních destiček PPBP 0,456 2,43E-05 0,83 1,48E-01 koagulace 

P00918 Karbonická anhydráza 2 CA2 0,438 8,91E-06 - - diferenciace osteoklastů 

P02776 Destičkový faktor 4 PF4 0,424 3,92E-06 - - 
chemotakticky působí na neutrofily a 

monocyty. inhibuje proliferaci 
endoteliálních buněk 

P0DJI8 Sérový amyloid A-1 SAA1 0,424 3,94E-06 - - akutní fáze imunitní odpovědi 

P02042 
Hemoglobinová 

podjednotka delta 
HBD 0,398 7,29E-07 - - transport kyslíku 

P07996 Thrombospondin-1 THBS1 0,392 4,66E-07 0,606 - koagulace 

P30043 
Flavinová reduktáza 

(NADPH) 
BLVRB 0,181 2,85E-11 0,979 3,17E-01 oxidoreduktáza 

Tab. 3.4 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu LFQ2 po splnění kritérií (www.uniprot.com) 
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Uniprot 
kód 

Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P-
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

K24h/0h 

P-
hodnota: 
24h / 0h 

Funkce 

Q13093 
Destičky aktivující faktor 

acetyl-hydroláza 
PLA2G7 2,022 9,03E-05 - - 

katabolismus fosfolipidů během 
zánětlivé a oxidativní stresové 

odpovědi 

P00918 Karbonická anhydráza 2 CA2 1,917 3,27E-04 0,872 8,09E-02 diferenciace osteoklastů 

Q8WUA8 Tsukushi TSKU 1,911 3,49E-04 - - 
katabolismus fosfolipidů během 
zánětlivé a oxidativní stresové 

odpovědi, hojení ran 

P06703 Protein S100-A6 S100A6 1,883 4,89E-04 1,115 4,98E-01 
regulace buněčných funkcí, odpověď 

na stres 

P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX2 1,849 7,38E-04 1,099 1,54E-01 detoxikace peroxidů 

Q9Y5Y7 
Endoteliální receptor 

kyseliny hyaluronové 1 
LYVE1 1,848 7,41E-04 1,085 1,12E-02 

usnadňuje adhezi a migraci buněk 
přes lymfatický endotel 

Q15485 Fikolin-2 FCN2 1,795 1,39E-03 -  imunitní odpověď 

P00915 Karbonická anhydráza 1 CA1 1,762 2,03E-03 0,728 1,46E-01 katalytická aktivita 

P11226 Manóza vázající protein C MBL2 1,651 7,15E-03 1,379 4,51E-01 aktivace lektinové dráhy 

P0DUB6 Alfa-amyláza 1A AMY1A 1,618 1,01E-02 - - metabolismus sacharidů 

Q9UHG3 Prenylcystein oxidáza 1 PCYOX1 1,602 1,21E-02 - - degradace prenylovaných proteinů 

P06702 Protein S100-A9 S100A9 1,549 2,12E-02 1,101 2,72E-01 imunitní odpověď, zánětlivé reakce 

A6NMY6 
Putativní protein podobný 

anexinu A2 
ANXA2P2 1,475 4,45E-02 - - 

vazebný protein, reaguje na tepelný 
stres 

P04406 
Glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenáza 
GAPDH 1,468 4,75E-02 - - imunitní odpověď 

P04040 Kataláza CAT 1,463 4,97E-02 1,224 3,01E-02 detoxikace peroxidů 

Q9UNW1 
Inositol polyfosfát 

fosfatáza 1 
MINPP1 0,749 3,71E-02 1,006 6,45E-01 

reguluje buněčné hladiny inositol 
pentakisfosfátu a inositol 

hexakisfosfátu 

P10645 Chromogranin CHGA 0,693 1,08E-02 - - 
působí jako vychytávač volných 

radikálů 

P30101 
Protein disulfid-izomeráza 

A3 
PDIA3 0,586 3,69E-04 - - disulfidické vazby-stabilita proteinů 
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P01344 
Růstový faktor podobný 

inzulinu II 
IGF2 0,418 2,01E-08 1,12 1,97E-01 metabolismus glukózy 

Tab. 3.5 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu TMT1 po splnění kritérií (www.uniprot.com)
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Uniprot 
kód 

Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P-
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

K24h/0h 

P-
hodnota: 
24h / 0h 

Funkce 

P0DUB6 Alfa-amyláza 1A AMY1A 3,326 1,80E-13 - - metabolismus sacharidů 

P02741 C-reaktivní protein CRP 2,100 1,05E-05 
0,626 

 
- zánětlivá odpověď 

P11279 
Membránový glykoprotein 

asociovaný s lyzozomy 
LAMP1 1,880 2,20E-04 - - imunitní odpověď 

Q9NZT1 
Kalmodulinu podobný 

protein 5 
CALML5 1,815 5,24E-04 

1,654 
 

- diferenciace keratinocytů 

Q9UHG3 Prenylcystein oxidáza 1 PCYOX1 1,679 3,02E-03 - - degradace prenylovaných proteinů 

Q99969 
Protein 2 s receptorem pro 

kyselinu retinovou 
RARRES2 1,594 8,49E-03 - - zánětlivá reakce 

P01031 Komplement C5 C5 1,586 9,27E-03 0,857 1,31E-01 komplementový systém 

Q99650 
Onkostatin M specifický 

receptor podjednotky 
OSMR 1,581 9,83E-03 - - imunitní odpověď 

Q9NZK5 Adenozinová deamináza 2 ADA2 1,549 1,43E-02 - - 
regulace buněčné proliferace a 

diferenciace 

P02743 Sérový amyloid P APCS 1,545 1,49E-02 0,868 1,67E-01 ochrana amyloidních fibril 

P55058 
Fosfolipidový transférový 

protein 
PLTP 1,494 2,65E-02 - - přenos fosfolipidů 

Q13508 
Ecto-ADP-ribosyltransferáza 

3 
ART3 1,490 2,78E-02 - - - 

P00740 Koagulační faktor IX F9 1,475 3,30E-02 0,95 4,37E-03 koagulace 

Q96S96 
Protein vázající 

fosfatidyletanolamin 4 
PEBP4 1,472 3,40E-02 - - proliferace a přežívání buněk 

P81605 Dermcidin DCD 1,469 3,49E-02 1,41 1,85E-01 antimikrobiální aktivita 

P16157 Ankyrin-1 ANK1 0,775 4,55E-02 - - zánětlivá reakcce 

P61626 Lysozym C LYZ 0,770 4,11E-02 1.064 7,23E-01 imunitní odpověď 

P00918 Karbonická anhydráza 2 CA2 0,751 2,74E-02 0,872 8,09E-02 diferenciace osteoklastů 

Q13740 CD166 antigen ALCAM 0,735 1,89E-02 - - Imunitní odpověď 
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P06702 Protein S100-A9 S100A9 0,732 1,76E-02 1,101 2,72E-01 imunitní odpověď, zánětlivé reakce 

P05109 Protein S100-A8 S100A8 0,722 1,38E-02 
1,144 

 
- 

regulace zánětlivých procesů a 
imunitní odpovědi 

P10720 Destičkový faktor 4 PF4V1 0,721 1,35E-02 - - 
chemotakticky působí na neutrofily a 

monocyty. Inhibuje proliferaci 
endoteliálních buněk 

P69891 
Hemoglobinová podjednotka 

gama 1 
HBG1 0,718 1,26E-02 - - transport kyslíku 

P00915 Karbonická anhydráza 1 CA1 0,688 5,54E-03 0,728 1,46E-01 katalytická aktivita 

Q9BUF5 Tubulinový beta řetězec 6 TUBB6 0,687 5,42E-03 - - hlavní složka mikrotubulů 

P07996 Thrombospondin 1 THBS1 0,630 8,37E-04 
0,606 

 
- koagulace 

P06703 Protein S100-A6 S100A6 0,566 5,59E-05 1,115 4,98E-01 
regulace buněčných funkcí, odpověď 

na stres 

P02775 Protein krevních destiček PPBP 0,562 4,68E-05 0,83 1,48E-01 koagulace 

Tab. 3.6 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu TMT2 po splnění kritérií (www.uniprot.com)
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 TMT2 LFQ2  

