Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra biologie

Biomarkery ozareni v krevni plasmé leukemickych pacienti

Pisemna prace k doktorské zkouSce

Jméno: Mgr. Gabriela Rydlova

Studijni program: P1501 - Biologie

Studijni obor: Aplikovana biologie a ekologie

Vedouci prace: RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D.

Konzultant prace: pplk. g8t doc. PharmDr. Ales Tichy, Ph.D.



I

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem disertacni praci pod vedenim vedouciho prace vypracovala
samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouZité prameny a literaturu. Vysledky
v predloZené praci jsou originalnimi udaji, které byly ziskany béhem doktorského

studia.

V Hradci Kralové dne Mgr. Gabriela Rydlova



Podékovani

Timto bych chtéla podékovat své Skolitelce RNDr. Alené Myslivcové Fucikové, Ph.D.,,
ktera mé zasvétila do oblasti proteomiky a hmotnostni spektrometrie, davala mi
uzite¢né rady a konzultace v pribéhu celého doktorského studia. Dale bych chtéla
podékovat za pomoc, konzultace, vstiicné jednani, rady v oblasti radiobiologie a
publikacni ¢innosti pplk. gst. doc. PharmDr. Alesovi Tichému, Ph.D.

Podékovani patfi i zaméstnancim Katedry radiobiologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi na Univerzité Obrany v Hradci Kralové. Zejména RNDr. Pavlu
Rehulkovi, Ph.D. a Vérce Vozandychové Ph.D., ktei'i mi pomohli s ipravami metodiky
a zpracovanim vzorki, orientaci v programu Proteome Discoverer a zmérenim
vzorkll na hmotnostnim spektrometru. V neposledni fadé bych rada podékovala
rodiné a prateliim za jejich podporu v priibéhu celého mého doktorského studia.

Dékuji také Univerzité Hradec Kralové za finan¢ni podporu v podobé specifickych
vyzkumi (2106/2019; 2108/2020; 2105/2021), ze kterych byly hrazeny vSechny
experimenty, vyjezdy na konference a kurzy. Vyjezd na zahrani¢ni staz byl

financovan z programu ERASMUS+.



Anotace

Pti radiacnich udalostech ¢i nehodach, jejichz riziko objektivné stoupa, je ocekavan
velky pocet suspektné ozarenych osob, pro jejichZ spravnou terapii je klicovy udaj
o obdrZené davce. Jedno z moznych feSeni nabizi vyuziti analytickych moZnosti
metod hmotnostni spektrometrie u proteinti krevni plasmy, jejiz ziskani je
minimalné invazivni.

Proteiny citlivé na zareni, jakozZ i jejich kombinace s hematologickymi biomarkery
byly navrzeny jako biomarkery pro pouZiti pri posuzovani radiacni expozice
a mohou poskytovat diagnostické informace o radiacnim poskozeni specifického
organu. Predkladana prace obsahuje dosavadni vysledky tykajici se identifikace
proteinovych biomarkert v krevni plasmé. Tato studie je unikatni v tom, Ze byly
pouzity lidské krevni vzorky ozarené in vivo. Bylo zjiSténo, Ze proteiny ucastnici
se odbouravani reaktivnich forem kysliku (ROS), opravach DNA, ¢i imunitnich
a zanétlivych signalnich drah maji tendenci ménit své prirozené hladiny v plasmé.

Ziskané vysledky byly porovnavany se vzorky praseci plasmy.

RYDLOVA, G. Biomarkery ozafeni v krevni plasmé leukemickych pacientd. Hradec
Kralové, 2024. Disertatni prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec

Kralové. Vedouci disertacni prace RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D. 160 s.
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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.

RYDLOVA, G. Biomarkers of radiation exposure in blood plasma of leukemia
patients. Hradec Kralove, 2024. Doctoral thesis at Faculty of Science, University of
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Seznam pouzitych zkratek

ACTN1 actin alpha 1
APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure

Chemical Ionization)

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Photoionization)

ARS akutni radia¢ni syndrom (Acute Radiation Syndrom)

BAX Bcl -2- associated x protein

BBC3 binding component 3 gene

BCA kyselina bicinchoninova (Bicinchoninic Acid)

CID kolizni indukovana disociaci

CCNG1 cyclin G1
CDKN1A  cyclin dependent kinase inhibitor 1 A

DC stejnosmérny proud (Direct Current)

DESI desorp¢ni ionizace elektrosprejem (Desorption Electrospray
Ionization)

ESI ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

ETD disociace prenosem elektronii

FWHM veli¢ina (full width at half maximum)
GADD45A growth arrest and DNA damage inducible 45 alpha
GAPDH glyceraldehyd 3 - phosphate dehydrogenase

GIT gastrointestinalni trakt

HCD kolizni disociace pro vyssi energii

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

HR homologni rekombinace

ICAT izotopové kddované afinitni znacky (Isotope-Coded Affinity Tags)

ILK integrin-linked kinase

iTRAQ izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci (isobaric

Tags for Relative and Absolute Quantification)
1Z ionizujici zareni

LC-MS kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrif



LC-MS/MS

LET
LFQ
LIT
LNT
MALDI

MDM2
MS
MS/MS

MYC

NHE]
oT
PCNA
PCR
POLH
PRM

QqQ
qRT-PCR

RF
ROS
RT-PCR

SDS
SDS-PAGE

(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
Spektrometrif (Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry)

linearni prenos energie (Linear Energy Transfer)

kvantifikace bez nutnosti znaceni (Label free quantification)
linedrni iontova past (Linear Iont Trap)

linearné bezprahovy model (Linear non-treshold)
ionizace/desorpce laserem za pritomnosti matrice (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization)

mouse double minute 2 gen

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass
Spectrometry)

myelocystomatosis proto-oncogene

pomér hmotnosti a ndboje

nehomologni spojovani koncti

orbitrap

proliferating cell nuclear antigen

polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

DNA polymerase Eta

paralelni sledovani vybranych reakci (Parallel Reaction Monitoring)
kvadrupoélovy analyzator (Quadrupole)

trojity kvadrupolovy analyzator (Triple Quadrupole)

kvantitativni polymerazova retézova reakce (Quantitative Reverse
Transcripton Polymerase Chain Reaction)

vysokofrekvencni stridavé napéti (Radio Frequency)

reaktivni forma kysliku (Reactive Oxygen Species)

polymerazova rtetézova reakce vrealném Case (Real-Time
Polymerase Chain Reaction)

dodecylsiran sodny

jednorozmérna sodium dodecyl sulfat polyakrylamidova gelova

elektroforéza



SESN1 sestrin 1
SILAC znaceni stabilnimi izotopy pomoci aminokyselin v buné¢né kulture

(Stable Isotope Labeling by Aminoacid in Cell Culture)

TBI celotélové ozareni (total body irradiation)

TCEP tris (2- carboxyethyl) phosphine

TEAB hydrogenuhlic¢itan triethylamonny

TMT tandemové hmotnostni znacky (Tandem Mass Tag)
TOF analyzator doby letu (Time of Flight)

TUBA4A  tubulin alpha-4 A chain

XPC xeroderma pigmentosum complementation group C



Uvod
Pfi radiacnich nehodach a pripadné hrozbé nukledrnich incidentl stoupd riziko
vyskytu nemoci zozafeni. Pfi téchto udalostech se ocekava velké mnozstvi
suspektné ozarenych osob, u kterych je nutné v co nejblizsi dobé zjistit miru
expozice a obdrZenou davku. K rozliseni ozarenych a neozarenych osob se vyuziva
principt biologické dozimetrie, kterd v poslednim desetileti zaziva velky rozvoj.
Velkd pozornost je vénovana biomarkerm ozareni, které poskytuji cenné
informace. V soucasné dobé pouZivané biodozimetrické metody jsou casové velmi
narocné a je zapotiebi vysoce erudovanych pracovniki. Proto je tfeba najit nové
metody s vyssi kapacitou a specifické biomarkery, které by pomohly v kratkém
casovém useku odhadnout obdrZenou davku a miru expozice. Tyto udaje by
v pripadé potireby pomohly efektivné roztridit obyvatelstvo dle miry zasaZeni
a stanovit potiebnou léc¢bu.

Zareni je povazovano za stresujici podnét, ktery vede Kk fenotypovym
a epigenetickym zménam (NRC: Sources of Radiation, 2020). Rlzné davky
vyvolavaji odliSné symptomy. U nékterych jedinci nizké davky nemuseji vyvolat
na prvni pohled patrné symptomy, ale mohou presto vést ke karcinogenezi. Stredni
davky vedou k poSkozeni krvetvorby a gastrointestindlniho traktu, vétsi davky
mohou zplisobovat vazné poskozeni neurovaskularniho systému s naslednou smrti.
Pti zjistovani obdrZené davky se pro analyzu pouzivaji lidské biologické tekutiny
(mo¢, krev, sliny a dalsi), ve kterych jsou zpravidla pritomny tzv. indikatory
(proteiny, metabolity), které mohou potencidlné prispét kziskani informace
ohledné radia¢ni davky béhem prvnich dn po ozareni. Tyto indikatory, resp.
biomarkery, mohou vznikat v souvislosti s radiaci indukovanym poskozenim bunék,
které vede kcelé radé patologickych ucinkl: starnuti, zméné genové exprese,
poskozeni lipidli, proteinti, DNA reparac¢nich mechanismli a nasledné apoptéze
vlivem nadmérné tvorby napft. reaktivnich forem kysliku. Idealni biomarker by mél
podavat informaci o obdrzené davce, mife expozice a souCasné by nemél
zohledniovat vék a zivotni styl (koufeni, uzivani 1ékii a drog). Takovy biomarker
v aktualni dobé neexistuje a nynéjsi odhady radia¢ni expozice jsou provadény
pomoci kombinace vySetreni nékolika rtiznorodych nespecifickych biomarkert

(cytogenetickych, proteomickych, genomickych a metabolomickych).
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V poslednich letech je proteomice vénovana vétsi pozornost. Hladina proteint
se béhem dne nebo pfi riznych stavech organismu (napf. akutni a chronicka
onemocnéni) prokazatelné dynamicky meéni, a proto mohou nékteré znich
predstavovat vhodné kandidatni biomarkery ozareni. JelikoZ proteiny se bézné
vyskytuji v télnich tekutinach, tak i plasma je v této studii prioritni vzhledem
k rychlé a snadné dostupnosti.

Cilem této studie je pomoci hmotnostni spektrometrie nalézt proteomické

biomarkery ozareni v lidské krevni plasmé ozarené in vivo a doplnit je o biomarkery

z praseci plasmy.
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1 Teoreticka cast

7

1.1  Ionizujici zareni
lIonizujici zareni (IZ) pii priichodu hmotou zpisobuje ionizaci, ktera se vyznacuje
preménou elektricky neutralnich atomi na kladné a zaporné ionty piimo
nebo neprimo. lonizace prima je zplisobovana elektrony, pozitrony, protony,
Casticemi alfa a beta, které jsou nabité a samy o sobé mohou vyvolat ionizaci,
zatimco nepfima ionizace se tyka nenabitych Castic zejména fotonl a neutront,
které pri interakci s prostredim uvolnuji sekundarni ionizujici nabité castice.
(Svec, 2005). Kdyz 1Z prochazi Zivou tkani, tak se v ni uklada energie, diky které
dochazi kionizaci a excitaci iontd uvniti hmoty. Pomér této energie dodané zivé
latce o dané hmotnosti se oznacuje terminem absorbovana davka. Bylo dokazano,
ze rizné druhy zareni maji riizné biologické ucinky a jednotlivé tkané na né reaguji
odliSné (United Nations, 2010).

Bylo zjiSténo, Ze kazdy obcCan roc¢né prijme 6,2 milisieverti IZ
za rok, pricemz 50 % tvofi prirodni zdroje a 50 % tvori umélé zdroje. Mezi ptirodni
patfi kosmické zareni, prirodni radioizotopy, a mezi ty umélé zatrazujeme
jaderné elektrarny, jaderné zbrané, radioizotopova 1ékarskd vySetreni
(National Research Council et al.,, 1990; NRC: Sources of Radiation, 2020). 1Z lze

rozdélit podle typu zafeni na alfa, beta a gama zareni.

Alfa zareni

Zareni alfa je tvoreno jadry helia a jeho Castice oproti jinym typtim zafeni dokaZou
prenaset energii na vétsi vzdalenost (LET - Linear Energy Transfer). lonizaci tyto
castice pomérné rychle ztrdci svoji energii a jejich dolet sohledem
na typ prostredi je maly. V pevnych latkach a kapalinach se dolet udava v desetinach
milimetrd a vplynech nékolik centimetrd (Svec, 2005). Alfa emitory
(napt. 226Ra, 239Pu a 241Am.) mohou zptlisobit opozdéné zdravotni problémy,
pokud byl material vdechovan nebo poZivan. OvSem vétSina alfa ¢astic neni schopna
proniknout do neporusené kiize (Berger et al., 2006) a nepi'edstavuje pro ¢lovéka
zavazné radiacni riziko. Ve vyssich davkach, ale jiZz mohou pronikat do bunky
a prostupovat az do bunéc¢ného jadra, kde zpiisobi nevratné skody vedouci k zaniku

celé buniky (Lorimore et al., 1998).
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Beta zareni

Beta castice jsou elektrony ¢i pozitrony s nizkou LET. Tato veli¢ina nabyva menSich
hodnot pri prenaseni fotonii o vétsi energii (Peudon et al., 2006). V porovnani s alfa
casticemi maji beta castice delSi dolet a odstinit je 1ze papirem ¢i plastem. Jejich
pronikavost je vSak niZs$i neZ u gama zareni. Jednim z beta zarict je kosmogenni
radionuklid tritium, ktery se rozpada na dva neutrony a jeden proton. Castice tritia
jsou vice radiobiologicky u¢inné neZ paprsky gama (Fairlie, 2007) a relativné malé
a lehké ve srovnani s ¢asticemi alfa. Mezi nejvice pouZzivané beta zatice patii 35S,
63Nj, 85Kr, 90Sr + 90Y g 204T] (§Vec, 2005).

Gama zareni

Jedna se o fotony svelmi kratkou vinovou délkou, které vznikaji v disledku
radioaktivniho rozpadu nebo pti jadernych reakcich. Jsou v porovnani s alfa a beta
zafenim nejpronikavéjsi. Ve skutecnosti je Cistych gama zarici malo a obvykle
jsou doprovazeny alfa a beta zafenim (Svec, 2005). Pfikladem je beta rozpad 6°Co

na ®0Ni, kde je jadro v excitovaném stavu a dojde k uvonéni energie ve formé gama

zareni (Sohrabnezhad et al.,, 2012).

V pripadé nehody ¢i cileného uUtoku v zasadé existuji tfi moZnosti, jak urcit,
zda byl jedinec vystaven IZ. Prvni z moZnosti je rekonstrukce fyzické davky zareni,
ktera zahrnuje pouziti dozimetra pti modelovani odhadované polohy jedince vici
zdroji zareni. Dal$i dvé moZnosti zahrnuji klinické hodnoceni a biologickou
dozimetrii (Miyazaki et al., 2014). Prvni metodou pomoci dosimetru lze urcit radiaci
v okolnim prostiedi. Na trhu jsou rizné typy, ale vétSina jich méri v mikrosievertech
za hodinu. Nevyhodou pfi zjiStovani obdrzené davky jedince je, Ze jedinec
se s dosimetrem musi nachazet v radiaci postiZené oblasti (Desrosiers et al., 2008).
Mezi klinické priznaky hodnoceni expozice IZ jsou viditelné projevy
na exponovaném jedinci. Jednotlivé projevy se liSi podle mnozZstvi a velikosti
absorbovanych davek. Mezi prvni priznaky patifi unava, nevolnost, zvraceni,
vypadavani vlasi a krvaceni (Dainiak, 2002).

Posledni metodou ke zpétnému hodnoceni obdrZené davky patii biologicka

dozimetrie, Casto oznacovana zkracené jako biodozimetrie (Swartz et al., 2014).

14



Touto metodou lze obdrZenou davku zjistit pomoci biologickych parametri jako
napi. chromozomovych aberaci, mikrojader, dicentrickych chromozomi a také
pomoci tzv. biomarkeri. Pravé tyto biomarkery by mohly byt slibnou technikou

v posuzovani expozice jedince I1Z (De Lemos Pinto et al.,, 2010).

1.1.1 Nemoc z ozareni
Nemoc z ozateni je radia¢ni nemoc zpisobena vystavenim ¢lovéka rliznym davkam
IZ za urcity ¢asovy usek. Expozice ¢lovéka IZ narusuje béZné metabolické procesy
v bunikach, organech a startuje biologickou odpovéd, kterd naruSuje expresi genii
a proteosyntézu (Menon et al., 2016). Poskozené bunky jsou casto aneuploidni
a mohou obsahovat celou fadu chromozomalnich zmén vcetné deleci a translokaci
(Dutrillaux, 1997). Dochazi k modifikaci DNA, vytvari se mutace, které méni chovani
bunék (Baverstock and Belyakov, 2005). Mutagenni ucinky IZ na sav¢i bunky byly
poprvé popsany vroce 1927 (Brown et al, 1986). Pokud mutace probéhne
v zarodecné burce, tak se uCinky IZ promitnou i do budoucich generaci a vznika
dédicné onemocnéni. U somatickych bunék dochazi ke zméndm riastového
charakteru, které vedou k vytvoreni nadort (Barber and Dubrova, 2006; Baverstock
and Belyakov, 2005). IZ ma karcinogenni u¢inky na lidsky organismus, a navic
vyvolava celou radu biologickych ucinkd v zavislosti na fyzické povaze, davkach
a dobé expozice (Pernot et al.,, 2012; United nations, 2010). K nejcitlivéjSim buiikdm
IZ patii ty, co podléhaji rychlému déleni. Ze somatickych bunék to jsou
hematopoetické kmenové bunky a kmenové bunky gastrointestindlniho traktu
(GIT), ze zarodecnych to jsou spermatocyty (Chao, 2007; Donnelly et al., 2010).
Utinky I1Z miZzeme rozdélit na deterministické a stochastické a podle nastupu
projevu na ¢asné (akutni), které se dostavuji ihned po ozareni a pozdni (chronické),

jenz se nemusi projevit nékolik tydnd, mésicti az rokd po ozareni (obr. 1.1)
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Obr. 1.1 Prehled ucinki po ozareni u clovéka (Rydlova, 2021)

Stochastické ucinky

Stochastické ucinky jsou oznacovany terminem ,bezprahové®, kde se predpoklada,
Ze pravdépodobnost jejich vzniku po expozici IZ se umérné zvysSuje s davkou.
To znamena, Ze se nezvySuje zadvaznost ucinkl se vzrilstajici davkou, jak je tomu
u deterministickych uc¢inkd, nybrz pravdépodobnost jejich projevu. Mira poskozeni
tedy neni bezprostfedné zavisla na davce (Blakely, 2000). Jakakoliv davka, i malj,
je spojena s urcitym rizikem vzniku, a proto byl tento UCinek definovan jako
stochasticky, coz znamena ,nahodny, nebo statistické povahy“ (Trott and Kamprad,
2006). Vlivem ndhodného efektu poskozeni organismu pri kontaktu s IZ nemiizeme
urcit, které burlky a geny budou poskozeny a jaky bude jejich dalsi vyvoj. Nadorové
onemocnéni, nebo genetické zmény postihnou urcité procento lidi po expozici dané
davce, ale nelze urcit u koho se poskozeni projevi. Navic se ucinky jednotlivych
expozic v pribéhu let scitaji a v diisledku toho se nerozliSuje pocet expozi¢nich
frakci, ale kone¢na davka. Nezalezi kolik mutaci béhem piisobeni expozic vzniklo,
ale které konkrétni mutace se nadorovym buiikam podarilo naakumulovat. Tyto
ucinky se mohou projevit i pri poskozeni jedné bunky, nebo malého poctu bunék

v duasledku zachovani schopnosti déleni (Blakely, 2000; Havrankova, 2020).
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Stochastické ucinky nevznikaji bezprostredné po ozareni, ale projevi se za delsi
¢asovy interval (nejcastéji 5-20 let) a jsou ovlivnény vékovou kategorii (Vladan,
2013). Uvadi se, ze déti a mladistvi jsou k IZ a projeviim stochastickych ucinki
vnimavéjsi nez dospéli a starsi lidé. Tato teze je ovlivnéna casovym faktorem,
kdy manifestace nadort od ozareni stoupa s casem. Déti a mladistvi maji vice ¢asu
na jejich projeveni neZz starsi lidé. Dalsim faktorem je vétsi intenzita déleni bunék
v mlad$Sim véku v dasledku rdstu a vyvoje organismu (“ICRP 103,” 2007).
Pravdépodobnost vzniku projevu stochastickych ucinkii predstavuje linedrné
bezprahovy model (LNT - linear non-treshold), kde pravdépodobnost jejich vzniku
roste s absorbovanou davkou. Nékteré experimentalni studie poukazuji na jinou
povahu krivek v oblasti nizkych davek. Jednou z variant je hypersenzitivita,
ktera se vlivem vedlejsich ucinka Skodlivého charakteru projevi zvySenim rizika
karcinogeneze. Opakem je hyposenzitivita, kterd se projevuje sniZzenim poctu
poskozenych bunék, coZ vede k teoretickému sniZeni rizika vzniku karcinomu.
Posledni variantou je hormeze, ktera se projevuje mensi umrtnosti bunék s rostouci
davkou v oblasti nizkych davek (Averbeck, 2010; Havrankova, 2020). Povaha ucinki
a vlastnosti LNT modelu (obr. 1.2) znemoZiiuje odvodit hranici mezi bezpecnou
a nebezpecnou expozici ¢imZ stéZuje klasifikaci kontroly radiac¢nich rizik (“ICRP

103,” 2007).

epidemiologickd
data

»

>
davka zaFeni

hranice
100 mSv

oblast
nejistoty

pravdépodobnost vzniku stochastickych aéinkd

Obr. 1.2 Grafické zobrazeni zavislosti vzniku stochastickych uc¢inki na davce.
Experimentalni studie uvadi kromé bezprahové linearni zavislosti (b)

i hypersenzitivitu (a), hyposenzitivitu (c) a hormezi (d) (Rydlova, 2021)
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Deterministické ucinky

Mezi prvnimi pozorovanymi biologickymi ucinky IZ byly deterministické tcinky,
které se projevili jako popdaleniny na kazi radiografli. S nastupem radioterapie
a objevem neutronli dochazelo kdeterministickym projeviim i u pacienti
v disledku Spatného odhadnuti davky. Nejvice poznatkii o plisobeni IZ a vzniku
téchto ucinki bylo ziskano z radiacnich havarii a itoki prostiednictvim atomovych
bomb. Deterministické ic¢inky se obecné objevuji pouze po akutni expozici vysokym
davkam (vétSinou >0,1 Gy) a jsou charakterizovany nelinearni odezvou
na davku s prahovou davkou, pod kterou neni uUlinek pozorovan
(Edwards and Lloyd, 1998; Little, 2003). Chronické priznaky zareni se vyskytuji
u jedincd, kteri byli dlouhodobé vystaveni IZ vétSinou v malych davkach
(Pellmar et al., 2005; Reeves and Ainsworth, 1995).

Pfi akutnim poSkozeni se ptiznaky dostavuji ihned po ozareni a pozdni nasledky
se vétSinou objevuji po nékolika mésicich az rocich (Dérr and Hendry, 2001). Bylo
popsano, Ze IZ postihuje v zavislosti na davce a typu zafeni nejcastéji kizi,
hematopoeticky, gastrointestindlni a cerebrovaskularni systém (Chao, 2007).
K hematopoetickym, gastrointestindlnim a neurovaskularnim syndromiim mitze
dojit pfi celotélovému ozareni nebo prizasazeni c¢asti téla velkou davkou
(Berger et al., 2006). Mezi hlavni pti¢iny poSkozeni organismu po vystaveni IZ patii
narusSeni prirozené imunitni bariéry, ktera za normalnich okolnosti nedovoli
propuknuti infekce. Po ozareni je bariéra naruSena a mezi vstupni brany infekce
patii zejména kiize, dychaci cesty a GIT. Vhodna imunitni odpovéd’ na patogeny je
utlumena a prirozena mikrobidlni fléra ve stfevech se naruSuje, coZz vede
k uvoliiovani toxinti mistnimi patogeny a cely proces vede k systémové infekci, Soku
a nasledné k smrti (Brook et al, 1988). Syndrom akutniho ozareni
(ARS - Acute Radiation Syndrome) (tab. 1.1) je zplisoben vysokou expozici 1Z
za kratky ¢asovy usek (Donnelly et al., 2010). Literatura rozdéluje ARS na tfi hlavni
syndromy podle davky a zasaZené oblasti: hematopoeticky syndrom (>1 Gy),
gastrointestinalni (12 Gy) a  neurovaskularni (> 20-30 Gy)
(Lopez and Martin, 2011; Singh et al., 2016).
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Stupen ARS a davka celotélové expozice
Symptomy
Mirné Stfedni Vainé Velmivaziné Letalni
(1-2 Gy) (2-4 Gy) | (4-6 Gy) (6-8 Gy) (>8 Gy)
Objeveni
. 2 h a dél . .
prvnich a. .e POl 1oh Dolh Do 30 min Do 10 min
- o expozici
priznaku
Prljem neni neni mirny tézky tézky
g i Y vysoka vysoka
Tepl I h k
eplota normalni zvysena orecka horeka horeka
se ztratou,
+ , N bez N N ktera trva
Védomi bez zmény . bez zmény | se zménou .
zmény sekundy azZ
minuty
Bolest hlavy nepatrna mirna stfedni velkd velkd
Pocet
leukocyti na | <3000 <2000 <1000 <500 <100
mm3

Tab. 1.1 ARS priznaky podle davky (Berger et al., 2006; Donnelly et al., 2010)

Mezi pozdni somatické ucinky po expozici IZ patfi karcinomy a leukemie. Mezi
nejcastéjsi projevy v dusledku expozice 1Z patii akutni leukemie, chronicka
myeloidni leukemie, dlaZzdicobuné¢ny a malobunécny karcinom plic, spinaliom
a bazaliom epidermis, nadory S$titné Zlazy a prsu. Castym pozdnim Gc¢inkem
po zasazeni IZ je leukemie, ktera miize vzniknout nasledkem jedné velké davky
ozareni, nebo nékolika mensich davek (Slouka, 1959). NejvyznamnéjSi poznatky
o vzniku leukemie a jinych zdravotnich komplikaci po kontaktu s IZ byly ziskany
pii jadernych havariich a ttocich (Cernobyl, Hiro$ima, Nagasaki, Fuku$ima)
(Folley et al., 1952). Pri vyssich davkach hrozi aZ z 10 % riziko vyskytu nadorového
onemocnéni a dédi¢nych chorob (Baverstock, 2008). Na vyvoj onemocnéni ma vliv
i mira expozice, ktera vede ke zvySeni rychlosti mutaci (Barber and Dubrova, 2006;
Hanahan and Weinberg, 2000), coZ vede k nartlistu velikosti jiz pritomnych nadori
(Little, 2000). Jejich vznik a nekontrolovatelné mnoZeni rakovinotvornych bunék je
zplisobeno nadmérnou proliferaci bunék v organu vlivem poskozeni, které vzniklo
v dasledku genovych ¢i genomovych mutaci a chromozomovych aberaci
(Trott and Kamprad, 2006). Pti vzniku mutaci, které vedou k nadorovému bujeni,
nemusi ale vzniknout maligni nador. Imunitni systém organismu je ti¢inny a vétSinu

poskozenych bunék znici. Kriticka situace nastava v momenté posSkozeni DNA
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v urcitych genech, tzv. protoonkogenech, podilejicich se na stimulaci buné¢ného
déleni. Nasledkem mutace se protoonkogeny méni na onkogeny, které jsou
zodpovédné za nekontrolovatelné déleni bunék (Havrankova, 2020). Klasifikovat
riziko vzniku karcinomu po expozici IZ je velmi obtiZné vzhledem k tomu, Ze neni
urcena hranice davky, po které karcinom s jistotou vznikne (Kamiya and Sasatani,
2012). Pokusy na zviratech a epidemiologické studie na lidech ukazaly, Ze pokud je
davka zareni rovna, nebo vyssi nez 100 mSv, je pozorovano zvysené riziko vzniku
rakoviny. Tim lze Fici, Ze ¢im vySsi davce je jedinec vystavem, tim je u ného vyssi
procento vzniku karcinomu. Vztah mezi malou davkou IZ a G¢inkem neni presné
stanoven vzhledem k vysoké Cetnosti prirozené se vyskytujicich karcinomi (Trott
and Kamprad, 2006). K orientacnimu hodnoceni vzniku karcinomu se tak vyuziva
doba latence, tedy doba projevu poskozeni od ozareni, ktera je u riznych typt
nadort rozdilna. Udava se, Ze pro leukemii je median doby latence 8 let, ale u jinych
miize byt tento interval delSi, az 15-25 let. Nejkratsi doba mezi ozarenim
a manifestaci nddoru byla zaznamenana u akutni myeloidni leukemie a kostniho
sarkomu a je udavana jako 2 roky. Predpoklada se, Ze riziko vzniku rakoviny
pretrvava po expozici po cely Zivot (Council et al., 2006). Pri studiu populace
vystavené nizkym davkam je potieba zohlednit dllezité faktory Zivotniho stylu, jako
je koureni cigaret a expozice rentgenovému zareni vlékatskych zarizenich,
které mohou zkreslit vysledky (Boice, 2012). Specialni skupinou jsou karcinomy
u déti. Typickym ptikladem je Cernobylska jaderna havarie, kdy se zvysil podil déti
s vyskytem rakoviny Stitné Zlazy (Kumar and De Jesus, 2022). Vzhledem
k podobnym Kklinickym piiznakiim nadora vzniklych spontanné, nebo dlisledkem
expozice 1Z nelze s jistotou Kkonstatovat piivod vzniku. Na vzniku karcinomu
se mohou podilet i jiné negativni vlivy, které zahrnuji vystaveni se toxickym latkam,
koureni, poZiti alkoholu atd. Radiace jenom zvySuje riziko vzniku téchto
onemocnéni v organismu. Karcinom po expozici IZ nemusi vzniknout v misté
ozareni, ale vétSinou je okalizovan v tkanich, které jsou vnimavé k [Z. Mezi
nejcitlivéjsi patfi kostni dren, zaludek, tlusté strevo, plice a mléc¢na Zlaza (Vladan,
2013).

Soucasny pristup k1écbé pacientd po radia¢nim poskozeni je zaloZzen na anamnéze,

symptomatologii a vysledcich laboratornich vySetreni. Pfi hromadnych jadernych
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udalostech je pro lepsi efektivitu a rychlejsi zasah dtilezité tridit poskozené podle

miry zasaZeni a stavu (Berger et al., 2006).

1.1.2 Drahy pusobeni IZ na organismus a burky

IZ ma vliv na aktivaci imunitniho systému. Uéinky vysokych davek jsou vétsinou
pro organismus fatalni, ale expozice nizkym ddvkam mohou trvale zménit imunitni
odpovéd. Projevem miuZe byt rychlejsi imunitni senescence a tim ¢asny nastup
rakoviny a degenerativnich poruch souvisejicich s vékem. Na druhou stranu
radioterapie svyuzitim nizkych dadvek ma své priznivé ucinky u chronickych
a degenerativnich onemocnéni (Lumniczky et al, 2021). Soucasné terapeutické
pouziti IZ je sice Ucinné, ale ma i sva rizika v podobé radiacni toxicity a existence
radiorezistentnich nadort.

Vystaveni DNA ionizujicimu zafeni miiZze piimo vyvolat oxidaci prostiednictvim
deprotonace nebo odstranéni elektronii (Santivasi and Xia, 2014). Poskozeni DNA
i celé burniky se organismus snaZzi vyhnout svymi reparacnimi mechanismy béhem
bunéfného cyklu. Pokud nedojde pii exogennim posSkozeni ktspésné korekci
a navozeni bunécného cyklu, nastupuje apoptoza. Pri selhani apoptdzy se chyby
v DNA $ii prostirednictvim mutaci do dalSich bunéc¢nych linif (Dasika et al., 1999).
K tomuto poskozeni mize dojit v disledku pfimého ucinku na molekuly DNA,
coz predstavuje 30-40 % vSech pripadl zareni. PoSkozeni DNA vlivem volnych
radikald, predstavuje 60-70 % vSech pripada zateni (Ward, 1988).

Poskozeni DNA vyvolané IZ aktivuje kaskddu signalnich drah, které ridi zastaveni
bunécného cyklu, opravu DNA, a osud buiiky. Jednou z nich je signaliza¢ni kaskada
p53, ktera se podili na nasmérovani bunék s poskozenou DNA k zastavé bunécného
cyklu, navazani reparacnich procestli, popripadé k apoptéze (Orre et al, 2007).
Predpoklada se, Ze mutantni formy p53 by mohly vést k odolnosti bunék vici
poskozeni DNA. Tento fakt byl publikovdn v experimentdlni praci Leeho
patii dvouvlaknové zlomy vzniklé v diisledku IZ a vétSinou jsou opravovany cestou
homologni rekombinace (HR), nebo cestou nehomologniho spojovani koncti (NHE])
(Santivasi and Xia, 2014; Wang et al., 2020). HR je velmi vyuZivanou metodou pro
opravu poskozené DNA v sav¢ich bunikkdch. Reparace DNA probiha béhem pozdni

S faze a konci ve fazi G2 bunécného cyklu. Pfi nedostatku proteinii ticastnicich
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se HR prichazi na fadu oprava pomoci NHE], ktera pfimo spojuje dva konce DNA.
Oproti predchozi metodé je nachylnéjsi k chybam a prispiva k nestabilité genomu
a hromadéni spontannich a poskozenim indukovanych chromozomalnich aberaci
(Cruz-Becerra and Kadonaga, 2020; Liang et al., 1998). Metoda NHE] je iniciovana
vazbou heterodimeru Ku, ktery disponuje dvéma polypeptidy Ku70 a Ku80, na konci
fetézce DNA. Jeho vazba na DNA je nezavisla na sekvenci a hlavni funkci je ochrana
obou dvouvlaknovych konctli poskozené DNA. Navic se podili na aktivaci katalytické
podjednotky DNA-PKcs (fosfatidylinositol-3-kinaza), ktera interaguje se strukturné
specifickou nukleazou Artemis jejiz hlavni funkci je $tépeni poSkozenych konct
DNA. Ku ma na sobé specificka mista pro navazani DNA ligazy IV spolu s kofaktorem
XRCC4 a XLF, které se ucastni procesu ligace (Wang et al., 2020; Woodbine et al.,
2014).

1.1.3 Reaktivni formy Kysliku

Vdisledku vystaveni bunék [Z dochdzi kredoxné-oxidatnim déjim,
které se podileji na zméné bunécné struktury prostrednictvim primych interakci
zateni s cilovymi makromelokulami nebo nepiimo, prostiednictvim produkti
radiolyzy vody a tcinklim reaktivnich forem kysliku (Azzam et al., 2012). Reaktivni
formy kysliku jsou skupinou vysoce reaktivnich molekul obsahujici aspon jeden
atom kysliku a jeden nebo vice neparovych elektronii. Hraji ¢etné role pfi regulaci
fyziologickych funkci Zivych organismi vcéetné udrzovani normdalni bunécné
homeostazy i prostiednictvim metabolického vzplanuti v boji proti patogentim.
ROS jsou vorganismu produkovany nejen po vystaveni exogennimu stresu,
ale i endogenné vrlznych organelach. Do této skupiny patii volné kyslikové
radikdly, napr. superoxidovy aniontovy radikdl, hydroxylovy radikal,
hydroperoxylovy radikal, kyslik a také volné dusikové radikaly. Za fyziologicky
normdalnich podminek pii bunécnych procesech jako jsou zanétlivé procesy
a aerobni dychani vznika malé mnoZstvi ROS. Jejich vyskyt v organismu je prirozeny
a prubézné dochazi k odstranovani volnych radikald ztéla. Jsou povazovany
za signalni molekuly, které se ucastni diferenciace a apoptézy bunék, ¢imz prispivaji
k ptfirozenému starnuti bunék. Podili se také na baktericidni a bakteriostatické
aktivité ¢i svalovych kontrakcich (Jakubczyk et al, 2020). Expozice vysokym

davkam IZ vede k produkci velkého mnoZstvi ROS v bunkach, které jsou pro okolni
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prostiedi i buniku Skodlivé. Biologické tucinky mohou vést k poskozeni DNA
a riznym bunécnym reakcim, vcetné zastaveni bunéc¢ného cyklu, senescence,
apoptézy a pripadné rakoviny (Lehnert and Iyer, 2002; Srinivas et al., 2018).
Pii plsobeni nizkych davek je monitorovani ROS komplikovanéjsi. Narayanan
a kolektiv uvadi, Ze i lehké navysSeni nizkych hladin ROS miZe zaktivovat
metabolické drahy, které by za normalniho stavu byly nec¢inné. Takové tvrzeni bylo
prokazano ozarenim lidskych bunék nizkou davkou 1cGy, kterd zpusobila nartst
intracelularnich superoxidovych aniontli a peroxidu vodiku prostrednictvim
aktivace NADPH/NADH oxidazy (Narayanan et al., 1997). Kreaktivnim formam
kysliku kromé jiZ zminovanych, patfi hydroxylové radikaly a oxidy dusiku. Reakce
téchto latek s biomolekulami lipid(, proteini a DNA miize vést k produkci dalsich
reaktivnich molekul $kodlivych svymi €inky na organismus (Sies and Jones, 2020).
Na ovlivnéni vzniku ROS ma zasadni vliv radiosenzitivita. V pripadé jejiho snizené

dochazi ke zméné odezvy na IZ (Ueno et al., 1996).

1.2  Biomarkery radiacniho poskozeni

Pojem biomarker je definovan jako vlastnost, ktera indikuje normalni biologické
procesy nebo patogenni procesy, i reakci na expozici a intervenci. Diagnostické
biomarkery se pouzivaji k urc¢eni zdravotniho stavu pacienta, u kterého mtze byt
na zakladeé toho indikovana l1écba (FDA-NIH Biomarker Working, 2021). Biomarkery
tedy idealné predstavuiji citlivé a specifické ukazatele onemocnéni a své uplatnéni
nachazi v odvétvi mediciny zejména pri vybéru vhodného 1é¢ebného postupu
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Vhodné biomarkery onemocnéni by
mély disponovat urcitymi vlastnostmi, jako je rychld reakce na zménu stavu
onemocnéni a terapii, mély by mit vysokou specifitu a senzitivitu, a také by mély byt
opakované reprodukovatelné za standardnich podminek (Aronson and Ferner,
2017). Zajem o hledani biomarkerd, které mohou poslouzit jako indikatory
onemocnéni se v poslednich letech zvysil (Fiehn, 2002).