Uniprot 
kód 

Název Zkratka 

Relativní 
poměr: 
(24h) / 

(0h) 

P 
hodnota: 
(24h) / 

(0h) 

Relativní 
poměr: 
(24h) / 

(0h) 

P 
hodnota: 
(24h) / 

(0h) 

Relativní 
poměr: 

(K24h) / 
(K0h) 

P 
hodnota: 
(K24h) / 

(K0h) 

P02741 C reaktivní protein CRP 2,1 1,05E-05 2,049 1,16E-04 0,725 1,00E+00 

P0DUB6 Alfa amyláza 1A  AMY1A 3,326 1,80E-13 100 1,00E-17 - -  

P11226 Manóza vázající protein C  MBL2 1,229 3,35E-01 1,213 2,99E-01 1,079 4,51E-01 

P55058 Fosfolipidový transférový protein PLTP 1,494 2,65E-02 1,543 1,98E-02 0,868 1,67E-01 

P01031 Komplement C5 C5 1,586 9,27E-03 1,494 3,11E-02 0,857 1,31E-01 

P24592 
Protein vázající inzulinu podobný 
růstový faktor 6 

IGFBP6 
1,35 1,18E-01 1,281 1,83E-01 

- 
-  

P04114 Apolipoprotein B-100  APOB 1,219 3,63E-01 1,225 2,75E-01 0,923 9,86E-01 

Q13790 Apolipoprotein F  APOF 1,341 1,28E-01 1,543 1,97E-02 0,956 1,00E+00 

P61626 Lysozym C LYZ 0,77 4,11E-02 0,654 2,22E-02 1.064 7,23E-01 

P18428 Lipopolysacharidový vazebný protein LBP 1,406 6,77E-02 1,585 1,33E-02 1,222 1,40E-01 

Q01459 Di-N-acetylchitobiáza CTBS 1,242 3,03E-01 1,431 1,19E-01 1,006 7,23E-01 

O75636 Fikolin-3 FCN3 1,419 5,91E-02 1,377 8,56E-02 1,026 1,00E+00 

P29622 Kalistatin SERPINA4 1,215 3,74E-01 1,234 2,59E-01 1,132 4,52E-01 

P04070 Protein C závislý na vitaminu K PROC 1,261 2,60E-01 1,234 2,59E-01 1,07 8,95E-01 

Q15848 Adiponektin ADIPOQ 1,269 2,43E-01 0,946 7,63E-01 0,669 2,06E-01 

Tab. 3.7 Finální biomarkery ozáření z lidské plasmy po zpracování data setů TMT1, TMT2, LFQ1 a LFQ2 1/2 (www.uniprot.com)
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 TMT1 LFQ1  

Uniprot 
kód 

Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P 
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P 
hodnota: 
24h / 0G 

Relativní 
poměr: 

(K24h) / 
(K0h) 

P hodnota: 
(K24h) / 

(K0h) 

P02741 C reaktivní protein CRP 1,351 1,39E-01 1,455 7,47E-02 0,725 1,00E+00 

P0DUB6 Alfa amyláza 1A  AMY1A 1,618 1,01E-02 1,023 9,01E-01 - -  

P11226 Manóza vázající protein C  MBL2 1,651 7,15E-03 1,274 2,46E-01 1,079 4,51E-01 

P55058 Fosfolipidový transférový protein PLTP 1,453 5,47E-02 1,113 6,03E-01 0,868 1,67E-01 

P01031 Komplement C5 C5 1,337 1,56E-01 1,206 3,69E-01 0,857 1,31E-01 

P24592 
Protein vázající inzulinu podobný 
růstový faktor 6 

IGFBP6 
1,287 2,34E-01 1,438 8,37E-02 

- 
-  

P04114 Apolipoprotein B-100  APOB 1,316 1,86E-01 1,246 2,93E-01 0,923 9,86E-01 

Q13790 Apolipoprotein F  APOF 1,015 8,06E-01 1,402 1,08E-01 0,956 1,00E+00 

P61626 Lysozym C LYZ 0,955 5,40E-01 0,744 1,68E-01 1.064 7,23E-01 

P18428 Lipopolysacharidový vazebný protein LBP 0,963 5,72E-01 1,219 3,43E-01 1,222 1,40E-01 