Biomarkery souvisejici s radiacnim poskozenim lze rozdélit na ¢asné a pozdni.
Casné biomarkery radiaéniho poskozeni jsou dileZzité pii rdznych nehodach
Ci teroristickych udalostech, ve kterych je predpoklad vystaveni velkého poctu lidi
IZ neznamé intenzity. Tyto biomarkery by mohly byt prinosem pri tridéni, 1écbé

a hodnoceni radiacni toxicity postiZenych lidi (Guipaud, 2013; Pernot et al., 2012).
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Pti vybéru idedlnich casnych biomarkert se musi zohlednit jejich charakteristické
vlastnosti jimiZ jsou specifita, citlivost, reprodukovatelnost a variabilita v populaci.
S tim souvisi i moZnost rychlého a neinvazivniho odbéru vzorku. Primarni
nevyhodou tkanovych biologickych vzorkill je zpisob jejich ziskavani (biopsie,
pitva), proto se upiednostiiuji biologické vzorky jako je moc, sérum, plasma nebo
sliny (Tapio et al.,, 2010). Pro lepsi vysledek je dobré pouzit kombinaci biomarkert,
ktera v idedlnim pripadé odstrani odchylky zplisobené c¢asovou prodlevou mezi
odbérem a vyhodnocenim (Ryan et al., 2007). Naopak biomarkery pozdnich u¢inki
lze pouZit kdlouhodobému hodnoceni zdravotniho stavu osob, které byly
v minulosti vystaveny IZ (Pernot et al,, 2012).

Vsoucasné dobé se kpredikci obdrzené davky v prvnich osmi hodinach
po ozareni pouziva algoritmus zaloZzeny na Kkinetice lymfocytii (Goans and
Waselenko, 2005). OsvédCenou metodou oznacovanou za zlaty standard pro odhad
davky ozareni je analyza dicentrickych chromosomi (Romm et al, 2011). Tato
metoda je citlivdA a diky tomu dokaze stanovit i expozici malé davky ozareni.
[ tento postup ma své limity v podobé casové prodlevy pti ziskavani vysledki, nizké
kapacity a nepouzitelnosti po urcité uplynulé dobé od expozice. Pfi obdrzeni vyssi
davky nastava problém snalezenim bunék v mitéze, kde se dicentrické
chromozomy vyhodnocuji (IAEA, 2011). Pro lepsi identifikaci a kvantifikaci IZ se tak
pouzivaji techniky, které Cerpaji z poznatkii zejména metabolomiky, genomiky
a proteomiky (Donnelly et al., 2010; Tapio et al., 2010).

Pi hledani proteomickych biomarkert v plasmé je zasadni iprava odebraného
vzorku. Proteom plasmy je velmi bohaty s dynamickym rozsahem jednotlivych
proteini a postranslacnich modifikaci. Navic tyto biologické materidly jsou
obohaceny o pritomnost lipid{, soli a dalSich metaboliti, které by mohly
predstavovat problém pri analyze v podobé zkresleni vysledki. Odstranéni téchto
nepotirebnych metabolitii a kontaminantli je Zadouci pifed samotnou separaci
(Pietrowska et al., 2019). Vzhledem k dynamy¢nosti celého proteomu maji rtizné
proteiny rozdilné zastoupeni. Koncentrace potencidlnich biomarkert specifickych
pro onemocnéni je vétSinou v plasmé velmi nizkd a jejich detekce je naruSena
dominanci albumint, imunoglobulinii a dalSich vysoce zastoupenych plasmatickych
proteind. Proto analyza kandidatnich biomarkeri ve vzorcich plasmy casto

vyZaduje depleci abundantnich proteinti, v¢etné vysoce zastoupeného albuminu
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v zajmové frakci. Odstranénim vysoce zasoupenych proteini by mélo byt Uplné
a reprodukovatelné (Fountoulakis et al., 2004).

Tato Uprava vzorki plasmy je pri proteomické analyze zaloZzené na hmotnostni
spektrometrii (MS) zasadni. Ve vzorku plasmy se nachazi velky rozsah koncentraci
proteini s22 nejhojnéji zastoupenymi, které vlidské plasmé tvori az
99 % celkové hmotnosti bilkovin, ¢imZ dochazi k potla¢eni peptidovych ionti
pochazejici z nizko zastoupenych proteint. Tyto proteiny s niZ$im zastoupenim
se obvykle nachazeji v rozmezi nanogrami na mililitr a vétSinou netvori vice nez
1 % hmotnosti plasmatickych bilkovin (Tu et al., 2010). Jejich detekce je tak casto
naroc¢na a nespolehliva (Pietrowska et al., 2019). K témto ucellim se pouzivaji riizné
deplelni techniky vCetné komerc¢né dodavanych deplecnich kolon, které snizi podil
abundantnich proteini a zvysi tak citlivost pro detekci specifickych proteint
cilenych analyz. Nevyhodou depleci je mozZna ztata vzorku a Spatna strategie,
ktera miize vést k odstranéni nékterych necilenych a z experimentalniho pohledu

zajimavych proteinti (Bellei et al.,, 2011).

z

1.3  Metabolomika a ionizujici zareni
Metabolomika je jednou z novych védnich disciplin, ktera se zabyva analyzou vSech
metaboliti v bunice (identifikace i kvantifikace). Jedna se zpravidla o mensi
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 daji
povazovat za konecné produkty bunécnych regulacnich procest a jejich mnozstvi
je regulovano biologickymi systémy jako odpovéd na genetické a environmentalni
zmény (Fiehn, 2002). Mezi hlavni vyhody sledovani vybranych metabolitt
pri zjiSténi davky IZ patii fakt, Ze jejich hladina zavisi pouze na davce IZ, nikoliv
na genetickém profilu u néhoZ se zmény po ozareni projevi o néco pomaleji
(Lee et al, 2012). Analyza metabolomu spocivd zejména ve vyuZiti technik
molekularni spektroskopie a MS. ZvySeni citlivosti uvedenych metod a jejich
selektivity lze docilit vyuZzitim plynové, nebo kapalinové chromatografie, ktera
rozdéli analyzovanou smés latek podle predem danych kritérii (Nicholson and
Wilson, 2003). Zkoumani metabolickych markerti indukovanych IZ je moZnou
neinvazivni metodou pri zjistovani obdrzené davky (Tyagi et al., 2020). Aktualni

humanni metabolomické studie uvadi zvySenou hladinu po ozareni 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 nejvétsi rozdil mezi kontrolnimi
a ozarenymi vzorky u metabolitli taurinu, citratu, fumaratu a a-ketoglutaratu
pfi ozareni 7.5 Gy (Tyagi et al, 2020). ZvySeni hladiny u valinu
a fenylalaninu potvrdila studie Pannkuka a kol. (Pannkuk et al., 2019).

1.4 Genomika a ionizujici zareni

Genomika pouziva pro studium rozdilii v expresi genli danych ozarenim metody
jako jsou polymerazova retézova reakce (PCR), DNA cipy, sériova analyza genové
exprese pirenos a detekce specifickych Useki DNA a RNA (Southern
a Northern blot) (Griffiths, 2018; Nallari, 2020; Taniguchi et al., 2001).

U mnoha gend dochazi ke zvySené, nebo snizené regulaci jejich exprese
po vystaveni IZ. Sledovani miry genové exprese vlymfocytech periferni krve
predstavuje alternativni metodu v radia¢ni biodozimetrii (Amundson et al., 2000).
Pri zjisStovani procesu genové exprese je geneticka informace sledovana ve formé
findlni struktuy proteinti, sekvenci cDNA a mRNA (McAdams and Arkin, 1997).
Kabacik et al. se ve své studii zamérili na expresi 20 genli z B-lymfoblastoidni
bunécné linie od 15 darct. Vyuzili metodu DNA ¢ipi, diky které urcili 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))
podléhajici zménam pti zasazeni IZ (Kabacik et al., 2011). V jiné studii analyzovali
13 genli senzitivnich k ozareni z nichz je 12 regulovano proteinem p53, konkrétné
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
pouzita metoda DNA microarray a nasledné pro validaci vysledkt kvantitativni
polymerazova retézova reakce (qRT-PCR Quantitative Reverse Transcripton
Polymerase Chain Reaction) byly identifikovany jiz 4 zminované geny z predchoziho
vyzkumu (CDKN1A, DDB2, CCNG1 a GADD45A)(Amundson et al., 2004). Budworth
et al. se ve své studii zamérili na 40 gent, které souvisi se zménou pri zasazeni IZ.
Izolovali mRNA a s pomoci RT-PCR zjistili, Ze u ex vivo ozarené lidské krve byla

hladina téchto 8 genli PCNA, Xeroderma pigmentosum complementation group C
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(XPC), DNA Polymerase Eta (POLH), GADD45A, DDB2, BBC3, FDXR a CDKN1A vyssi

nez ve vzorcich pred ozarenim (Budworth et al., 2012).

z

1.5 Proteomika a ionizujici zareni
Ackoliv je proteomika de facto soucasti oboru genomiky, je vtéto praci
pro prehlednost reSena v samostatné Kkapitole. Proteomika se zabyva studiem
struktury, vlastnosti a funkci od jednotlivych proteinli az po cely proteom
(Patterson and Aebersold, 2003). Proteomicka analyza zahrnuje separacni
a identifikacni metody, mezi které patii napriklad gelova elektroforéza, riizné
chromatografické metody, western blot a MS (Bantscheff et al., 2007). V souCasné
dobé je MS vyspélym nastrojem, ktery miize poskytnout cenné informace
o biochemickych mechanismech, které reguluji bunécné procesy (Makawita and
Diamandis, 2010; Tapio et al, 2010). Existuje jiZz velké mnoZstvi literatury,
ktera se zabyva aplikaci proteomickych metod v mnoha rlznych oblastech
klinického a biochemického zajmu, vCetné patogeneze, vyvoje, prevence a 1éCby
Siroké skaly onemocnéni (Hochstrasser, 1997). V Kklinické praxi se pri hodnoceni
zdravotniho stavu koncentrace jednotlivych bilkovin v plasmé stanovuje béZné.
Proteiny vlidské plasmé jsou vhodnymi kandidaty v diagnostice onemocnéni
a terapeutickém monitorovani. Vjakémkoli vzorku plasmy se mohou nachazet
kromé klasickych plasmatickych proteini i proteiny tkanové, pochazejici
z poskozené tkané. Podle toho lze rozdélit proteiny do tfi kategorii. Prvni kategorie
obsahuje hojné zastoupené proteiny, které zastavaji v krvi rtzné funkce. Mezi
né se radi proteiny koagula¢ni kaskady a akutni faze vrozené imunitni odpovédi,
lidsky sérovy albumin a apolipoproteiny, které maji zasadni ulohu v transportu
a homeostaze lipidi. Do druhé kategorie patii tkaiiové proteiny bez specializované
funkce v obéhu, ale mohou slouZit k diagnostice patologickych stavti. Pfikladem jsou
enzymy, jako je aspartdtaminotransferdza a  alaninaminotransferaza,
které se pouzivaji k diagnostice jaternich onemocnéni. Posledni kategorii jsou
signalni molekuly jako jsou hormony a cytokininy, které se v plasmé vyskytuji
v minimalnim mnoZstvi (Geyer et al.,, 2017).

V poslednich 5 letech je izolovani proteind z plasmy a jejich nasledna analyza
pomoci MS velmi Zadanou metodou kidentifikovani novych biomarkeri

(Ignjatovic et al, 2019). Riizné organy a tkdné mohou reagovat na vystaveni 1Z
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napiiklad zménou hladiny nékterych proteini nebo zménami v ndaslednych
posttranslacnich modifikacich. Proto MS nasla uplatnéni i v biodozimetrii
pfi hodnoceni zdravotniho stavu obyvatelstva po expozici IZ. Proteinové
biomarkery ziskané z biologickych vzorkdi mohou tedy poslouzit k orienta¢nimu
posouzeni radiacni davky. (Sproull et al., 2019).

Napriklad podle studie Srivastava a kol. se po ozareni zménila hladina téchto
proteini: integrin-linked kinase (ILK), tubuli alpha-4A chain (TUBA4A),
glyceraldehyd 3-phospate dehydrogenase (GAPDH) po ozareni davkou 11 Gy
(Srivastava et al., 2015). Lee a kolektiv identifikovali top 4 kandidatni biomarkery
po ozareni: proteiny FDXR, DDB2, Actinin alpha 1 (ACTN1) a Bcl-2-associated X
protein (BAX) (tab. 1.2) (Lee et al., 2018).

Pii hledani a stanoveni novych proteomickych biomarkerti se obecné vyuziva
strategie tii fazi. V prvni radé dochazi k detekci a identifikaci vSech proteint
obsaZzenych v biologickém materidlu metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC - High-Performance Liquid Chromatography) ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) (Matthiesen and Bunkenborg,
2013). Druhou fazi trojuhelnikové strategie je cilend proteomika, pri niZ se vybere
relativné maly pocet proteint. Nejrozsirenéjsi metodou verifikace za pouziti MS je
monitorovani vice reakci (PRM). Pro kazdy protein se vybere sada vhodnych
peptidd, které jsou pfi eluci fragmentovany. Sledovanim nékolika fragmentti daného
peptidu Ize dosahnout citlivé a specifické kvantifikace i u hmotnostnich
spektrometrii s nizkym rozliSenim (Abbatiello et al, 2015). Pro absolutni
kvantifikaci je zapottebi vnitinich standard, které piedstavuji izotopicky znacené
verze sledovanych peptida. Posledni fazi ¢asto je validace pomoci imunoanalyz. Tato
metoda ma ovSem par omezeni, které souviseji srozpoznavanim antigenu
a protilatky. Interferece s metabolity nebo strukturné podobnymi latkami, zkiiZena
reaktivita a nespecificnost testli patii mezi ty nejvyznamnéjsi. DalSim negativem je
omezené mnozstvi dostupnych testli na trhu. I pfes tyto nevyhody jsou casto
pouzivany pro jejich jednoduchost, rychlost ziskani vysledku a automatizaci

(Wild, 2013).
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Term  Uniprot Species Dose Citation

- mouse 0-2 Gy (Lee et al. 2018)
ACTNI | 032466 e 0-8 Gy (Budworth et al. 2012)
} human =4 Gy (Mazchetts et al. 20086)
ATM | Q12315 mouse 0-8 Gy (Lietal 2011)
BAX Qo7812 mouse 0-2 Gy (Lee etal. 2018)
CDK4 | pliso2 mouse 0,5:1 Gy (Ju et al. 2003)
_ human =4 Gy (Marchetts et al. 2006)
ey 725936 T 0-8 Gy (Li et al. 2011)
mouse 0-2 Gy (Lee etal. 2018)
DDB2 | 092460 human 0-8 Gy (Budworth et al. 2012)
FDXR | P22570 mouse 0-2 Gy (Lee etal. 2018)
mouse 18 Gv (Sproull et al. 2017)
Flt3L P49771 NHP 1-85 Gy (Qssetroya et al. 2014) |
mouse 0-10 Gy (Johnston et al. 2010)
GNMT | 014745 mouse 30-250 (Yietal 2018)
GSTA3 | Q16772 mouse 30-250 (Yietal 2018)
IL-18 014116 | mouse, minipig, NHP 1.6 Gy (Ha etal 2014)
mouse 18 Gv (Sproull et al. 2017)
NHP 1-8,5 Gy (Dssetroya et al. 2014)
IL-6 P03887 mouse 0-10 Gy (Johnston et al. 2010)
human 20-40 Gy [ (Chalybinska-Fendler et al. 2016)
Ku70 P12956 human 24 Gy (BEumarayel et al. 1998)
MYC PO1106 human 3-10 Gy (Enomotoe et al. 2003)
NPM PO6748 mouse 30-250 (Yietal 2018)

Tab. 1.2 Tabulka proteomickych markerti vztaZzenych k urcité davce a organismu
publikovanych v radiobiologické literatuire. 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, FIt3L = 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

(Kultova 2021).

1.6 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnosntni spektrometrie je rychla, citliva a destruktivni analyticka technika,
ktera se vyuziva kdetekci a determinaci daného analytu. Je nepostradatelnou
soucasti mnoha védnich obora zahrnujicich medicinu, farmacii, biochemii, chemii
a tvori dllezity nastroj pro vyzkum pravé v oblasti proteomiky (Beuhler et al., 1974;
Enjalbal et al., 2000; Han et al., 2008; Watson and Sparkman, 2007).

Pocatek této metody spada do 80. az 90. let 20. stoleti. (Fenn et al., 1989; Ong and
Mann, 2005; Watson and Sparkman, 2007). MS je zaloZena na principu prevedeni

molekul na plynné ionty, které jsou nasledné rozdéleny podle poméru hmotnosti
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a naboje (m/z). U jednotlivé nabitych iontli se méri odezva jejich trajektorii
v elektrickém a magnetickém poli, vysledkem je zaznam hmotnostnich spekter
(Beuhler et al., 1974; Niessen, 2006).

Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tii hlavnich casti: iontového zdroje,
ktery preménuje molekuly analytu na plynnou fazi, hmotnostniho analyzatoru,
ktery separuje ionizované analyty na zakladé poméru m/z a detektoru, kde dochazi
k detekci iontli (Fenn et al, 1989). Existuyje mnoho moZnych spojeni,
které kombinuji jednotlivé iontového zdroje s hmotnostnimi analyzatory.
V proteomice ma nejvétsi uplatnéni ionizace/desorpce laserem za pritomnosti
matrice (MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) ve spojeni
s analyzatorem doby letu (TOF - Time of Flight) a ionizace elektrosprejem
(ESI - Electrospray lonization) ve spojeni s kvadrupdlem, orbitrapem ¢i iontovou
pasti (O’Hair, 2006).

MS v kombinaci s HPLC se diky svym neocenitelnym vlastnostem jako je citlivost,
piresnost a moznost zpracovat i komplexni smési fadi mezi Casto vyuZzivané techniky,
které jsou urcené ke kvantitativni a kvalitativni analyze proteind, resp. jejich

peptidl (Pandey et al., 2000).

1.6.1 Iontové zdroje

Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem se stala UCinnou Setrnou technikou, u které témér
nedochazi ktvorbé fragmentovych iontli, a tedy jsou témér vzdy pozorovany
molekulové ionty. Ve spojeni s HPLC se stala jednou z nejcastéji vyuZivanych
ionizacnich metod v proteomice (Ho et al.,, 2003). Jedna se o mékkou ioniza¢ni
techniku, ktera se pouziva pro analyzu polarnich latek, biomakromolekul a zejména
proteind resp. jejich peptidli (Fenn et al., 1989). Funguje na principu vnaseni analytu
z kovové kapilary do iontového zdroje za atmosférického tlaku. Na kapilaru
(elektrodu) je aplikovano vysoké napéti (2-5 kV), které zpiisobuje polarizaci
rozpoustédla a seskupeni iontli se stejnym (kladnym) ndbojem na konci otvoru
kapilary (Kebarle and Tang, 1993). Vlivem vysokého napéti dochazi k tvorbé
Taylorova kuzele, ze kterého se oddéluji kapicky rozpoustédla spolu s analytem
tvorici elektrosprej. Vlivem zvySené teploty a suSiciho plynu se rozpoustédlo

odparuje a tim se kapicky zmensuji (Bruins, 1998). Hustota naboje se postupné
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zvySuje aZ dojde k prekroceni kritického bodu (Rayleightv limit), kdy se kapicky
rozpadaji na mensi o plivodnim naboji (coulombicka exploze). ESI tak snadno
prevadi ionty analytu zroztoku do plynné faze, a ty ndasledné vstupuji

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

QOdpafovani rozpoustédla Coulombické exploze
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Aerosol Taylorlv kuzel Kapildra

| Analyzovana smés

Vstup do MS

Obr. 1.3 Ionizace elektrosprejem (Rydlova, 2021)

Ionizace laserem za ucasti matrice

Matricova laserova desorpce/ionizace byla vyvinuta na konci 80. let (Karas and
Hillenkamp, 1988) a patii také mezi mékké metody ionizace. Tato metoda byla
predevsim vyvinuta k analyze proteinii a peptidd, ale postupem ¢asu nasla uplatnéni
i ke stanoveni dalSich latek (Norkova and Jaklova, 2013).

Ke vzorku se pridavd vnadbytku aromatickd kyselina (matrice) branici
tepelnému rozkladu vzorku, ktery by nastal pti pfimé ionizaci (Vorm et al., 2002).
Zkoumana smés s matrici se nanese na kovovou destic¢ku (obr. 1.4), necha zaschnout
a poté je ozarena nanosekundovymi laserovymi impulsy. Mezi nejbéZnéjsi matrice
patii a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina, 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoticova
kyselina a 3-hydroxypikolinova kyselina. Dodanim energie jsou molekuly matrice
excitovany a nasledné stabilizovany pfenosem protonu na analyt. Pfi pouZziti MALDI
vznikaji nejCastéji jednonasobné nabité ionty, méné casto pak dvojnasobné

a trojnasobné nabité (Dreisewerd, 2003; Wang et al., 2016).
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Spojenim ionizace typu MALDI a analyzatoru TOF vznikla metoda, kterd vynika
svoji citlivosti, rozliSenim a rychlosti. lonty analytu jsou po ionizaci urychleny
elektrickym polem (25-30 kV) a ptes kovovou miizku vstupuji do trubice detektoru
letu, kde se pohybuji rychlosti danou pomérem jejich hmotnosti a ndaboje

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

— Laser

o [
Desorpce Desolvatace
v — ® ® — s
Jonty analyty o [
lonty matrice
Elektrické pole

Kovova desti¢ka

Obr. 1.4 Ionizace laserem za ucasti matrice (Rydlova, 2021)

Ostatni iontové zdroje

Mezi nejnovéjsi mékkou ionizacni techniku patfi fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI - Atmospheric Pressure Photoionization), kde je vzorek nejdiive
preveden do plynné faze a nasledné jsou molekuly analytu podrobeny interakci
s fotonem (Raffaelli and Saba, 2003). Na podobném principu je zaloZena chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI - Atmospheric Pressure Chemical
lonization), ktera disponuje vysokou selektivitou a citlivosti (French et al., 1985).
Principem metody je prevedeni vzorku do plynného skupenstvi a prenosu naboje
prostiednictvim ionizovanych molekul reakéniho ¢inidla (Andrade et al.,, 2008).
Za dalsi mékkou ioniza¢ni metodu je povazZovana desorpcni ionizace elektrosprejem
(DESI - Desorption Electrospray lonization), pti které je aplikovana sprejovana
kapalina na povrch studovaného materialu v urcité vzdalenosti a thlu. Pti kontaktu
iontd kapaliny se vzorkem dochazi k desorpci iontd analytu a jejich vstupu
do hmotnostniho analyzatoru. Vyhodou této metody je pouziti vzorku v ptivodnim

stavu (listy, kvéty, tkané) (Ranc et al, 2007; Venter et al., 2008). DESI spada
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pod neinvazivni metodu a v soucasné dobé je vyuzZivana k detekci a identifikaci
vybus$nin (Cotte-Rodriguez and Cooks, 2006). I kdyZ tyto metody maji urcité vyhody,
v soucCasné proteomice nemaji aZ tak velky vyznam. APPI je vhodna pro analyzu
nepolarnich, labilnich latek, v pripadé APCI aZ stfedné polarnich sloucenin. Obé
metody se vyuZivaji pti analyze 1éCiv, drog, pesticidd, lipidd, iontovych sloucenin

a dalSich nestabilnich latek (Holcapek et al., 2010).

1.6.2 Hmotnostni analyzatory

lonty po vstupu do hmotnostniho analyzatoru jsou rozdéleny podle hodnoty
poméru hmotnosti a ndboje m/z (Rockwood et al., 2018). Pro proteomickou analyzu
se pouzivaji hlavné Ctyti typy hmotnostnich analyzatori: priletovy, kvadrupdlovy,
iontova past a orbitrap. Casto jsou vyuZivany jejich ,hybridni“ varianty, které
kombinuji moznosti riiznych hmotnostnich analyzatori napi: kvadrupdl ve spojeni
s analyzatorem doby letu (Q-TOF), dva analyzatory doby letu za sebou (TOF-TOF),
trojity kvadrupdl (QqQ) apod.

Priiletovy (TOF)
Priletovy analyzator méfi dobu rychlosti letu ionti ve vakuu trubici o dané délce.
Separuje ionty na zakladé jejich hmotnosti a naboje (Domon, 2006). Po ionizaci jsou
vzniklé ionty unaSeny smérem na extrak¢ni mrizku a v elektrickém poli (25-30 kV)
dochazi k jejich akceleraci do letové trubice. Predana kineticka energie je Umérna
m/z. V dlsledku toho se ionty pohybuji riznou rychlosti a vlinedrnim modu
dopadaji na detektor v riiznych casech. Princip je zaloZen na skutecnosti, Ze ionty
s niz8im m/z maji ve vakuu vyssi rychlost a dopadaji na detektor diive. K vyrovnani
rozdilné kinetické energie se pouziva reflektron, ktery prodluZuje drahu letu a tim
snizuje rozdil v case od prilletu analyzatorem aZz po dopad na detektor
v (Cain et al,, 1994; Huong et al., 2014). Reflektron zpomaluje pohyb iontt s vétsi E,
které tak dopadnou na detektor soucasné s ionty s mensi Ex (Rockwood et al., 2018).
Tento typ analyzatoru ma hned nékolik vyhod: vysokou rychlost snimani,
presnost, citlivost, témér neomezeny rozsah m/z a vysoké rozliSeni (Bucknall et al.,
2002). TOF analyzator je snadno spojovan sruznymi ioniza¢nimi technikami.
NejcastéjSim uvadénym prikladem byva spojeni s MALDI (obr. 1.5), které je Casto

vyuzivané pro kvalitativni analyzu peptidd, bilkovin a nukleovych kyselin.
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Své uplatnéni tato technika naSla i v mikrobiologickych laboratotich, kde je

aplikovana pfi rychlé identifikaci a diagnostice patogent (Croxatto et al., 2012).

11
Obr. 1.5 Schéma MALDI ve spojeni s TOF (Rydlova, 2021) 1-kovova desticka, 2-
matrice, 3-analyt, 4-laser, 5-extrakéni miizka, 6-kruhové pole pro akceleraci
analytu, 7- deflektory, 8-rozdélova¢ hmoty, 9-reflektor, 10-linedrni detektor, 11-

reflexni iontovy detektor

Linearni kvadrupélovy analyzator (Q)

Kvadrupo6lové hmotnostni analyzatory se diky svym vlastnostem radi mezi
nejpouzivanéjsi v klinickych laboratotich. Vynikaji snadnym pouzitim, cenovou
dostupnosti a kompatibilitou s kapalinovou (LC - Liquid Chromatography)
¢i plynovou chromatografii (Thomas, 2019). Kvadrupél obsahuje Ctyti kovové tyce
(elektrody), nejcastéji o kruhovém, nebo hyperbolickém priiezu, které jsou
umistény ve stejné vzdalenosti od stfedové osy. VloZené stejnosmérné
a vysokofrekvencni napéti na elektrody zplisobi prichod iontl jen
o dané m/z na detektor (Havlicek and Turecek, 2020). Tyce usporadané vedle sebe
maji polaritu opac¢nou, protilehlé maji polaritu stejnou. Oscila¢ni elektricka pole
se pouzivaji ke stabilizaci a destabilizaci ionti. lonty vstupujici do analyzatoru
disponuji malou energii 5-10 eV a pisobenim napéti se periodicky pohybuji podle
m/z kolmo na podélnou osu kvadrupdlu. lonty disponujici stabilni trajektorii
jsou detekovany a ionty s nestabilni trajektorii jsou vypuzeny, nebo zachyceny
na tyc¢ich kvadrupélu. Skenovani iontli je umoznéno az po horni hranici 4000 m/z
(Douglas, 2009; Thomas, 2019). Hmotnostni spektrometr disponujicijednim

kvadrupo6lovym analyzatorem méri pouze ionty (intaktni nebo fragmentované)
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privadéné z iontového zdroje. Na zakladé této vlastnosti je vyuziti samostatného
kvadrupélového analyzatoru velmi omezené. Tento nedostatek byl odstranén
uspoi-adanim vice analyzatori za sebou (Clarke, 2017).

Zapojenim tii kvadrupo6lli v fadé vznikne QqQ. Sklada se ze tif komponentt, kde
prvni (Q1) a posledni c¢ast (Q3) slouZi jako hmotnostni filtr k propusténi iontl
o dané m/z. Prostiredni ¢ast (Q2) predstavuje kolizni celu naplnénou plynem (He, Ar,
N2) s nizkym tlakem, ve které dochazi ke kolizi iontl plynu a analytu. Vzniklé
fragmenty jsou presouvany do Q3 a analyzovany. Tzv. tandemové usporadani
predstavuje tedy vice zapojenych analyzatort za sebou pro  zajiSténi  vysoké
selektivity detekce. DalSim prikladem jsou hybridni hmotnostni spektrometry,
kombinujici vyhody jednotlivych analyzator: Q-TOF, kvadrupdlovy analyzator
s orbitraln pasti (Q-OT), linedrni iontova past s orbitralni pasti (LTQ-OT) a dalsi
(Andrews et al., 2011; Michalski et al., 2011).

Iontova past

Iontova past funguje na principu zadrZzovani iontli pomoci napéti na elektrodach
po urcity casovy usek a nasledné je analyzuje (March, 1997). Nezbytnou soucasti
je helium, které funguje na principu tlumiciho plynu a umoznuje akumulaci iontti
uvnitt pasti (Havlicek and Turecek, 2020). Nejbéznéjsi typ iontové pasti, Casto
oznacované jako Paulova past se vyrdbi ve dvou riaznych geometrickych
uspoi-adanich: sféricka (3D) nebo linearni (2D) (Berkeland et al., 1998).

Linearni iontové pasti (LIT - Linear Iont Trap) jsou sloZeny ze 4 hyperbolickych
ty¢i na jejichz koncich jsou umistény elektrody, které umoZziuji uchovat ionty.
Na ionty plsobi vysokofrekvencni stiidavé napéti (RF) a axidlné stejnosmérné
napéti (DC) (obr. 1.6) (Stafford et al., 1984). LIT se nejcastéji pouziva v pilotnich
studii, které jsou zaméreny na kvalitativni identifikaci proteinii (Rockwood et al.,
2018). Sféricka past se sklada ze tii elektrod: centralni prstencova elektroda,
vystupni a vstupni koncova elektroda (obr. 1.7). Vstupni elektroda obsahuje mensi
stiedovy otvor, skrz néj jsou ionty pulzné privedeny do pasti. lonty jsou zachyceny
uvnitt pasti vlozenim vhodnych poméra napéti na elektrody. Vystupni elektroda
obsahuje jeden, nebo vice otvori pro snadné vypuzeni ionti smérem k detektoru

(Farrar, 1988).
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Stejnosmérné napéti (DC)

Vysokofrekvenéni stFidavé napéti (RF)
Obr. 1.6 Schéma LIT (Rydlova, 2021) 1-vstup iontd ziontového zdroje, 2-Ctyri
kvadrupoélové tyce (elektrody), 3-stabilni trajektorie iontli, 4-nestablni trajektorie

iontt, 5-vstup do detektoru

Vysokofrekvenéni napéti (RF) 6

Obr. 1.7 Schéma 3D iontové pasti (Rydlova) 1-vstup iontl ziontového zdroje,
2-vstupni koncova elektroda, 3-prstencova centradlni elektroda, 4-oscilujici

zachycené ionty, 5-vystupni koncova elektroda, 6-vstup do detektoru
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Orbitrap

Analyzator typu orbitalni pasti (OT) disponuje vysokou rozliSovaci schopnosti a tim
zvySuje sviij potencial pro vyuZiti v klinické praxi. Soucasti je centralni vietenovita
elektroda obklopena vnéjsi elektrodou skladajici se ze dvou c¢asti (Perry et al., 2008).
lonty se zdrzuji mezi elektrodami uvnitt, ale neptisobi na né Zadné RF ani magnet,
kterym disponuji konvencni pasti. Misto toho jsou zachyceny elektrostatickym
polem (Scigelova and Makarov, 2006). Ilonty jsou do OT vypuzovany ve svazku
v kratkém cCasovém intervalu s dostateCnou tangencialni rychlosti ze zarizeni
nazyvaném C-trap. Tato Cast predstavuje uzavieny prostor vyplnény dusikem,
kde dochazi k akumulaci a zachyceni iontd. Ionty jsou po vstupu do analyzatoru
pritahovany elektrostatickym polem ke stredové elektrodé a zaroven je tato
pritazlivost kompenzovana odstiedivou silou. V diisledku toho za¢nou oscilovat
nejen kolem vietenovité elektrody (orbitalni pohyb), ale i podél ni (axidlni pohyb)
(Perry etal., 2008). Se stoupajicim napétim dochazi ke stlaceni iontti a stabilité jejich
trajektorie, ktera zamezuje nezadouci kolizi s vnitini elektrodou. Frekvence
axidlniho pohybu iontti je nezavisla na pocatecni energii, ale je imérna hodnoté m/z.
Indukovany proud zaznamenany na vnéjSich elektrodach je preveden z dat
frekvenci pomoci Fourierovy transformace na hmotnostni spektrum. OT disponuje
schopnosti detekovat ionty, a proto nepotrebuje k detekci samostatné detektor.
Tento typ analyzatoru v kombinaci s nano-LC separacemi se osvédcil jako uzitecny
nastroj v oblasti proteomiky. (Hu et al, 2005; Makarov, 2000). OT disponuje
schopnosti fragmentace, ale jeho neocenitelnou vlastnosti je efektivni detekce iontt
svysokym rozliSenim. Proto je <casto vyuZivan vhybridnich systémech,
kde k fragmentaci iontG dochazi v jiném analyzatoru, k némuz je pripojen OT jako
detektor. Casto se vyuziva ve spojenti s linearni iontovou pasti, kde dochazi k selekci

a fragmentaci iontd (Scigelova and Makarov, 2006).

1.6.3 Hmotnostni detektory

Z analyzatoru proudi ionty do posledni ¢asti, kde dopadaji na detektory. Jejich hlavni
ulohou je detekovat dopadajici ionty a transformovat je na signal (Koppenaal et al.,
2005). Detektor zaznamenava bud’ indukovany naboj, nebo proud vytvareny pri
prichodu iontu ¢i jeho narazu a vysledky zobrazuje ve formé hmotnostniho spektra

(Agarwal and Goyal, 2017). Existuje nékolik typli detektor(, ty nejlepsi z nich jsou
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klasifikovany podle rychlosti ¢asové odezvy, nizkych nakladdi, malého Sumu,
vysokého rozliSeni, dlouhé Zivotnosti a stability (Neetu et al, 2012). Vybér
vhodného detektoru k analyze zavisi téZ na konstrukci hmotnostniho spektrometru
a jeho pldnovaném vyuZziti.

Nékteré detektory funguji na principu méfeni proudu pri dopadu iontt na jejich
povrch. Tento typ detekce vyuziva tzv. Faradayova klec. lonty dopadajici na povrch
dynody emituji elektrony, ¢imZ dojde k indukci proudu a jeho zaznamenani
(Maithal and Muralidhar, 2002). Dynodova elektroda je tvorena emitujicim
materialem (CsSb, GaP, BeO) (Agarwal and Goyal, 2017). Dal$im vyuZivanym typem
je elektronovy nasobic¢, ktery patfi mezi vysoce citlivé detektory a je tvoren
z nékolika dynod. Ionty narazeji na povrch dynody, kde dochazi k emitaci elektrond.
Tyto elektrony naraZeji na dalS$i dynodu, kde se generuji sekundarni elektrony

a vysledkem je kaskada elektronti (Maithal and Muralidhar, 2002).

1.6.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie je odvozena od slova tandem - dvojity
a pouzivd se pro identifikaci proteinové nebo peptidové sekvence
(Chen and Yates, 2007). Nazev vystihuje princip této metody, pti které se pri analyze
uplatiiuji dva a vice hmotnostnich analyzatord. Testovany analyt je ionizovan a ionty
o zvolené hmotnosti jsou oddéleny od ostatnich v prvni ¢asti hmotnostniho
spektrometru. Nasledné vybrané primarni ionty prochazi kolizni celou, kde jsou
fragmentovany za vzniku fragmentovanych produktli, které jsou skenovany
v MS/MS (McLafferty, 1981). Typickym tandemovym uspoiadanim je Q-TOF nebo
QqQ, které bylo zminéno v kapitole hmotnostni analyzatory. Prvni kvadrupdl slouZzi
k vybéru jediného iontu ze smési, ktery je nasledné predan do kvadrupdélu druhého.
V kolizni cele (druhy kvadrupdl) dochazi ke vzniku fragmentt, které se pienesou
na tieti kvadrupdl, kde dochazi kjejich tridéni podle molekulové hmotnost.
Kone¢nym vysledkem je sekvence aminokyselin daného peptidu, ktery byl
prekurzorovym iontem (Hunt et al., 1986). U prvniho zmifiovaného uspoiadani jsou
prekurzorové ionty selektovany v kvadrupoélu, nasledné fragmentovany v kolizni
cele a tyto fragmenty jsou poté selektovany v priletovém analyzatoru a detekovany

(Johnson et al., 2002).
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K vlastni fragmentaci peptidii miize dojit vice zplisoby, predevsim se vyuZiva
kolizni indukovana disociace (CID), ktera je vyuzivanou metodou i v odhaleni
nizkomolekularnich latek. VétSina modernich hmotnostnich spektrometra je
zaloZena na metodé CID, pri které dochdazi k Stépeni vazeb piisobenim kinetické
energie a ndslednému rozpadu molekuldrnich iontli na fragmenty (Douglas, 2009).

Fragmentové ionty vzniklé CID vSak ¢asto nestaci k tiplné charakterizaci analyti.
V poslednich letech proto doslo k rozmachu alternativnich metodik tandemové MS,
jejichZ cilem je nabidnout uplnou strukturni charakterizaci metaboliti a lipid
(Heiles, 2021).

Dalsi fragmentacni metodou je pienos elektronti (ETD) umoznujici fragmentovat
samostatné nabité prekurzory a cCasto tak poskytuje strukturné diagnostické
fragmenty nepozorované pri CID. Pri fragmentaci vznikaji c¢- a z-ionty
s neporusenymi modifikacemi na postrannich retézcich (Chen et al.,, 2018). ETD
se zejména stala popularni pro sekvenovani peptidi s posttranslacnimi
modifikacemi (Frese et al,, 2011).

CID a ETD patfi mezi dvé nejcastéji pouzZivané fragmentacni techniky
v hmotnostni spektrometrii (Sobott et al.,, 2009). Treti vyuzivanou technikou
specifickou pro hmotnostni spektrometr typu Orbitrap je kolizni disociace pro vyssi
energii (HCD). Fragmentace typu HCD vyuzva vyssi kinetickou aktiva¢ni energii pti
kratSim c¢asovém intervalu za vzniku b-, y- a a-iontd (Lingdong Quan, 2013).
Principem této metody je fragmentace prekurzorovych iontt v HCD kolizni cele
s naslednym transportem do C-pasti a detekci v Orbitrapu. Pri pouziti vysSich
aktivacnich energii je dosaZeno bohatSich MS/MS spekter s vysokym rozliSenim

(Nagaraj et al., 2012).