Q01459 Di-N-acetylchitobiáza CTBS 1,133 6,77E-01 1,25 2,85E-01 1,006 7,23E-01 

O75636 Fikolin-3 FCN3 1,278 2,52E-01 1,096 6,53E-01 1,026 1,00E+00 

P29622 Kalistatin SERPINA4 1,208 4,22E-01 1,131 5,50E-01 1,132 4,52E-01 

P04070 Protein C závislý na vitaminu K PROC 1,404 8,66E-02 1,177 4,33E-01 1,07 8,95E-01 

Q15848 Adiponektin ADIPOQ 1,233 3,54E-01 1,201 3,80E-01 0,669 2,06E-01 

Tab. 3.8 Finální biomarkery ozáření z lidské plasmy po zpracování data setů TMT1, TMT2, LFQ1 a LFQ2 2/2 (www.uniprot.com) 
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Uniprot kód Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P 
hodnota: 
24h / 0G 

Funkce 

A0A287AIJ3 Glutation peroxidáza GPX3 1,61 1,97E-03 ochrana před oxidačním poškozením peroxidem 
vodíku 

Q711S8 Sekretovaný fosfoprotein 24  SPP2 1,579 1,97E-03 remodelace kostí 

A0A5G2QM19 Peptidáza D PEPD 1,474 8,98E-02 rozklad dipeptidů na C-konci s prolinovým zbytkem 

P18650 Apolipoprotein E APOE 1,436 3,21E-02 metabolismus lipidů 

A0A287AFQ4 Komplement C8  C8G 1,326 4,08E-02 regulace komplementové kasakády, imunitní reakce 

A0A286ZYQ3 Fibrinogen 1 FGL1 1,313 8,98E-02 inhibice aktivity antigenně specifických T-buněk  

A2SW51 Monocytární diferenciační 
antigen CD14 

CD14 1,275 2,80E-02 imunitní odpověď 

P04366 Protein AMBP  AMBP 1,27 2,63E-02 prekurzor proteinu vázající hem 

P50447 Alfa-1-antitrypsin SERPINA1 1,268 2,36E-02 inhibitor serinových proteáz 

A0A286ZYZ5 Protein obsahující doménu 
SERPIN   

LOC106504547 1,252 2,63E-02 zabraňuje nebo snižuje aktivitu serinových 
endopeptidáz  

A0A5G2RA87 Properdin CFP 1,22 3,21E-02 regulace komplementové kasakády, imunitní reakce 

A0A286ZT99 Inhibitor inter-alfa-trypsinu 
těžkého řetězce H4  

ITIH4 1,212 2,63E-02 reakce na akutní zánět 

A0A5G2QSF4 Protein C závislý na vitaminu K PROC 0,889 7,51E-02 koagulace, vazba vápenatých iontů 

F1S567 Protein vaskulární buněčné 
adheze 1 

VCAM1 0,754 4,04E-03 imunitní reakce, přesun leukocytů do místa zánětu 

K7GQL2 Koagulační faktor XIII A  F13A1 0,745 8,98E-02 koagulace 

Q1KS52 Kyselá labilní podjednotka IGFALS 0,663 3,46E-03 účast na udržení aktivity IGF 

A0A287B6M0 Karbonická anhydráza CA2 0,462 9,40E-02 proliferace hepatocytů 

A0A286ZND5 Peroxiredoxin-1 PRDX1  0,425 7,18E-02 redukce peroxidů 

I3LQH7 Biliverdin reduktáza B BLVRB 0,335 8,98E-02 redoxní regulace 

Tab. 3.10 Vybrané biomarkery prasečí plasmy z data setu LFQ po splnění kritérií (www.uniprot.com) 
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Uniprot kód Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P hodnota: 
24h / 0G 