1.7 Kvantitativni proteomika

Béhem poslednich nékolika desetileti se proteomika zaloZena na hmotnostni
spektrometrii stala stale vykonnéjSim nastrojem, ktery je nyni schopen rutinné
detekovat a kvantifikovat tisice proteinti (Pappireddi et al., 2019). P#i hledani
novych indikatort urcitého biologického stavu se kvantitativni proteomika stala
dilezitou soucasti k objevovani a ovérovani proteinovych markert v komplexnich
biologickych vzorcich. Je zndmo, Ze mnoho proteinti relevantnich pro onemocnéni

se vorganismu vyskytuje v minimalnim mnozstvi (ng/ml aZz pg/ml)
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(Landegren et al., 2012). Kvantitativni proteomika ziskava informace o zménach
na proteinové trovni v burice, tkani nebo organismu. Schopnost presné kvantifikace
zmén v proteosyntéze bilkovin v reakci na rizné vnitini a vnéjsi zmény biologického
systému v cCase je jednim znejdllezitéjsich cili proteomiky, jenZz ptispiva
k objasnéni fyziologickych a biochemickych mechanismi. (Elliott et al., 2009;
Hernychova et al., 2014; Ong and Mann, 2005). Dostupnych technik pro kvantifikaci
proteinii je mnoho a vybér té nejvhodnéjsi pro konkrétni projekt zavisi na mnoha
faktorech zahrnujicich typy vzorki, jejich pocet, vybaveni, ndklady a cas
(Van Langenhove et al, 1981). Piresnd kvantifikace vybranych proteini vjedné
analyze naraz je metoda finan¢né nakladna, narocna na pripravu a zpracovani
analytdi, neni tedy vhodna pro bézné kazdodenni zpracovani vzorkd od novych
pacienti. Své neocenitelné uplatnéni ma vodhalovani novych biomarkeri
onemocnéni (Hernychova et al., 2014).

Kvantifikace mlize byt pouzita ve dvou zakladnich provedenich. Pri absolutni
kvantifikaci se zjiStuje presné mnoZstvi nebo Koncentrace proteinti ve vzorku,
zatimco u relativni kvantifikace se urcuje relativni pomér hladin proteinti ve vzorku
(Van Langenhove et al., 1981). Pri kvantifikaci miZou byt sledovany vSechny
proteiny, nebo miiZe byt uplatnéna tzv. cilend kvantifikace, pfi niZ jsou sledovany

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

1.7.1 Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace je v proteomice velmi Zadana, protoZe umozZiuje stanovit
latkové mnoZstvi peptidu a tim nékdy i proteinu ve vzorku. Zdkladnim principem
absolutni kvantifikace je pouziti izotopové znacCenych standardnich peptidi
o znamé koncentraci (Zhang et al., 2013). Tyto syntetické analogy stanovovanych
peptidi se v daném mnozstvi pridavaji béhem zpracovani ke vzorkiim. Vzhledem
k tomu, Ze syntetické i nativni peptidy maji stejnou chemickou strukturu, tak jsou
pri LC separaci k nerozeznani. Jejich rozdil tkvi v odliSné molekulové hmotnosti,
kterd je u syntetickych peptidi o 8 nebo 10 Da vyssi. VMS/MS analyze
po fragmentaci vybranych prekurzort a porovnanim intenzit produktovych ionti
neznaceného a izotopicky znaceného peptidu se s ohledem na pouzitou koncentraci

standardu vypocita koncentrace stanovovaného peptidu (Gerber et al., 2003).
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1.7.2 Relativni kvantifikace
Relativni kvantifikace zahrnuje metody s pouZitim znacek (label based) i bez jejich
pouziti (label free) (Zhu et al., 2009). Proteiny se znackou a bez znacky maji opét
stejné chemické vlastnosti, ale liSi se svou hmotnosti. V souCasné dobé je
na trhu nékolik typl znacicich metod, u kterych dochazi k priibéZnym inovacim.
Prvni znacici in vivo metodou je metabolické znaceni vyuzivajici riistu Zivych bunék
a organisml v médiich s pfidanymi aminokyselinami, které obsahuji stabilni izotopy
uhliku, dusiku nebo kysliku. Tézké izotopy jsou inkorporovany do proteint zivych
organisml podavanim izotopicky znac¢enych aminokyselin v rlistovém médiu nebo
potravé (Oda et al,, 1999). V soucasné dobé je dobie zavedenou metodou tohoto
typu znaceni SILAC (Stable Isotope Labeling in Cell Culture), vyuZivajici inkorporace
aminokyselin (arginin, lyzin) znac¢enych izotopem 13C a 1>N. Buriky jsou kultivovany
na pripraveném lehkém, nebo tézkém meédiu, které se lisi pritomnosti znacenych
aminokyselin. Po inkorporaci do proteinové struktury, nasledném smichani obou
kultur jsou proteiny izolovany, Stépeny a analyzovany v hmotnostnim
spektrometru. V hmotnostnim spektru se identifikuji piky stejnych peptidi lisicich
se posunem v hmotnostnim spektru na zakladé jejich m/z. Relativni zastoupeni je
zjisténo porovnanim plochy pod pikem (Gehrmann et al., 2004; Mann, 2006).

Strategie tzv. izobarického znaceni pro relativni kvantitativni proteomiku
umoziuji paralelni multiplexovani kvantitativnich experimentd. Pfi této technice
se chemicky znaci vice peptidovych vzorki izobarickymi variantami chemickych
znacek a kazda varianta ma stejnou molekularni strukturu a hmotnost. Kazda
varianta, je vSak navrZena tak, aby pri fragmentaci v hmotnostnim spektrometru
vytvarela jedinecny tzv. "reportérovy ion". Jakmile jsou vzorky peptidii oznaceny,
zkombinovany a analyzovany pomoci MS, diferenciadlné oznacené peptidy jsou
nerozliSitelné v prvnim MS spektru intaktnich peptidi. Jelikoz kazda varianta
znaCky obsahuje labilni slozku s rGznou hmotnosti, lze generovat zminéné
"reportérové ionty" a zaznamenat je v nasledném MS? spektru. Intenzity z kazdé
varianty jsou zaznamendny tak, aby predstavovaly relativni mnozstvi peptidi
v jednotlivych variantach (Zhang et al.,, 2013).

Chemické znaleni vyuziva inkorporace izotopovych znacek na cast peptidu,
nebo proteinu v disledku chemické reakce s ¢inidlem. Znacky se vazi na aminovou,

karboxylovou skupinu ¢i na postranni retézce. Prvni vyuZivanou metodou byl
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tzv. ICAT (isotope-coded affinity tags) u kterého se vyuziva vazba na cystein. Znacka
se sklada z biotinové skupiny, thiol-specifické skupiny a linkeru, ktery nese znacené
izotopy obsahujici 8 deuterii v ,téZké“ formé a8 vodiki ve formé ,lehké“.
Po navazani znacek se oba vzorky smichaji, podstoupi digesci a analyzuji pomoci
LC-MS/MS. V hmotnostnim spektru se u peptidu obsahujici deuteria hmota posune
0 8 Da (Anand et al,, 2017; Gygi et al., 1999).

S objevem izobarickych znacek prisla moZnost analyzy vice neZ dvou vzorki
najednou. Mezi nejvice vyuzivané typy hmotnostnich znacek patii iTRAQ a TMT.
U metody iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantification) lze
analyzovat 4 az 8 vzorkil najednou a pri pouziti TMT (Tandem Mass Tag) dokonce
az 16 vzorkl vjedné analyze. Na rozdil od ptredeslych metod je u izobarickych
znacek zapotrebi tandemového usporadani MS/MS (Dayon et al., 2010; Elliott et al.,
2009). iTRAQ znacka se sklada ze tii ¢asti zahrnujici peptidovou reaktivni skupinu,
balan¢ni skupinu a reportérovou skupinu. Prvni ¢ast se vaze kovalentni vazbou
na postranni retézce lysinu a N-konce peptidii. Reportérova skupina ma specifickou
hmotnost, ktera je zasadni pri detekci a vyhodnoceni. U varianty s mozZnosti naznacit
az 8 vzorkil se hmotnost této skupiny pohybuje od 113.1-119.1 a 120.1 Da. Balan¢ni
skupina vyrovnava celkovou hmotnost na 305.1 Da. U varianty se ¢tyfmi znackami
je uvddéna hmotnost reportérové skupiny 114.1, 115.1, 116.1 a 117.1 Da, balan¢ni
skupina vyrovnavd hmotu celé znacky na 145.1 Da. JelikoZz se jedna
o izobarické znacky, nejsou v pribéhu separace vHPLC a vMS spektru
rozpoznatelné a jejich piky se prekryvaji. K rozpoznani dochazi po fragmentaci
v MS/MS médu, kde se oddéli reportérové skupiny, podle kterych lze urcit relativni
pomeéry jednotlivych peptidl ve vzorcich (Evans et al., 2012; Wiese et al., 2007).
zpracovani vzorkd, pri kterém mize dojit ke ztraté casti proteint, se ¢asto vyuziva
metoda label free (Liu et al, 2004). Je to kvantifikacni metoda zaloZena
na porovnavani iontovych intenzit peptidl, kde existuje vztah mezi intenzitou MS
signalu peptidu a jeho relativnim mnoZstvim. Pri tandemové hmotnostni
spektrometrii LC-MS/MS se vyuZiva porovnavani spekter tzv. ,spectral counting”,
které je zaloZené na teorii, ¢im vice je daného peptidu ve vzorku, tim vice MS/MS

spekter se naméri (Zhu et al,, 2009).
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Vyhodou u metod vyuZzivajicich znaceni je, Ze se po navazani znacek vzorky
smichaji dohromady a v LC-MS/MS, popripadé v LC-MS probiha jedna analyza.
Naopak u metody label free je kazdy vzorek pripraven a podroben analyze
samostatné (Nahnsen et al,, 2013; Old et al.,, 2005; Zhu et al., 2009), coz ma své
poztivni vlastnosti. Pfedevsim malé naklady a méné kroka se vzorkem, které by
mohly vést k variabilité. Nevyhodou je pomérné nizka presnost méreni, Spatna
reprodukovatelnost a detekce ¢asti peptidii (Webb-Robertson et al,, 2015). Timto
problémem se zabyva studie od Coxe a jeho kolegli, ktefi vyvinuli komercné
dostupny nastroj MaxLFQ. Jedna se o obecnou technologie bezznacCkové
kvantifikace, ktera je snadno pouzitelna a kompatibilni se standardnimi pracovnimi
postupy statistické analyzy. Prostrednictvim algoritmi zvlada velmi rozsahlé
experimenty o vice nez 500 vzorcich (Cox et al., 2014). VSechny uvedené metody at
za pouziti znaCek nebo bez nich maji své omezené moZnosti, a proto je ve vzorcich
kvantifikovana jen ¢ast proteinli. Ztrdta nesouvisi jen s technologickym
a metodickym faktorem, ale i s preanalytickou pripravou vzorkd a zpracovanim

ziskanych dat z MS (Hernychova et al., 2014).
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2 Prakticka cast

2.1  Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XP204 Excellence plus (Mettler Toledo, Strasnice, CR)

Bio vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva)

HPLC systém Alliance 2695 separa¢ni modul (Waters, Milford, MA, USA)

Chladici skrin ZD 2215 (Zanussi, Pordenone, Italie)

Laboratorni Stitkova¢ BMP 21-LAB (Brady, Milwaukee, WI, USA)

Magneticka michacka Big-Sguid (IKA, Staufen, Némecko)

Odstredivka Megafuge 16R centrifuge (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Odstredivka Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

PH metr Inolab level (WTW - Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co.  KG,,
Weilheim in Oberbayern Némecko)

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

KG., Weilheim in Oberbayern Némecko)

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

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

Sbérac frakci Fraction Collector III (Waters, Milford, MA, USA)

Thermomixer C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

Trepacka Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva)

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

Ultimate 3000RSLCnano (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Ultrazvukovy sonikator Brand VGT1730QT (eMAG, Bukurest, Rumunsko)

Vakuova filtra¢ni aparatura (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA)

Vakuova odparka Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Vyrobnik ledové tii$té 6B1540 (Brema, Ri¢any, CR)

Zarizeni PureLab classic na vyrobu deionizované vody (Elga LabWater, Lane End,

UK)
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2.2 Kity

Kit na odstranéni abundantnich proteinli - ProteoMiner Protein Enrichment Kit
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

Kit pro bicinchoninovy 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

Deple¢ni mini kolona - High Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin
Columns (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Kapilarni kolona (75 um x 20 mm) naplnéna ¢asticemi Acclaim PepMap100 C18 o
velikosti 3 um Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

MARS Hu-14 imunoafinitni kolona (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)
MARS Hu-14 imunoafinitni spin kolona (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)
NanoEase kolona (3 um, 100 A; Waters, Milford, MA, USA).

Ptedkolona (5 um, 100 A; Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Separacni kolona (75 pm x 150 mm) naplnénd ¢asticemi Acclaim PepMap RSLC C18
o velikosti 2 um Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

2.4 Chemikalie

2-B-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)
Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Dodecyl sulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ethylacetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Fetalni bovinni sérum FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Fosfatovy pufr (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydrogenfosforecnan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Hydrogenuhlic¢itan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

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

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

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

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

LDS sample buffer Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Proteinovy 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)

Ristové 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 Material

0,22 um spin filtr Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)
Amicon Ultra-4 3K filtry (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Bézné laboratorni sklo (kadinky, lahve pro uchovavani roztokii)

BD P100 odbérové zkumavky (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
Centrifugaéni falkony 15ml, 30ml (Guangzhou Jet Bio-Filtration, Guangzhou, Cina)
Centrifuga¢ni tuby, riizné objemy (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

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

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

Indikatorové pH papirky (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kryci félie na mikrotitracni desticky (AB Sciex, Foster City, CA, USA)
Kryozkumavky 5 ml (Corning Incorporated, New York, USA)

Membranovy filtr 47 mm (MilliporeSigma, Burlington, USA)
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Mikropipety, rizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrotitra¢ni desti¢ky (96 TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Mikrozkumavky, rizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Ochranné osobni pomftcKky (nitrilové rukavice)

Spicky pro mikropipety, riizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Ultramicrospin kolonky (Harvard Bioscience, Holliston, USA)

Vanicky pro multikandlovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Vialky pro HPLC (Waters, Milford, MA, USA)

2.6 Programové vybaveni

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)
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https://metascape.org/gp/index.html#/menu/data_source_logging

VétSina experimentalni prace v pribéhu doktorského studia byla provadéna
ve spolupraci s Katedrou radiobiologie na Fakulté vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany v Hradci Kralové. Naplni experimentalni prace byla priprava
vzorklli a vykonavani rliznych metodik pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
proteinovych vzorki souvisejicich se studovanou problematikou. K témto ucelim,
které zahrnovaly separaci a identifikaci proteint, byly vyuzity techniky hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Studie byla
zaméfena na identifikaci proteinovych biomarkerti vlidské plasmé. Za tcelem
doplnéni informaci ziskanych analyzou lidské plasmy byla provedena také analyza

proteind na prase¢im modelu.

2.7 Charakteristika a odbér vzorki od leukemickych pacienti
Vzorky lidské krve byly odebirany v letech 2015-2019 od zdravych darct
a leukemickych pacienti ve spolupraci s Fakultni nemocnici Bulovka v Praze.
Ke studii byl ziskan souhlas etické komise (obr. 2.1a, 2.1b). Vzorky krve byly
odebirany od pacientti s leukemii, ktefi v raimci chemoterapie podstupuji celotélové
ozarovani, s informovanym souhlasem a etickym schvalenim Fakultni nemocnice
Bulovka v Praze. Zdravi darci byli vybrani na zakladé jejich aktuadlniho zdravotniho
stavu. V dobé odbéru nesméli mit priznaky infek¢niho onemocnéni, draz c¢i
prodélanou operaci. Krev od kazdého pacienta byla odebrana podle obecnych zasad
povéfenou sestrou vzdy vrannich hodinach ve dvou intervalech, rano pred
celotélovym ozarenim a nasledné 24 hodin po celotélovém ozareni. U zdravych
darci byla krev odebrana ve stejném casovém intervalu.

Pro tento projekt byla odebrana krev od 15 dobrovolniki, kteii predstavovali
kontrolni skupinu, od 16 leukemickych pacient z fakultni nemocnice Bulovka
v Praze. Celkem bylo tedy k dispozici 30 vzorkd od zdravych darct a 32 vzorkt
od leukemickych pacient(i, uvedeno v tabulce 2.1 a 2.2. Vzorky s krvi byly prevzaty
v rannich hodinach a zpracovany v nejkratSim Casovém intervalu, nejdéle vzdy
do 1 hodiny od odbéru. Krevni vzorky byly rozdéleny do 4 skupin (KOh - kontrolni
vzorek v ¢ase Oh, K24h - kontrolni vzorek odebrany po 24h od prvniho odbéru,
TBI 0G - vzorek od pacienta pred ozarenim, TBI 24h - vzorek od pacienta 24h

po ozareni), které bylo mozné vzajemné porovnat mezi sebou a urcit, zda vytipované
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markery nesouvisi s onemocnéném pacienta a prirozenou zménou hladiny proteinti

v organismu v zavislosti na Case.

n  muzi zeny Median véku

Kontrolni
15 9 6 36 (25-46)
skupina

Tab. 2.1 Zakladni informace o darcich

kéd pacienta  pohlavi vék diagnoéza davka (Gy) Skupina
TBI2 B M 28 ALL 3.72 1
TBI6 B M 56 ALL 4.49 1
TBI7B F 39 ALL 4.18 2
TBI8 B M 46 ALL 4.38 1
TBI9 B M 31 ALL 4.65 2
TBI10 B M 56 ALL 4.46 1
TBI11B M 53 ALL 4.41 1
TBI13 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
TBI21B 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 Zakladni informace ziskané od leukemickych pacientli véetné diagnozy,
zarazeni do skupiny a obdrZené davky zareni. ALL-akutni lymfoblasticka leukemie,

TBI x - oznaceni jednotlivych vzorkd.

U pacientti i darct byly zaznamenany potirebné informace (vék, pohlavi, diagnoza,
davka) a byla k nim pridélena identifikacni ¢isla. Vék zdravych darct se pohyboval
vrozmezi 25-46 let s primérem 36 let a pomérem pohlavi 9:6 s vétSim zastoupenim

muzu. Vék pacientili se pohyboval v rozmezi 19-58 let s primérem 38 let a pomérem
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pohlavi 26:7 s vétSim zastoupenim muZzi. Primérnad celkova davka, kterd byla

pouzita pti ozareni pacientti byla 4 Gy.

2.7.1 Ziskani plasmy z plné krve
Krev od leukemickych pacientii byla odebirdana v rannich hodinach do BD P100
zkumavek (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA), které jsou vyrabény pro
védecké ucely a jsou vybaveny mechanickym separatorem s filtrem. Tyto zkumavky
obsahuji inhibitor proteaz a protisrazlivy koagulant K2EDTA (15,8 mg), ktery je
nezbytny pro zajiSténi stability vzorku. Zkumavky s odebranou venézni krvi byly
ihned po odbéru transportovany kzpracovani, které probihalo do 1 hodiny
po odbéru. Separace plasmy byla provedena za pouZiti centrifugy megafuge 16R
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) po dobu 20 min pti 22 °C a 2500 x g
v uhlovém rotoru. Plisobenim odstiedivych sil se krevni téliska stlacila pistem
do spodni ¢asti zkumavky pod separator a plasma zfistala nad separatorem.
Ziskany objem plasmy byl preveden do zkumavky o objemu 15 ml,
ktera se v dalS$im kroku vloZila do centrifugy a tocila se 5 min pti 22 °Ca 2 500 x g.
Tim bylo docileno, Ze zbytek krevnich télisek (peleta) zlistal u dna a plasma bez
zbyte¢nych kontaminanti mohla byt zpracovana dal. MnozZstvi odebrané plasmy
kazdého vzorku se pohybovalo v rozmezi 2-3 ml. Supernatant byl nasledné odebran
a rozdélen na alikvoty po 100 pl do 10 mikrozkumavek a zbytek plasmy byl
prenesen po 0.5 ml do vétSich mikrozkumavek. VSechny mikrozkumavky byly
popsany identifika¢nimi ¢isly a skladovany v mrazaku ZD 2215

(Zanussi, Pordenone, Italie) pii -80 °C pro pozdéjsi zpracovani.

2.7.2 Uprava vzorkii a odstranéni vysoce zastoupenych proteini

v lidské plasmé
Priprava lidské plasmy pred proteomickou analyzou zahrnovala v prvnim kroku
prefiltrovani vzorkd pti 10 000 xg po dobu 5 min pfi teploté 4 °C pies specialni
zkumavku Ultrafree-MC s membranou o velikosti p6rt 0.22 pm (Amicon, Millipore
Corporation, Bedford, USA). V dalsi fazi byly testovany rtizné metody k odstranéni

vysoce zastoupenych proteind.

50



Odstranéni abundantnich proteint pomoci hexapeptidové knihovny

K odstranéni vysoce zastoupenych proteini u lidské plasmy byla testovana
technologie hexapeptidové knihovny ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA). Postup zahrnoval kroky piredepsané vyrobcem.
Pro odstranéni skladovaciho roztoku z kolonek s hexapeptidovou knihovnou bylo
pouZito centrifugy nastavené na 1000 xg po dobu 1 minuty. Ekvilibrace kolonek byla
provedena promichdavanim pomoci 600ul promyvaciho pufru po dobu 5 minut
s pouzitim trepacka Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva). Tento krok byl nasledné
jesté jednou zopakovan, priCemZ supernatant byl opét odstranén centrifugaci
za stejnych podminek. Priprava samotnych vzorkidi zahrnovala v prvnim kroku
centrifugaci pri 10 000 xg po dobu 10 minut, tim bylo docileno odstranéni horni
lipidové vrstvy a srazenin usazenych na dné zkumavky. Pro dosazeni optimalnich
vysledkil by vzorky mély obsahovat vice jak 50 mg/ml bilkoviny. Vzhledem k tomu,
Ze lidska plasma obsahuje 65-85 pg/ul bilkoviny, tento poZadavek byl splnén.
Na zaktivované kolonky byl nanesen 1ml vzorku a inkubovan na rotac¢ni tiepacce
po dobu 2 hodin pti pokojové teploté. Supernatanty s nenavazanymi proteiny byly
odstranény centrifugaci pti 1000 xg po dobu 1 minuty. V nasledujicim kroku byly
kolonky promyvany za pouZiti 600 pl promyvaciho pufru a 600 pl deionizované
vody. Pro uvolnéni navazanych proteint z hexapeptidové knihovny bylo naneseno
100 pl rehydratovaného elu¢niho ¢inidla. Obsah kolonky byl promichan po dobu
5 sekund a inkubovan pfi pokojové teploté 15 minut. Proces inkubace a eluce byl
proveden dvakrat. Po centrifugaci pii 1000 xg po dobu 1 minuty byly jednotlivé

eluaty smichany a uchovany k dalSimu zracovani pri -80°C.

Odstranéni abundantnich proteinii pomoci centrifuga¢ni kolonky Agilent
5188-6560 MARS Hu-14 0.45ml

Dalsi variantou pro odstranéni vysoce zastoupenych proteinti z lidské plasmy byla
centrifugatni kolona Agilent MARS Hu-14 0.45ml (Agilent Technologies,
Wilmington, USA). Ekvilibraci kolonky bylo docileno pufrem A pro MARS
(Agilent Technologies, Wilmington, USA). Pro analyzu bylo pouZito 10 pl plasmy
a 190 pl pufru A. Vzorek byl nanesen na kolonku a centrifugovan pti 100 xg po dobu
1 min. Inkubace byla provedena za laboratorni teploty po dobu 5 min. K promyti

kolony bylo pouZito 400 pl pufru A a centrifugace pti 100 xg po dobu 2 min a 30 s.
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Tento krok byl zopakovan jeSté jednou. Tzv. frakce ,flow-through“ (FT) byla
eluovana 2.5 ml pufrem B pro MARS (Agilent Technologies, Wilmington, USA).
Touto metodou bylo docileno odstranéni albuminu, imunoglobulinu G, A a M,
transferinu, haptoglobinu, antitrypsinu, fibrinogenu, alfa-2-makroglobulinu,
alfa-1-kyselého glykoproteinu, apolipoproteinu Al, apolipoproteinu Al],

complementu C3, a transtyretinu, dle protokolu vyrobce.

Odstranéni abundantnich proteini pomoci jednorazovych centrifugacnich
kolonek High-Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin

Jako jina pouzitd varianta centrifugacnich kolonek byly vyzkouSeny jednorazové
kolonky High Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns
(Thermo Fisher Scientificc, Waltham, USA). Kolonky byly vytemperovany
na pokojovou teplotu a bylo do nich naneseno 100 pl vzorku. Obsah kolonek byl
extenzivné promichdn a inkubovan pri pokojové teploté po dobu 10 min.
Po inkubaci byla kolonka dana do centrifugy pti 1000 xg po dobu 2 min, kde byla
frakce obsahujici proteiny zachytavana do zkumavky. U jednorazovych kolonek

doslo k odstranéni stejnych proteini jako u predeslé metody.

Odstranéni abundantnich proteini pomoci deple¢ni kolony MARS Hu-14

Na pracovisti KMPB FVZ UO je zavedenou metodou pro odstranéni abundantnich
proteini pomoci imunoafinitni deplece HPLC kolonou (4.6 mm ID x 100 mm) MARS
Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA) s dodavanymi pufry a pouziva
se HPLC systém Alliance 2695 (Waters, Milford, USA) s UV detekci. Pfed samotnou
depleci byly vzorky 4x fredény pridanim pufru A (Agilent Technologies, Wilmington,
USA). HPLC vialky s 200 pl vzorku byly dany do karuselu kapalinového
chromatografu, ktery byl vytemperovan na teplotu 4 °C. Pred vlastni analyzou
vzorki byla provedena priprava celého HPLC systému, ktera zahrnovala proplach,
prevedeni frit z methanolu na mobilni faze a ekvilibraci. Teplota kolony byla
nastavena na 22 °C a tlak na 60 mbar. Jedna separace probihala 49 min (tab. 2.3).

a nastrik jednotlivych vzork (150ul) probihal vzdy na za¢atku metody.
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Poradi | Cas (min) | PufrA% | PufrB% | Pratok (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 Prlibéh separace (Rydlova, 2021)

Frakce (FT-flow through), kterd obsahovala nami hledané nizko zastoupené
proteiny, volné protékala bez zachyceni na koloné v casovém intervalu mezi 9 a 16
minutou pri pritoku mobilni faze A 0.125 ml/min. Byla zachytavana sbéracem
frakci Fraction Collector Il (Waters, Milford, USA) mezi 5. - 22. minutou (obr. 2.2).
Eluce vysoce zastoupenych proteint, které byly na koloné navazany
na imobilizované protilatky, probihala pti priitoku 1 ml/min mobilni fazi B. Pii UV
spektrometrické detekci byla pouZzita vinova délka 280nm.

Zachycené vzorky byly po dobu separace chlazeny na ledu ve stojanu sbérace
frakci. Pomoci imunoafinitni chromatografie doslo k odstranéni az 94 % celkového
obsahu proteinti, dle protokolu vyrobce. Odstranény byly nejvice zastoupené
proteiny ve vzorku (albumin, IgG, antitrypsin, IgA, transferrin, haptoglobin,
fibrinogen, alpha2-makroglobulin, alfal-kysely glykoprotein, IgM, apolipoprotein
Al, apolipoprotein All, komplement C3, and transthyretin). Kovladani HPLC
systému Alliance 2695 byl pouZit sotware Masslynx 4.0 (Waters, Milford, USA)

a sbér vzorki byl zajistén sbéracem frakci (Waters, Milford, USA).
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Obr. 2.2 Chromatograficky zdznam imunoafinitni separace pomoci HPLC kolony
MARS Hu-14. Prvni pik zobrazuje zachytavanou frakci FT s nizce zastoupenymi
proteiny a druhy pik zachycuje eluci. Imunoafinitni separace byla provedena

u vzorkd 0 Gi 24 h ve stejné ¢asové posloupnosti.

Odstranéni abundantnich proteinii pomoci ethanolu

Testovaci variantou byla deplece ethanolem, kterd byla pouZita pro odstranéni
vétStho mnoZstvi albuminu. 15 pl lidské plasmy bylo doplnéno deionizovanou
vodou do objemu 500 pl a vloZeno do centrifugy pii 5 000 xg po dobu 15 min.
Po odstranéni horni lipidové vrstvy bylo pridano 450 pl 150 mM NaCl
a 525 pl podchlazeného ethanolu a inkubovano pfti 4 °C po dobu 1 hodiny. Pro lepsi
oddéleni vrstvy s nezddoucim albuminem byla pouzita centrifuga pti 16 000 xg
po dobu 45 min. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana s 300 pl
podchlazeného 42% ethanolu. Po centrifuze a opétovném odstranéni supernatantu,
byla peleta rozpusténa v 100 pul 100 mM hydrogenuhlic¢itanu triethylamonného
(TEAB).

2.7.3 Uprava vzorki po imunodepleci

Po separaci vysoce zastoupenych proteinti byly vzorky pomoci membranovych
Amicon Ultra-4 3K filtrG@ (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) zkoncentrovany,
odsoleny a prevedeny z pouzitého HPLC MARS pufru A do vody, ktera je vice vhodna
pro nasledujici Stépeni proteinti. Depletovana plasma byla pirenesena na Amicon
Ultra-4 3K filtr a sto¢ena na centrifuze po dobu 15 min pti 4 °Ca 7 500 x g. V dalS§im
kroku bylo na filtr pridano 500 pl deionizované vody a vzorky byly opét stoceny
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v centrifuze za stejnych podminek, jako v predeslém kroku. Tento bod byl z diivodu
lepsSiho promyti zopakovan jeSté jednou a po zkoncentrovani na celkovy objem

200 pl byly vzorky piesunuty do mikrozkumavek a uschovany pti - 80 °C.

2.7.4 Stanoveni bilkoviny metodou BCA na mikrotitrac¢ni desti¢ce
Stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich bylo provedeno u vSech vzorki
metodou chelatace médnatého iontu Kkyselinou bicinchoninovou (BCA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Vzorky byly nanaSeny v celkovém objemu 25 pl
v doubletu na mikrotitracni desticku vcetné kalibra¢ni fady standardu, do kazdé
jamKky bylo pridano 200 pl ¢inidla. Kalibra¢ni rada byla sestavena z 9 koncentraci
obsahujicich rizné mnozstvi bovinniho sérového albuminu (1000, 750, 500, 375,
250, 125, 25,5 a 0 pg/ml).

Mikrotitracni desticka s nanesenymi vzorky a kalibra¢ni fadou byla vloZena
do termomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko) a inkubovana
po dobu 30 min pfi teploté 37 °C. Po zchladnuti mikrotitra¢ni desticky pri pokojové
teploté byla zmétena bilkovina pomoci programu Multimode Analysis software
(Molecular Devices, Sunnyvale, USA) na pristroji reader Beckman Coulter.

(Danaher corporation, Brea, USA).

2.7.5 Gelova elektroforéza

Vzorky s odstranénymi abundantnimi proteiny ze vSech metod byly porovnavany
pomoci jednorozmérné gelové elektroforézy s nedepletovanou plasmou.
Elektroforéza byla provedena na komercné dostupném 10% gelu NuPAGE Novex
Bis Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, USA). Do jednotlivych jamek bylo naneseno
celkem 15 pg vzorku smichany s LDS pufrem (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) a 2-B-mercaptoethanolem (Merck Group, Darmstadt, Némecko). Proteinovy
standard byl pouzit Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA). Elektroforéza byla provedena pri nasatveni 100 V
po dobu 10 min a nasledné 200 V po dobu 30 min, Po skonceni byly gely oplachnuty
pomoci dH20 po dobu 5 minut. Pro vizualizaci byly gely dany do barviciho roztoku
Coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) po dobu 15 minut.

Odbarveni bylo provedeno pomoci odbarvovaciho roztoku, ktery byl sloZen
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z 12,5 % CH3COOH (Merck Group, Darmstadt, Némecko), 82,5 % dH20 a 5 % MeOH
(Merck Group, Darmstadt, Némecko).

2.7.6 Enzymatické Stépeni a precisténi

V pripadé enzymatického Stépeni vzorkli bylo do zkumavek odebrano potiebné
mnoZstvi jednotlivych vzorki s 50 pg bilkoviny. Jednotlivé alikvéty plasmy byly
rozpustény s 250 pl 10 mM fosfatovym pufrem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a knim bylo pridano 30 pl 10% dodecylsiranu sodného (SDS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Proteiny byly denaturovany pii 95 °C po dobu 3 minut. V dalSim
kroce byl do mikrozkumavek piidan 30 pl 1 M triethylamonia bikarbonatu
a nasledné 15 pl 200 mM Tris-(-2 karboxyethyl)-fosfin hydrochlorid (TCEP)
k redukci disulfidickych vazeb mezi cysteiny. Vzorky byly vloZeny do termomixeru
po dobu 60 min pri teploté 37 °C a 600 rpm. Alkylace, ktera zamezuje k opétovnému
spojeni disulfidickych mistki, bylo docileno pridanim 15 pl 375 mM iodoacetamidu
po dobu 30 min pii pokojové teploté. Imobilizace pirebytecného iodoacetamidu bylo
dosaZeno pridanim 10 mM dithiotrenitolu. Proteiny byly vysraZeny pridanim 6
objemi acetonu a inkubovany pti -20 °C pres noc. Vysrdzené proteiny byly
odstredény (8 000 x g) po dobu 10 min pti 4 °C, supernatant byl odstranén
a proteinovy granulat byl suSen 2 min ve vakuové odstredivce. Proteinovy pelet byl
znovu rozpustén v 70 pl vody, 10 pl 10% deoxycholatu sodného (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a 10 pl 1 M triethylamonium bikarbonatu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) v sonikatoru. Pfed ptridanim trypsinu se upravilo pH pomoci 1 M HN4HCOs3
na 8.5. Trypsin byl pridan vpoméru 1:50, vSechny vzorky byly vloZeny
do termomixeru pti 300 rpm s nastavenou teplotou 37 °C a ponechany ptes noc.
Kukonceni Stépného procesu byly vzorky okyseleny 20 pl 10% kyselinou
trifluoroctovou a odstredény (4 000 x g) po dobu 10 min, aby vysledné pH bylo
sindikaci 2. Supernatant byl preveden do cisté 1,5 ml zkumavky. Peleta byla
promyta 100 pl 1% kyselinou trifluoroctovou a centrifugovana pii otackach4 000 x
g po dobu 2 min. Promyvaci roztok byl smichdn se supernatantem vzorku. Pozdéji
bylo k roztoku ptridano 750 pl ethylacetatu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a michano po dobu 30 sekund ve vortexu. Nasledné byly vzorky stofeny na
centrifuze pii otackach 10 000 x g po dobu 1 min. Horni organicka vrstva byla

odstranéna. Tento krok byl opakovan ctyrikrat. Zbyvajici vodna vrstva obsahujici

56



natravené peptidy byla vysuSena ve vakuové odstredivce. Vzorky byly znovu
rozpustény ve 400 pl 2% acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Tato peptidickd smés byla preciSténa pomoci extrakce na pevné fazi (SPE)
na kolonce Ultra microSpin s reverzni fazi C18 (Harvard Bioscience, Holliston, USA).
U kolonek byla provedena ekvilibrace vnesenim 200 pl methanolu a vloZenim
do centrifugy po dobu 1 min pii 1000 rpm. Promyti kolonek bylo realizovano
pomoci 200 pl 50% acetonitrilu s 0.1% kyselinou trifluoroctovou a vloZenim
do centrifugy za stejnych podminek. Poté bylo na kolonky opakované nanaSeno 200
ul 2% acetonitrilu, 0.1% kyselinou trifluoroctovou a ty vkladany do centrifugy
po dobu 1 minuty a 1000 rpm. Po zaktivovani kolonek byl nékolikrat po sobé
nanesen vzorek a zkumavky byly znovu vloZeny do centrifugy po dobu 1 min
tentokrat pri 1500 rpm. Odstranéni interferujicich sloZek a necistot bylo provedeno
pomoci 200 pl 2% acetonitrilu, 0.1% kyselinou trifluoroctovou, kolonky byly
opétovné umistény do centrifugy po dobu 1 minuty pti 1000 rpm.

Eluce byla provedena pomoci 200 upl 50% acetonitrilu, 0.1% kyselinou
trifluoroctovou Tento krok byl provadén opakované a nasledné byly vzorky
odpafeny na vakuové odparce Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg,
Némecko) a umistény do mrazaku o teploté - 80°C. Pred proteomickou analyzu byly
vzorky rozdéleny na alikvoty po 5 pg a 15 pg a vysuSeny ve vakuové odparce.
Pro LC-MS/MS analyzu bylo rozpusSténo 5 pg vzorku v 20 pl solventu A

(2% acetonitril/0.1% kyselina trifluoroctova).

2.8 Charakteristika a odbér vzorkii od miniprasat

K odbéru krevni plasmy bylo ziskdno 22 miniprasat, které byly chovani ve vivariu
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany v Hradci Kralové. Ke studii byl
ziskan souhlas vyboru pro prava zviiat pii Ministerstvu obrany CR (obr. 2.3). Zvifata
byla chovana individualné s pfirozenym svétlem, voda a krmivo jim bylo podavano
ad libitum. Teplota byla udrzovana vrozpéti 18 az 20 °C (0.5 °C) a vlhkost
na 60-70 %. Vzorky krve byly odebirany z krcni Zily (vena jugularis) bez uspani pred
a 24 hodin po ozateni. Miniprasata byla celotélové ozarovana ve véku 35 az 47 dnii
gama zarenim dodavanym zdrojem 60Co (Chisocobalt, Chirana Technik, RoZnov pod
Radhostém, Ceska republika). Pfed ozafenim byla uvedena do narkézy pomoci

Zoletilu 100, Xylapanu a Narketanu a oc¢i byly oSetfeny Ophthalmo-Azulenem.
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Miniprasatka byla ozatfovana davkami od 0.6 do 2.6 Gy a na zakladé toho byla

rozdélena do dvou kategorii, jak je uvedeno v tabulce 2.4.

Kod kategorie davka  pohlavi kod kategorie davka pohlavi
miniprasat Gy miniprasat Gy

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 Zakladni tidaje o miniprasatech zahrnujici pohlavi, obdrZenou davku,
identifika¢ni kod a zarazeni do kategorie. (F = samice, M = samec, H2 = prvni skupiny

miniprasat, H4 = druha skupina miniprasat)

2.8.1 Ziskani plasmy z plné krve a uprava vzorki praseci plasmy

Priprava praseci plasmy pred proteomickou analyzou zahrnovala stejné kroky, jako
u vzorki lidské plasmy, véetné pouZiti stejnych specidlnich zkumavek. V soucasné
dobé neexistuji na trhu podobné specialni odbérové zkumavky urcené pro zvirata

nebo konkrétné pro miniprasata.

2.8.2 Odstranéni vysoce zastoupenych proteini v praseci plasmé

Pri vybéru optimalni deplecni techniky u praseci plasmy byly vysoce zastoupené
proteiny depletovany pomoci imunoafinitni chromatografie stejnou kolonou (4,6
mm [D x 100 mm) MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, USA) a HPLC
systém Alliance 2695 (Waters, Milford, USA) s UV detekci, centrifugacnimi
kolonkami Agilent 5188-6560 MARS Hu-14 0.45ml, jednorazovymi kolonkami High
Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, USA) a ethanolem podle stejnych postupi jako u lidskych
vzorkd.

Stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich bylo provedeno u vSech vzorki
stejnou metodou chelatace médnatého iontu Kkyselinou bicinchoninovou (BCA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a nasledné byla vizualizace provedena pomoci
jednorozmérné gelové elektroforézy s nedepletovanou plasmou podle stejného

postupu jako je uvedeno v kapitole 2.7.5.

2.8.3 Enzymatické Stépeni a precisténi

Vzorky prasec¢i plasmy byly narfedény 10 mM solnym roztokem fosfatem
pufrovanym  PBS, ktery byl pripraven vlaboratornich podminkach
z hydrogenfosforecnanu sodného, chloridu sodného a draselného (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) do pozadovaného objemu 200 pl. Po ptidani 30 pl 10%
dodecylsulfatu sodného byly vzorky inkubovany ptfi 100 °C po dobu 3 minut
a nasledné ochlazeny a centrifugovany. Pomoci 1 M TEAB bylo upraveno pH>8.
Vzorky byly inkubovany pfi 60 °C po dobu 60 min s TCEP, ¢imZ bylo docileno
redukce disulfidickych vazeb mezi cysteiny. Po ochlazeni vzorkli na pokojovou
teplotu bylo alkylace docileno pridanim 15 pl 375 mM iodoacetamidu a inkubaci pri
25 °C na temném misté po dobu 30 minut. Proteiny byly vysrdZeny pridanim
acetonu vytemperovaného na -20 °C a uchovanim vzorki pfi této teploté po dobu
4 hodin. Po precipitaci acetonem byly vzorky centrifugovany pri 8 000 xg po dobu
10 min pfi 4 °C. Po odstranéni acetonu byla peleta resuspendovana 10 pl 10%
deoxycholatu sodného, 70 pl deionizované vody a 10 ul 1 M TEAB. Po rozpusténi
pelety a zkontrolovani pH bylo pridano 10 pl trypsinu (0,1 ug/ul), stoceno
na centrifuze a ponechano pti 37 °C pies noc.

Po inkubaci byly vzorky stoceny na centrifuze a ochlazeny na ledu. Digesce Stépici
protedzou byla zastavena upravou pH a to pridanim 10 ul 10% Kkyseliny
trifluoroctové, ktera zapricinila precipitaci proteinti. Precipitat byl stocen na dno
zkumavky pri 4 000 xg a 4 °C po dobu 10 min. Supernatant byl preveden do nové
zkumavky a zbyvajici sraZenina byla promyta pomoci 100 pl 1% kyseliny
trifluoroctové a opét stocena za stejnych podminek. Po prevedeni supernatantu

k ptivodnimu bylo odstranéni deoxycholatu sodného docileno piidanim 750 pl
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etylacetatu, zvortexovanim, centrifugaci pii 1 000 rpm po dobu 1 min a odstranénim
horni vrstvy. Predesly krok s etylacetatem byl zopakovan jesté 5krat.

Tato peptidickd smés v pripadé label free nasledné kvantifikace byla rozpusténa
v 300 pl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny trifluoroctové a preciSténa pomoci extrakce
na pevné fazi na kolonce Empore s reverzni fazi C18 (3M Company, Saint Paul, USA).
Pro efektivni rozpousténi byly vzorky vortexovany a vloZeny do ultrazvukového
sonikdtoru Brand VGT1730QT (eMAG, Bukure$t, Rumunsko). Kolonky byly
promyty 100% acetonitrilem na vakuovém manifoldu a ekvilibrovany nanesenim
300 pl 50% acetonitrilu 0,1% kyseliny trifluoroctové. Poté bylo na kolonky
naneseno 300 pl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny trifluoroctové. Po zaktivovani
kolonek byl 2krat po sobé nanesen vzorek. Odstranéni interferujicich slozek
a necistot bylo provedeno pomoci 300 pl 2% acetonitrilu, 0,1% kyseliny
trifluoroctové.

Eluce byla provedena pomoci 150 pl 50% acetonitrilu, 0,1% kyseliny
trifluoroctové s vyuzitim stiikacky pro lepsi regulaci rychlosti eluce. Tento krok byl
proveden jesté jednou a nasledné byly vzorky odpareny na vakuové odparce
Concentrator plus 5350 (Eppendorf, Hamburg, Némecko) a umistény do mrazaku

o teploté - 80 °C.

2.9 Relativni kvantifikace

Cely kvantifika¢ni postup zahrnoval nékolik krokt a je zndzornén na obrazku 2.4.
Pro prvotni zjisténi kvantitativnich rozdili mezi vzorky ozarenych pacienti
a kontrolni skupinou a také prasecich vzorki pred a po ozareni byla pouzita tzv.
label free kvantifikace (LFQ) vzorkl jednotlivych sledovanych skupin zaloZena
na srovnavaci analyze proteinového, resp. peptidového materialu bez nutnosti
znaceni s vyuzitim hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim napf.
Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Pri provadéni metody LFQ u lidskych plasem byly provedeny dvé analyzy LFQ1
a LFQ2 po 8 vzorcich. Rozdéleni na dvé skupiny bylo zavedeno s ohledem na TMT
metodu, ktera obsahovala 16 znacek. Pri provedeni LFQ metody u praseci plasmy

byly vSechny vzorky méreny v jedné analyze.
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Obr. 2.4 Kvantifika¢ni postup prace se vzorky (Rydlova, 2023)
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Kvantifikace pomoci znacicich metod

Ke kvantifikaci vzorkl od leukemickych pacientli a prasecich vzorki byla vyuzita
metoda inkorporace TMT znacek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). V nasi
studii byla pouzita sada pro znaceni az 16 vzorkd, pricemz kazdy z 8 vzorkil byl
rozdélen na dvé poloviny (0 G a 24 h). Jednotlivé davky zatreni byly u vSech pacientti
stejné (2 x 2 Gy). Vzorky byly rozdéleny do dvou skupin (TMT1 a TMT2) podle
pohlavi a randomizovany. Prvni skupina (TMT1) obsahovala pouze muzské darce,

zatimco druha skupina (TMT2) méla pacienty obou pohlavi (tab 2.5.).

Znacka TMT1 TMT?2 Znacka 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 Oznaceni lidskych vzorkti TMT znackami
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U praseci plasmy podle poctu vzorki byl pouzit set s 6 TMT znackami. Praseci
vzorky byly rozdéleny do dvou skupin podle davky ozareni H2=TMT1 a H4=TMT?2
(tab 2.6).

Znacka Davka 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 1,2-2,2Gy | 166,168,169,170 | 6,7,139

131 1,2-2,2Gy | 171,172,197,198 | 200, 201, 204, 205

Tab. 2.6 Oznaceni prasecich vzorkd TMT znac¢kami

U lidské plasmy byla peleta s 25 pg proteinu rozpusténa v 100 pul 100 mM TEAB,
zvortexovana na tifepaCce Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) a stoCena
na odstiedivce Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko). TMT znacky byly
ekvilibrovdny na laboratorni teplotu, aby se zabranilo kondenzaci vody.
Rozpustény byly v 40 pl acetonitrilu, nasledné byly zvortexovany na trepacce
a stoCeny na odstredivce. Do kazdého vzorku bylo pridano 20 pl TMT znacky.
Inkubace byla provedena v thermomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg,
Némecko) po dobu 60 minut, 500 rpm pii pokojové teploté. Nasledné bylo piidano
8 ul 5% hydroxylaminu. Inkubace byla provedena v thermomixeru C 5355 comfort
(Eppendorf, Hamburg, Némecko) po dobu 15 min, 500 rpm pii pokojové teploté.
V poslednim kroku byly vzorky smichany podle tabulky 2.6. Pfed proteomickou
analyzou byly vzorky odsoleny podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.3, rozdéleny
na alikvoty po 5 pg a 15 pg a vysuSeny ve vakuové odparce Concentrator plus 5350
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Pro LC-MS/MS analyzu bylo nasledné rozpusténo
5 pg v 20 pl solventu A.

Vzorky praseci plasmy s 50 pg proteinu byly rozpustény v 71 ul 100 mM TEAB,
zvortexovany na trepacce Vortex V1 plus (Biosan, Riga, Litva) a stoceny
na odstiedivce Mini Spin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko). TMT znacky byly
ekvilibrovany na laboratorni teplotu, aby se zabranilo kondenzaci vody. Rozpusténi

bylo provedeno v 58 pl acetonitrilu, nasledné byly zvortexovany na trepacce
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a stoceny na odstiedivce. Ke kazdému vzorku bylo pridano 29 ul jednotlivé TMT
znacky podle tabulky 2.5. Vzorky se znackami byly inkubovany v thermomixeru C
5355 comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko) 60 minut pti pokojové teploté
a 500 rpm. Nasledné bylo pridano 8 ul 5% hydroxylaminu. Inkubace byla provedena
pii pokojové teploté vthermomixeru C 5355 comfort (Eppendorf, Hamburg,
Némecko), 500 rpm po dobu 15 minut. Pfred proteomickou analyzou byly vzorky
odsoleny podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.3, rozdéleny na alikvoty po 5 ug
al5pg a vysuSeny ve vakuové odparce Concentrator plus 5350 (Eppendorf,
Hamburg, Némecko). Pro LC-MS/MS analyzu bylo nasledné rozpusténo 5 pg v 20 pl

solventu A.

2.10 LC-MS/MS analyza

Optimalizace pripravy vzorku probihala na pfistroji nanoLC UltiMate 3000 s UV
detekci na 214 nm (Dionex, CA, USA), ktery obsahuje predkolonu 300 um ID x 5 mm,
PepMap100 naplnénou C18 stacionarni fazi (5 pm, 100 A; Dionex CA, USA) a k ni
pripojenou analytickou kolonu NanoEase 100 um x 150 mm, Atlantis naplnénou
C18stacionarni fazi (3 um, 100 A; Waters, Milford, MA, USA). Separace odsolené
a naStépené smeési peptidli byla provedena na pristroji UltiMate 3000 RSLCnano
HPLC (Dionex, CA, USA) pomoci kapilarni kolony Acclaim PepMap100 (75 pum x
20 mm) naplnéné casticemi C18 o velikosti 3 pm a separacni kolonou Acclaim
PepMap RSLC (75 pm x 150 mm) naplnénou c¢asticemi C18 o velikosti 2 pm.
Separace byla provedena s gradientovou eluci (3-44% acetonitrilu s ptridavkem
0,1% kyseliny trifluoroctové), ktera je zakoncena nanoelektrosprejovou ionizaci
s pfimym vstupem do MS. Pro analyzu byl pouzit hmotnostni spektrometr
Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). MS méreni bez pouZziti znacek bylo nastaveno v rozsahu 350-1650 m/z pfti
70000 FWHM (full width at half maximum) s maximalni dobou plnéni 100 ms
a limitem max 1e®. MS/MS analyza byla provedena v m/z rozsahu odpovidajici
molekulové hmostnosti prekurzoru. V pripadé analyzy TMT znaceni bylo nastaveni
upraveno na uplné MS skenovani (400-1650 m/z) pri 70 000 FWHM s maximalni
dobou plnéni 100 ms a limitem 3e®3. Byly vybirany prekurzory s nabojem 2+
a vyS$Sim. V pripadé LFQ analyzy se stridal jeden MS sken s nasledujicimi az

12 MS/MS skeny vybranych prekurzort u TMT jich bylo 10. Samotna kvantifikace
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signdlu probihala na MS turovni s identifikaci komponent z MS/MS spekter.
Pro zjisténi kvantitativnich rozdili mezi vzorky ozarenych pacientli, kontrolni
skupinou a praseci plasmy byla pouzita nejprve TMT analyza, pii které byly
ke smésnym vzorkiim pridany izobarické znacky. Ty se navazaly na N konec peptidu
a postranni ¢ast lysinu. Pfi MS/MS médu byly znacky oddéleny a podle intenzity
reportérovych iontli byly stanoveny relativni poméry jednotlivych analyti

ve vzorcich.

2.11 Zpracovani ziskanych dat

Instrumentalni sbér dat z hmotnostniho spektrometru byl proveden za pomoci
softwaru Xcalibur (v4.2.47) a Tune control (v2.11.0.3006). Pro bioinformatické
vyhodnoceni experimentalné ziskanych dat byly pouZity komer¢né dodavané nebo
volné pristupné softwary. Pro identifikace proteini byl pouzit vyhledavaci program
Mascot server (2.4, Matrix Science) nebo program Sequest HT, které zpracovavaji
ptivodni data z MS a jsou integrovany s programem Proteome Discoverer (2.4.1.15,
Thermo Fisher Scientific, USA), pomoci kterého bylo moZné identifikovat
a kvantifikovat proteiny pritomné ve vzorcich (relativni mnoZstvi proteinii). Hlavni
ucel jejich soucinnosti tkvi v prohleddvani databazi a lepsi analyze. Program
Proteome Discoverer s programem Sequest HT obsahuje rGzné mozZnosti
vyhodnoceni ziskanych experimentalnich dat a byl pouZit jak pro samotnou
identifikaci proteinti, tak i pro kvantitativni vyhodnoceni typu LFQ nebo TMT
znaceni. Pro identifikaci byla pouzita aktudlni UniProtKB/Swiss-Prot databaze.
Zpracovani dat probihalo na zakladé nastaveni selektoru spektra, top N piki
a detektoru prekurzort. Kritéria zadand vprogramu SequestHT obsahovala
databazi proteini UniProt human UP000005640_(1.5.2023), enzym trypsin,
maximalni pocet chybéjicich Stépnych mist 1, minimalni délka peptidu 7, maximalni
délka peptidu 144, minimdalni pocet sekvenci peptidu 1, tolerance hmotnosti
prekurzoru 10 ppm, tolerance hmotnosti fragmentu 0.02 Da, hmotnost b- a y-iontg,
statické modifikace - Carbamidomethyl / +57,021 (C); dynamické modifikace -
Oxidace / +15,995 Da (M); dynamické modifikace (proteinovy terminus) - Acetyl /
+42,011 Da (N-konec), Met-ztrata / -131,040 Da (M), Met-ztrata+Acetyl / -89,030

Da (M). Statisticka analyza dat byla provadéna pomoci programu R-software. Gene
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ontology analyza byla pak provaddéna ve volné dostupnych bioinformatickych

nastrojich a databazich (Metascape, Reactome, STRING).
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3 Vysledky a diskuze

Cilem této experimentalni prace bylo nalézt, identifikovat a vybrat vhodné proteiny
v lidské plasmé jako kandidatni biomarkery poskozeni po expozici IZ pomoci LC-
MS/MS. Panel biomarkert z lidské plasmy byl rozsiten o proteiny z praseci plasmy.

Tato kapitola je rozdélena do jednotlivych ¢asti podle zpracovanych témat
a z diivodu komplexnosti prace jsou dil¢i vysledky uvadény vzdy s diskusi, coz by
mélo zajistit lepsi prehlednost. Prvni podkapitola je vénovana vybéru biologickych
subjekti a materidlu. Druha podkapitola je zaméfenda na zhodnoceni riiznych
postupii odstranovani vysoce abundantnich proteinti z plasmy. Ve tieti podkapitole
jsou zhodnoceny vybrané kandidatni proteiny z lidské plasmy a jejich verifikace
na zvirecim modelu, posledni podkapitola se zaméruje na porovnani top kandidati

z obou analyzovanych biologickych materialt.

3.1  Vybér vzorki

a zahadjit adekvatni 1écbu. K tomuto tucelu by mély vyuziti proteinové biomarkery
ozareni, které jsou citlivé k1Z a jejich hladina se méni za kratky casovy interval
po ozareni. Pfi zjiStovani novych biomarkert ozareni v lidské plasmé by v idedlnim
piripadé méla byt studie provedena na zdravych osobach, které by se nechaly
dobrovolné ozafit riznymi ddvkami IZ. Tato mozZnost je samoziejmé z etickych
diivodil nerealng, a proto byla v této studii pouzita krev od ozarenych leukemickych
pacienti. Tyto osoby byly ozareny vramci své terapie a dobrovolné nam
po informovaném souhlasu poskytly krev pro naSe ulely ozarenou in vivo. VétSina
experimentalnich studii zamérenych na identifikaci biomarkerd ozareni byla
provadéna na zvitrecich modelech, proto je tato studie velmi unikatni. Zisk vzorka
ma i své limity, které zahrnuji pocet odebranych vzorki od leukemickych pacientt
a stanovenou davku ozareni. Mnozstvi vzorkd pro tento projekt bylo vazano
na pocet pacientt, ktei'i v letech 2015-2019 podstupovali chemoterapii a davky byly
stanoveny lékarem po wurCeni zavaznosti diagndzy. Jednotlivé vzorky
pro nasledujici analyzy byly rozdéleny do 4 skupin: KOh - zdravi darci u nichZ byla

odebrana krev v ¢ase Oh, K24h - zdravi darci u nichZ byla krev odebrana po 24h
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od prvniho odebrani, TBIOG- krev odebrana od leukemickych pacientii pred
ozatenim, TBI24h - krev odebranda od leukemickych pacientti 24h po ozareni.
RozloZeni jednotlivych skupin vSech vzorkl bylo zpracovano pomoci analyzy
hlavnich komponent (graf 3.1). Zbodového grafu bylo vypozorovano,
Ze komponenty kontrolnich vzorkd (KOh a K24h) maji shlukovité rozloZeni
a utvareji klastry. Zatimco vzorky od celotélové ozatfenych pacienti (TBIOG
a TBI24h) byly rozmistény ve vétSim rozptylu. Disponovaly tak vétsi variabilitou

¢imz se prokazala diferencovanost jednotlivych skupin vzorki pted a po ozareni.
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Graf 3.1 Bodovy graf rozlozeni vSech vzorki od celotélové ozarenych pacienti (T Oh,

T 24h) a kontrolnich skupin (K Oh, K 24h)
Pro doplnéni vysledkli zlidské plasmy byla do studie dale zahrnuta praseci

plasma z 22 miniprasat, ktera predstavovala jednoduchy a dostupny experimentalni

savCi model s vhodnou genetickou korelaci.
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3.2  Optimalizace postupu odstranéni abundantnich proteint
Pro vybér nejvhodnéjsi metody odstranéni vysoce abundantnich proteint bylo
vyzkousSeno celkem pét deplecnich postuptli: imunodeplece pomoci imunodeplecni
HPLC kolony MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA),
centrifugacni kolonky Agilent MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington, DE,
USA), hexapeptidové knihovny ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), jednorazové centrifugacni kolonky High-Select™
Top14 Abundant Protein Depletion Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) a deplece pomoci ethanolu. Jednotlivé postupy byly aplikovany na lidskou
a praseci plasmu a srovnany. Pro zhodnoceni efektivity jednotlivych deple¢nich
postuptli byla u nich zmétena celkova bilkovina a provedena jednorozmérna sodium
dodecyl sulfat polyakrylamidovéa gelova elektroforéza (SDS-PAGE).