Funkce 

A0A287AWR7 Paraoxonáza PON1 2,286 2,26E-01 antioxidační účinky 

A0A287BM29 Apolipoprotein A IV APOA4 2,065 3,07E-01 metabolismus lipidů, antioxidační účinky 

A0A5G2QEF4 Perilipin 5 PLIN5 2,043 2,77E-01 metabolismus lipidů 

Q711S8 Sekretovaný fosfoprotein 24 SPP2 2,014 3,28E-01 remodelace kostí 

A0A5G2RIC7 Koagulační faktor XIII A F13A1 1,983 2,67E-01 koagulace 

P16293 Koagulační faktor IX F9 1,975 2,48E-01 koagulace 

P29700 Alfa 2 HS glykoprotein AHSG 1,813 6,33E-01 imunitní odpověď 

A0A287AIM8 Komplement C5A C5 1,718 2,27E-01 komplementová kaskáda 

F1SS24 Fibronektin FN1 1,640 5,86E-02 buněčná adheze, cytoprotektivní účinek 
před IZ 

A0A5G2R8T9 Komplement C6 C6 1,567 2,93E-01 komplementová kaskáda 

P18648 Apolipoprotein A I APOA1 1,545 4,66E-01 metabolismus lipidů 

F1SFI6 Fetuin B FETUB 1,524 2,60E-01 zánětlivá reakce, resorpce kostí 

A0A287AIJ3 Glutation peroxidáza GPX3 1,490 6,81E-02 ochrana před oxidačním poškozením 
peroxidem vodíku 

A0A287AYJ8 Serpin F1 SERPINF1 1,479 3,16E-01 inhibice endopeptidáz 

A0A287AFQ4 Komplement C8 C8G 1,458 1,18E-01 komplementová kasakáda 

K7GQR1 Properdin CFP 1,456 2,58E-01 komplementová kaskáda 

F1RK01 Karboxypeptidáza  B2 CPB2 1,448 2,78E-01 hydrolýza proteinů 

P18650 Apolipoprotein E APOE 1,438 2,67E-01 metabolismus lipidů 

A0A5K1UCV8 Angiotensin 1 AGT 1,375 3,55E-01 Regulace krevního tlaku 

A0A286ZT99 Inhibitor inter-alfa-trypsinu 
těžkého řetězce h4  

ITIH4 1,354 2,80E-01 odpověď na akutní zánětlivou reakci 

Q29545 Inhibitor karbonické anhydrázy TF 1,353 5,78E-01 inhibice karbonické anhydrázy 

F1RMN7 Hemopexin HPX 1,341 2,47E-01 trnasport hemu 

A0A286ZUY9 Alfa 1B glykoprotein A1BG 1,324 5,37E-01 imunitní odpověď 

F1SFI5 Glykoprotein bohatý na histidin  HRG 1,311 9,79E-01 koagulace, imunitní odpověď 

F1RX37 Fibrinogen beta FGB 1,285 2,83e-02 koagulace 
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A0A287A6Q0 Protein S závislý na vitaminu K PROS1 1,281 2,32e-01 metabolismus vápníku 

A0A5G2QZH2 Kininogen 1 KNG1 1,266 6,42e-01 koagulace 

P04366 Protein AMBP AMBP 1,252 3,16e-01 prekurzor proteinu vázající hem 

F1SIB1 Protrombin F2 1,230 5,10e-01 koagulace 

A0A286ZYZ5 Protein obsahující doménu serpin   LOC106504547 1,221 1,14e-01 inhibice endopeptidáz 

P09571 Serotransferin TF-2 0,782 9,49e-02 transport železa 

I3LJW2 Řetězec fibrinogenu gama FGG 0,765 7,55e-01 složka fibrinogenu 

A0A5G2QXX3 Sulfhydryl oxidáza QSOX1 0,701 9,82e-01 oxidace sulfhydrylových skupin 

P50390 Transtyretin TTR 0,693 1,63e-01 transport tyroxinu 

A0A287BRF1 Protein obsahující doménu C1Q LOC110258309 0,676 7,47e-02 komplementová kaskáda 

P50447 Alfa 1 antitrypsin SERPINA1 0,658 1,22e-01 inhibitor serinových proteáz 

A0A287A3T6 Protein obsahující doménu IG A0A287A3T6 0,588 2,82e-01 imunitní odpověď 

A0A5G2QRW3 Hemoglobinová podjednotka beta - 0,562 6,02e-02 transport kyslíku 

F1RGX4 Protein obsahující doménu globin - 0,506 9,61e-02 imunitní odpověď 

Tab 3.11 Vybrané biomarkery prasečí plasmy z data setu TMT1 (H2) po splnění kritérií (www.uniprot.com) 
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Uniprot kód Název Zkratka 
Relativní 
poměr: 

24h / 0G 

P hodnota: 
24h / 0G 

Funkce 

F1SS24 Fibronektin FN1 1,593 1,43E-01 buněčná adheze, cytoprotektivní účinek před 
IZ 

Q8SPS7 Haptoglobin HP 1,399 7,24E-03 antioxidační účinky, imunitní odpověď 

A0A286ZT99 Inhibitor inter-alfa-trypsinu 
těžkého řetězce H4  

ITIH4 1,340 2,97E-01 odpověď na akutní zánětlivou reakci 

Q28833 Von Wilebrandův faktor VWF 1,283 2,43E-01 koagulace 

F1SGG3 Cytokeratin 1 KRT1 1,247 4,36E-01 aktivace komplementu 

A0A5G2Q7Q6 Protein obsahující doménu Ig - 1,229 5,13E-01 imunitní odpověď 

A0A286ZQJ9 Protein obsahující doménu c1q LOC110258310 1,228 4,89E-01 komplementová kaskáda 

F1RQ75 Faktor IX F9 1,226 4,03E-01 koagulace 

P14477 Fibrinogen beta (fragment) FGB 1,211 6,36E-01 koagulace 

P79263 Inhibitor inter-alfa-trypsinu 
těžkého řetězce H4  

ITIH4 1,211 6,04E-01 odpověď na akutní zánětlivou reakci 

F1RX37 Fibrinogen beta FGB 1,207 5,66E-02 koagulace 

A0A287ASX3 Adiponektin C1Q ADIPOQ 0,797 1,92E-01 protizánětlivé účinky 

A0A287AQ20 Preproprotein CFI 0,795 9,91E-02 komplementová kaskáda 

F1SCF1 Protein obsahující doménu 
Serpin 

SERPINA6 0,755 1,09E-02 inhibice endopeptidáz serinového typu 

A0A5G2QRW3 Hemoglobinová podjednotka beta - 0,582 2,77E-01 transport kyslíku 

F1RGX4 Protein obsahující doménu globin LOC100737768 0,429 1,66E-01 přenos kyslíku do tkání 

Tab. 3.12 Vybrané biomarkery prasečí plasmy z data setu TMT2 (H4) po splnění kritérií (www.uniprot.com) 

 

 

 

 

 



155 

Název 

Prasečí plasma Lidská plasma 

LFQ TMT1 TMT2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT2 

Sekretovaný fosfoprotein 24 1,579 2,014 0,886 0,852 1,211 1,224 1,161 

Glutation peroxidáza 1,61 1,490 1,013 1,046 1,061 1,145 1,276 
Fibronektin  1,640 1,593 0,971 0,967 0,938 0,993 
Inhibitor inter-alfa-trypsinu těžkého řetězce H4 1,212 1,354 1,340  0,972 1,039 1,062 
Protein AMBP 1,27 1,252 1,068 1,094 1,125 1,111 1,055 
Apolipoprotein E 1,436 1,438 1,082 1,066 0,993 1,050 0,933 
Hemoglobinová podjednotka beta  0,562 0,582 1,460 0,621 1,133 0,895 
Komplement C8 1,326 1,458 1,034   1,002  
Alfa 2HS glykoprotein  1,813 0,983 0,729 0,850 0,909 0,998 
Fetuin B  1,524  0,939 1,010 1,021 1,210 
Haptoglobin  0,994 1,399 0,943 1,004 1,078 0,895 
Kininogen 1  1,266 0,943 0,921 0,958 0,960 1,061 
Paraoxonáza  2,286 0,992     
Protein vaskulární buněčné adheze 0,754   0,886 0,959 0,954 1,015 

Tab. 3.14 Relativní poměry u vybraných kandidátů z prasečí plasmy v porovnání s lidskými 
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Název Prasečí plasma Lidská plasma 
LFQ TMT1 TMT2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT2 

Sekretovaný fosfoprotein 24 1,97E-03 5,89E-01 7,30E-01 4,60E-01 3,03E-01 8,84E-01 9,40E-01 
Glutation peroxidáza 1,97E-03 5,89E-01 4,00E-01 8,19E-01 7,52E-01 9,73E-01 7,78E-01 
Fibronektin 2,63E-02  5,89E-01 4,00E-01 8,19E-01 7,52E-01 9,73E-01 7,78E-01 
Inhibitor inter-alfa-trypsinu těžkého řetězce H4 2,63E-02  5,89E-01 2,97E-01  8,77E-01 9,85E-01 9,94E-01 
Protein AMBP 2,63E-02 5,89E-01 1,43E-01 9,03E-01 8,57E-01 9,40E-01 9,70E-01 
Apolipoprotein E 3,21E-02 5,89E-01 2,64E-01 7,50E-01 9,68E-01 9,86E-01 8,48E-01 
Hemoglobinová podjednotka beta 2,63E-02 5,89E-01 2,97E-01   8,77E-01 9,85E-01 9,94E-01 
Komplement C8 4,08E-02 5,89E-01 9,07E-01   9,77E-01  
Alfa 2HS glykoprotein 2,63E-02 5,89E-01 5,76E-01 6,58E-01 5,29E-01 9,81E-01 9,94E-01 
Fetuin B  5,89E-01  7,81E-01 9,57E-01 9,85E-01 8,37E-01 
Haptoglobin 3,21E-02 5,89E-01 2,64E-01 7,50E-01 9,68E-01 9,86E-01 8,48E-01 
Kininogen 1  8,19E-01 5,55E-01 7,12E-01 8,16E-01 9,40E-01 9,98E-01 
Paraoxonáza   5,89E-01 2,77E-01 7,18E-02 1,03E-02 9,73E-01 8,37E-01 
Protein vaskulární buněčné adheze 4,04E-03   5,81E-01 8,19E-01 9,40E-01 9,70E-01 

Tab. 3.15 P hodnoty u vybraných kandidátů z prasečí plasmy v porovnání s lidskými 
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Název 
Prasečí plasma Lidská plasma 

LFQ TMT1 TMT2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT2 
C reaktivní protein 1,143 1,069 0,918 1,455 2,049 1,351 2,1 
Alfa amyláza 1A  0,863   1,023 100 1,618 3,326 
Manóza vázající protein C     1,274 1,213 1,651 1,229 

Fosfolipidový transférový protein    1,113 1,543 1,453 1,494 

Komplement C5 0,934 1,718 1,001 1,206 1,494 1,337 1,586 

Protein vázající inzulinu podobný růstový 
faktor 6 

   1,438 1,281 1,287 1,35 

Apolipoprotein B-100  1,077 1,179 1,175 1,246 1,225 1,316 1,219 

Apolipoprotein F  0,633   1,402 1,543 1,015 1,341 

Lysozym C 0,705   0,744 0,654 0,955 0,77 

Lipopolysacharidový vazebný protein 1,468   1,219 1,585 0,963 1,406 

Di-N-acetylchitobiáza    1,25 1,431 1,133 1,242 

Fikolin-3    1,096 1,377 1,278 1,419 

Kalistatin    1,131 1,234 1,208 1,215 

Protein C závislý na vitaminu K 0,889 0,898 0,937 1,177 1,234 1,404 1,261 

Adiponektin  1,200 0,797 1,201 0,946 1,233 1,269 

Tab. 3.16 Relativní poměry u vybraných kandidátů z lidské plasmy v porovnání s prasečími 
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Název Prasečí plasma Lidská plasma 

LFQ TMT1 TMT2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT2 

C reaktivní protein 6,02E-01 9,84E-01 2,70E-01 7,47E-02 1,16E-04 1,39E-01 1,05E-05 
Alfa amyláza 1A     9,01E-01 1,00E-17 1,01E-02 1,80E-13 
Manóza vázající protein C     2,46E-01 2,99E-01 7,15E-03 3,35E-01 

Fosfolipidový transférový protein    6,03E-01 1,98E-02 5,47E-02 2,65E-02 

Komplement C5 3,82E-01 2,27E-01 5,31E-01 3,69E-01 3,11E-02 1,56E-01 9,27E-03 

Protein vázající inzulinu podobný růstový faktor 6    8,37E-02 1,83E-01 2,34E-01 1,18E-01 

Apolipoprotein B-100  8,98E-01 3,86E-02 4,35E-02 2,93E-01 2,75E-01 1,86E-01 3,63E-01 

Apolipoprotein F  2,69E-01   1,08E-01 1,97E-02 8,06E-01 1,28E-01 

Lysozym C 2,15E-01   1,68E-01 2,22E-02 5,40E-01 4,11E-02 

Lipopolysacharidový vazebný protein 2,56E-01   3,43E-01 1,33E-02 5,72E-01 6,77E-02 

Di-N-acetylchitobiáza    2,85E-01 1,19E-01 6,77E-01 3,03E-01 

Fikolin-3    6,53E-01 8,56E-02 2,52E-01 5,91E-02 

Kalistatin    5,50E-01 2,59E-01 4,22E-01 3,74E-01 

Protein C závislý na vitaminu K 5,46E-03 8,26E-01 5,13E-01 4,33E-01 2,59E-01 8,66E-02 2,60E-01 

Adiponektin  2,06E-01 1,92E-01 3,80E-01 7,63E-01 3,54E-01 2,43E-01 

Tab.3.17 P hodnoty u vybraných kandidátů z lidské plasmy v porovnání s prasečími 
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Prezentace výsledků 

 

28. – 30. 5. 2019 46. ročník konference Průmyslová toxikologie a 

ekotoxikologie (Kouty nad Desnou) 

Kultová, G., Řehulková, H., Myslivcová Fučíková, A., Tichý, A. Plasma proteins as new 

biomarkers of irradiation in humans. Pardubice: 2019. 2s. ISBN: 978-80-7560-216-

9. 

 

22. - 25. 5. 2019 Annual swiss proteomics meeting (Švýcarsko, Ženeva) 

Kultová, G., Rehulkova, H., Sirak, I., Davidkova, D., Markova-Stastna, M., Myslivcová 

Fučíková, A., Tichý, A Plasma proteins as new biomarkers of irradiation in humans. 

Annual Swiss Proteomics Meeting. Zurich, 2019. 2p 

 

Účast na projektech a financování 

 

Hlavní řešitel  

SV 2106/2019 Analýza markerů ozáření v krevní plasmě leukemických pacientů 

SV 2108/2020 Cílená proteomická analýza potenciálních markerů ozáření v lidské 

plasmě 

SV 2105/2021 Analýza potenciálních biomarkerů ozáření v leukocytech 

 

Spoluřešitel 

2017-2020 (Zakázka VH20172021010 MV ČR) Nové přístupy v diagnostice a 

terapii ozářených osob  
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Studijní stáž a vzdělávací kurzy 

 

4.10. – 3. 12. 2021: Doktorská odborná stáž (Nitra, Slovensko), projekt ERASMUS+ 

Univerzita Konstantina Filozofa v Nitře, Přírodovědecká fakulta, Katedra zoologie a 

antropologie, mentor: RNDr. Martin Morovič, Ph.D. 

8. - 13. 9. 2019: 20. Letní škola hmotnostní spektrometrie Špindlerův mlýn 

13. - 18. 9. 2020: 21. Letní škola hmotnostní spektrometrie Srní 

 

2019 AKK Odborné přípravy s laboratorními zvířaty (ČZU, Praha) 

2019 AKK Odborné zdravotnické laboratorní metody (Institut postgraduálního 

vzdělávání ve zdravotnictví, Praha) 

  