Prvni testovanou variantou byla imunodeple¢ni HPLC kolona MARS Hu-14
(Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA), ktera obsahuje polyklonalni protilatky
pro soucasné specifické odstranéni 14 nejzastoupenéjSich proteini plasmy.
Odstranéni vysoce zastoupenych proteini plasmy bylo provedeno pomoci HPLC
systému Alliance 2695, ktery oproti dale zmifiovanym metodam zpracovava vzorky
automaticky. Tim je zachovan stejny postup se vSemi vzorky, ¢imZ je docilena
pomérné dobra reprodukovatelnost. Deplece jednoho vzorku trvala necelou hodinu
a eluat s nizce zastoupenymi zajmovymi proteiny byl zachytavan pomoci sbérace
frakci (Waters, Milford, MA, USA). Na zhotoveném 1D SDS PAGE gelu je patrné,
ze u lidské plasmy doslo k odstranéni vysoce zastoupenych proteinti, zejména
protein albumin. To mélo za nasledek zviditelnéni vétsiho poctu ostatnich proteint
pritomnych v plasmé, jenZ u nedepletované plasmy nebyly vizualné patrné

(obr. 3.1). Pro lidské vzorky byla tato metoda velmi vhodna, coZ jsme predpokladali.
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Obr. 3.1 1D SDS elektroforeticky gel se vzorkem lidské plasmy (1), depletované
lidské plasmy pomoci kolony MARS Hu-14 HPLC (2) depletované lidské plasmy
technikou hexapeptidové knihovny (3) a proteinovym standardem (4)

Stejna kolona byla pouzita i pri depleci prasecich plasmatickych vzorkt. Podle
chromatogramu nedochazelo k =zachytdvani vysoce zastoupenych proteini
(obr. 3.2). Vretentnim case mezi 10.-20. minutou by mélo dochazet k navazani
vysoce zastoupenych proteini na imobilizované protilatky v kolonce
a samovolnému odtoku nizce zastoupenych. Uspé&$né navazani vysoce zastoupenych
proteind na tyto protilatky by se na chromatogramu projevilo mensi velikosti piki
a plochou pod pikem v daném reten¢nim Case. Neucinnost kolony, ktera je vyrobena
pro depleci lidskych vzork(, vedla k nedostatecné depleci vzorka praseci plasmy.
Na zakladé negativnich vysledkl z chromatogramu nebyla provedena vizualizace

pomoci SDS-PAGE.
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Obr. 3.2 Chromatograficky zaznam imunoafinitni separace praseci plasmy pomoci
imunodeplecni HPLC kolony MARS Hu-14, pii které doSlo knedostatecnému

navazani vysoce zastoupenych proteind.

Soucasné spiedeSlou metodou byla vyzkouSena u obou typd plasmy
centrifugacni kolonka Agilent MARS Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA). U této kolonky byly vzorky nanaseny manualné a pomoci odstredivych sil
bylo dosaZeno jejich protékani pres kolonu. Tuto kolonku se stejnymi protilatkami,
jaka byla pouzita v predeslé depleci jsme zvolili kviili mensi nanasce, pri které
nedochazi ke spotiebovani velkého mnoZstvi vzorku.

Pro lepSi usmérnéni toku byly vzorky nandSeny pomoci injekéni stiikacky. Pri
vizualizaci této deple¢ni metody na lidskych (obr. 3.3) a prasecich (obr. 3.4) vzorcich
pomoci SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze nedoslo k odstranéni vysoce zastoupenych
proteini u obou biologickych vzorkdi. 1 kdyz tato kolona obsahuje stejné
imobilizované protilatky jako predesla, byla zvolena z diivodu zjisténi jednotlivych
rozdilii pfi manipulaci s nimi. Vzhledem k netcinnosti kolony u obou biologickych
materidlech a vysledkd z imunodeplecni HPLC kolona MARS Hu-14 nebyla delece
provedena opakované. Nedostatecna deplece u obou plasem mohla byt zptisobena

nefunkc¢ni kolonou.
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Obr. 3.3 1D SDS elektroforeticky gel se vzorkem proteinového standardu (1),
lidské plasmy (2), depletované lidské plasmy centrifuga¢ni kolonou (3), lidské
plasmy depletované pomoci ethanolu (4), lidské plasmy depletované pomoci
ethanolu - druhé resuspendovani pelety (5), lipidové vrstvy (6), supernatantu 1 (7),

supernatantu 2 (8)
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Obr. 3.4 1D SDS elektroforeticky gel se vzorkem proteinového standardu (1),
praseci plasmy (2), depletované praseci plasmy s centrifugacni kolonou (3),
praseci plasmy depletované pomoci ethanolu (4), prase¢i plasmy depletované
pomoci ethanolu - druhé resuspendovani pelety (5), lipidové vrstvy (6),

supernatantu 1 (7), supernatantu 2 (8)
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Dalsi pouZzitou testovaci variantou pro sniZeni komplexity plasmy byla pouZita
hexapeptidova knihovna ProteoMiner Protein Enrichment Kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Tato metoda byla pouzita pouze na lidskou plasmu
s cilem zjistit, zda tento postup bude vykazovat lepsi vysledky oproti klasické
imunoafinitni depleci. Na gelu je viditelna vys$si detekovatelnost ostatnich proteinii
pritomnych v plasmé, jejichz detekce by v pritomnosti vysoce zastoupenych
proteinli byla zna¢né omezend. Oproti koloné MARS Hu-14 doSlo samoziejmé
vzhledem k principu knihovny k odstranénf jinych proteint (obr. 3.1).

Dale byly pouzity jednorazové centrifugacni kolonky High-Select™ Top14
Abundant Protein Depletion Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Vyhoda téchto kolon byla v pouZiti jedné kolonky na jeden vzorek, ¢imZ se zamezilo
nedostatecnému vymyti kolony po predchozich vzorcich a tzv. carryoveru v pripadé
pouziti vétSiho mnozstvi vzorkl. Dal$im pozitivem byla dostupnost 24 deplec¢nich
kolonek v jednom Kitu, coZ v porovnani s hexapeptidovou knihovnou bylo vice jak
dvojnasobek. Z vizualizace depletované lidské plasmy na polyakrylamidovém gelu
(obr. 3.5) lze konstatovat, Ze doslo k uspéSnému odstranéni vysoce zastoupenych

proteint.

O SeTEs

1 2 3 4 5 & 7 8
Obr. 3.5 1D SDS elektroforeticky gel se vzorkem lidské plasmy (1), depletované
lidské plasmy jednorazovou kolonou (2), praseci plasmy (4, 7), praseci plasmy
depletované jednorazovou kolonou (5), prasec¢i plasmy depletované centrifugacni

kolonou (8) a proteinovym standardem (3,6)

72



Vzhledem ke snadné manipulaci se vzorky, kolonkami a pozitivnimu vysledku
byla metoda pouZita i na praseci plasmu. Po vizualizaci vzorek praseci plasmy
a depletované praseci plasmy jednorazovou kolonkou nevykazoval Zadny rozdil.
Z toho Ize usoudit, Ze opét nedoslo k navazani proteinti na deplecni kolonku.

Vzhledem Kk neucinnosti deple¢nich kolon na prasec¢i plasmu byla dale
vyzkousSena deplece albuminu pomoci ethanolu. K odstranéni albuminu doslo
u lidské i praseci plasmy. Pro zjiSténi efektivity a zhodnoceni spravného postupu
této metody byly na gel naneseny supernatanty, rozpusSténé pelety po odsati
prvniho a druhého supernatantu a ziskana lipidova vrstva. Z gelu bylo patrné,
Ze vétSina albuminu byla obsaZena v prvnim supernatantu a z ¢asti i v druhém,

zatimco v resuspendované peleté byl albumin vyrazné sniZen (obr. 3.3 a 3.4).

Zhodnoceni deplece prasecich vzorki

Vsechny uvedené deplec¢ni kolony jsou vyrabény pro ucely odstranéni abundantnich
proteini ze vzorkd lidské plasmy. Neadekvatni navazani proteini
na imobilizované protilatky v koloné vedla k nedostate¢né depleci ekvivalentnich
proteind plasmy miniprasat. Z tohoto diivodu byla na praseci plasmatické vzorky
pouzita deplece albuminu sraZenim ethanolem. Tato metoda neni limitovana
poctem vzorku a neni finan¢né nakladna. Pti zhodnoceni i¢innosti metody pomoci
gelu bylo patrné, Ze vysoce zastoupeny albumin byl vyzmnamné odstranén a méné
zastoupené proteiny byly zviditelnény. DalSim krokem bylo orienta¢ni ovéreni
obsahu proteinii v depletovanych vzorcich. Obsah bilkovin byl méfen celkem
dvakrat a byl proveden u smésnych vzorkd ozarené skupiny. Obsah bilkovin
ve vzorku praseci plasmy byl naméren s hodnotou 79 * 4,3 pg/ul u centrifugacni
kolonky byl 71 * 1,8 pg/ pl, u jednorazové kolony byl 0,5 + 0,006 pg/ pl. U deplece
za pouZiti ethanolu bylo stanoveni obsahu bilkoviny zméreno ve vSech vzorcich
u obou skupin. U skupiny pred ozarenim byl obsah bilkovin naméren s hodnotou
0,4 + 0,1 pg/ pl a u celotélové ozarené skupiny byl obsah bilkovin 0,5 * 0,2 pg/ pl.
Pro ovéfeni mnozZstvi proteinli po depleci v lidské plasmé byly ziskané hodnoty
po zméreni metodou BCA prepocitany na celkovy vytézek z plasmatického vzorku
(tab. 3.1). Obsah bilkovin v plasmé potvrdil neticinnost centrifuga¢ni kolony, tak jak
bylo vyobrazeno na gelu. U jednorazové kolonky dosSlo k odstranéni velké Casti

bilkovin, ale pri orientatnim zobrazeni na gelu bylo vidét, Ze albumin nebyl
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odstranén. Dle vysledkli pouZitych metod a z finan¢niho hlediska bylo pro dpravu

koncentracniho rozpéti plasmy zvolena deplece pomoci ethanolu.

Typ deplece Stanoveni bilkoviny v | Procentualni vyjadreni
praseci plasmé bilkoviny v praseci
[ug/ul] plasmé
Nedepletovana plasma 79 100 %
Centrifuga¢ni kolonka
71 90 %
MARS Hu 14
Jednorazové centrifugacni
0,5 0,6 %
kolonky High-Select™
Ethanol neozarena
0,4 0,5%
skupina
Ethanol ozarena skupiny 0,5 0,7 %

Tab. 3.1 Celkové stanoveni bilkoviny v prase¢i plasmé svyuzitim rlznych

deplec¢nich postupti

Zhodnoceni deplece lidskych vzorkii

Pti pouziti vSech zminiovanych metod ve vzorcich lidské plasmy kromé centrifugacni
kolonky Agilent MARS Hu-14 bylo docileno k odstranéni vétSiny abundantnich
proteind. Netspésna deplece u zminiované kolonky mohla nastat z dtivodu naplnéni
kapacity kolony, ¢i poSkozeni deple¢ni kolony.

a imunoglobulint, které jsou ve vzorcich ve velkém mnozstvi a zastiraji minoritni
proteiny. Jednorazova centrifugacni kolonka High-Select™ Top14 Abundant Protein
Depletion Resin byla v odstranéni albuminu dle vysledka na polyakrylamidovém
gelu nejefektivnéjsi. U pouziti hexapeptidové knihovny doSlo sice knartstu
detekovatelnosti minoritnich proteinti, ale oproti jednorazové kolonce nebyl
albumin odstranén dostatecné.]Je to z toho diivodu, Ze knihovna obsahuje omezeny
pocet vazebnych mist v podobé hexapeptidii, a proto vysoce zastoupené proteiny
rychle zaplni volna mista a prebytecné bilkoviny jsou odmyty (Paulus and Wehr,
2007). Dochazi tak k vyrovnani pomérovych rozdilti mezi minoritnimi a majoritnimi

proteiny ve vzorku. Tim dochdzi k potlaceni kvantitativnich rozdili mezi proteiny
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ve vzorcich a dalsi kvantitativni analyza je obtizna. Deplece pomoci ethanolu
dosahla k ispésnému odstranéni nezadouciho albuminu, ale cely proces je velmi
narocny a oproti jednorazovym kolonkdm pfti pouziti vétSiho poctu vzorkl by mohlo
snadno dojit kneZadouci chybé kterd& by méla negativni dopad
na reprodukovatelnost.

DalSim krokem bylo orienta¢ni ovéfeni obsahu proteinti v depletovanych
vzorcich. Obsah bilkovin byl méren celkem dvakrat a byl proveden u smésnych
nedepletovanych vzorki, u depletovanych vzorkii pomoci imunodeple¢ni HPLC
kolony MARS Hu-14 a hexapeptidové knihovny. V ptripadé deplece pomoci ethanolu
a centrifugacni kolonky Agilent MARS Hu-14 bylo stanoveni obsahu bilkovin méreno
dvakrat a bylo provedeno na vzorku od leukemického pacienta pred ozarenim.
Stanoveni obsahu bilkovin u depletovanych vzorki pomoci jednorazovych
centrifugacnich kolonek High-Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin
bylo provedeno u kazdého vzorku vzlast.

Obsah bilkovin u nedepletovanych vzorkl byl u skupiny KOh 65 + 5,1 ug/ ul, K24h
65 * 6,1 pg/ pl, TBIOG 61 * 4,3 pg/ pl, TBI24 h 66 + 3,1 pg/ pl. U kolony MARS
Hu-14 HPLC byl obsah bilkoviny u skupiny KOh 0,5 + 0,06 pug/ ul, K24h 0,6 + 0,06
ug/ ul, TBI 0G 0,5 + 0,03 pg/ ul, TBI24 h 0,8 + 0,01 pg/ ul. U centrifugacni kolony
0,2 + 0,01pg/ pl, metodou hexapeptidové knihovny byl obsah bilkovin naméren
u skupiny KOh 0,5 = 0,1 pg/ pl, K24h 0,6 * 0,03 pg/ pl, TBI 0G 0,5 £ 0,1 pg/ pl,
TBI24 h 0,6 £ 0,1 pg/ pl, u jednorazove kolony byl obsah bilkovin u skupiny TBI 0G
0,2 + 0,01 pg/ pl, TBI24h 0,2 + 0,01 pg/ pl a u ethanolu byl zméren s hodnotou
0,3 + 0,05 pg/ pl. Pro ovéreni mnoZzstvi proteinti po depleci v lidské plasmé byly
ziskané hodnoty po zméfeni metodou BCA prepocitdny na celkovy vytézek
z plasmatického vzorku (tab. 3.2). Pro Upravu koncentra¢niho rozpéti lidské plasmy
vzhledem k vysledkiim z SDS-PAGE, financim a k velkému mnozstvi vzorkl byla
zvolena imunoafinitni deplece pomocijednorazovych centrifuga¢nich kolonek High-

Select™ Top14 Abundant Protein Depletion Resin.
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Typ deplece Typ vzorku Stanoveni Procentualni
bilkoviny v lidské | vyjadreni bilkoviny
plasmé [ug/ul] v lidské plasmé
KOh 65 100 %
nedepletovana K24 h 65 100 %
plasma TBIOG 61 100 %
TBI24h 66 100 %
KOh 0,5 0,75%
HPLC MARS Hu K24h 0,6 0,92 %
14 kolona TBIOG 0,6 0,98 %
TBI24h 0,8 1,21 %
centrifugacni
kolonka MARS 7B 0G 0,2 0,33%
Hu 14
KOh 0,5 0,8 %
hexapeptidova K24h 0,6 0,9 %
knihovna TBIOG 0,5 0,8 %
TBI24h 0,6 0,9 %
jednorazove TBIOG 0,2 0,3 %
centrifugacni
kolonky High- TBI24h 0,2 0,3 %
Select™
ethanol 7B 0G 0,3 0,5%

Tab. 3.2 Celkové stanoveni bilkoviny v lidské plasmé s vyuzitim riiznych deple¢nich

postuptli

3.3  Vybér biomarkert ozareni v lidské plasmé

Pro identifikaci irelevantnich proteinti, které jsou spojené s onemocnénim
leukemickych pacientli, byly porovnavany vzorky od leukemickych pacientt
a zdravych darct v ¢ase 0 h. Pro odstranéni proteinti, u kterych se hladina méni
v ramci cirkadianniho cyklu byly vzorky porovnavany od zdravych darct v ¢ase 0 h

a 24 h. Hladina hodnot, ktera byla povazovana za prirozené stabilni zménu proteini,
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byla stanovena v rozmezi 0.89-1.21 na statistické hladiné vyznamnosti p < 0.05.
Za vyznamné statisticky signifikantné zménéné proteiny pti porovnavani vzorki
od leukemickych pacientli v ¢ase 0 G a 24 h byly povazovany ty se stanovenou
zménou mensi nez 0.89nasobnou a vétsi neZ 1.21nasobnou. Do dalsi selekce bylo
zahrnuto odstranéni proteind, které byly v nasi studii brany jako kontaminanty.
V prvni radé se to tykalo keratinu, ktery byl do vzorkl zanesen ziejmé pii jejich
manipulaci, pripravé na proteomickou analyzu nebo pii odbéru krve. Pro  vybér
potencidlnich kandidati byla vySe uvedena kritéria zachovana pti dal$ich analyzach
lidskych i prasecich vzorkd.

U lidské plasmy byly provedeny celkem 4 analyzy LFQ1, LFQ2, TMT1 a TMT?2.
Na zakladé experimentu LFQ1 bylo identifikovano 285 proteinii, z nichz 16
vykazovalo zménu hladiny po ozareni na statistické hladiné vyznamnosti p < 0.05
(tab. 3.3). Celkem 12 proteini bylo koncentracné zvysenych a 4 byly koncentra¢né
sniZené. Mezi nejvice zménéné proteiny patrily flavinova reduktaza, filamin A,
protein  obsahujici  dezintegrinovou a  metaloproteindzovou doménu
a tyrozinkinaza.

Prvnim zminénym proteinem s nejvyssim koncentra¢nim zvysSenim byla flavinova
reduktaza (BLVRB), kterd se podili na odstraniovani kysliku z plasmy. Dochazi
tak k vétsi odolnosti tkani vii¢i oxidacnimu stresu jenz vznika po expozici IZ (Knaus
etal, 2017). Volné flaviny generované flavinovou reduktazou slouzi jako potencialni
zdroj H202, jenZ prispiva k navysSeni ROS v plasmé (Seaver and Imlay, 2004). DalSim
proteinem byl filamin A (FLNA), ktery reaguje na posSkozeni DNA a tumor
supresorovych genti BRCA1 a BRCA2. Deficit FLNA zpusobuje naruseni opravy
dvoutetézcovych zlomi DNA (DSB), coz vede k senzibilizaci bunék na IZ
(Yue et al,, 2012). Nepritomnost filaminu A ohroZuje HR a NHE] (Velkova et al,,
2010).

Mezi nejvyznamnéjsi proteiny, které byly detekovany prostrednictvim analyzy
LFQ1 ajejichz hladina po ozareni v organismu stoupa byly peroxiredoxin 2, katalaza
a laktoferin. Peroxiredoxin 2 (PRDX2) je antioxidantni enzym, ktery vyuziva
proteinem v erytrocytech a byl identifikovan u bakterii, rostlin, kvasinek a savci.
Patri do skupiny peroxidaz, které se podili na enzymatické degradaci organickych

a anorganickych hydroperoxidt (Low et al., 2008; Wood et al., 2003). PRDX2 je
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hlavnim typem peroxiredoxinii a hraje dulezitou roli v prevenci poskozeni
zprostiedkovaného ROS v erytrocytech (Maetal., 2019, p. 2). Vztah mezi IZ a PRDX2
byl popsan ve studii Sharapova a kolektivu, kde byl ozafen zvifeci model
subletalnimi a letdlnimi davkami a byl detekovan radioprotektivni u¢inek PRDX2.
Intravenéznim podavanim zminovaného proteinu modelovému organismu pred
expozici IZ prispélo k vyrazné vyssi mire preZiti jedinct a také doslo k potlaceni
rozvoje leukopenie, trombocytopenie a kochrané bunék Kkostni drené pied
poskozenim genomu DNA. Navic doSlo k potlaceni apoptdzy, stimulace bunécné
proliferace a k rychlejSimu obnoveni redoxniho stavu bunék (Sharapov etal., 2019).
Pti plsobeni IZ dochazi k tvorbé ROS a k hemolyze erytrocyti ze kterych se uvoliiuje
PRDX2, ty na sebe navazuji H202 ¢imZ dochazi kjejich oxidaci a uvolnéni H20
do okoli (obr. 3.6). Dalsi vyzamnou vlastnosti je chaperonova aktivita, ktera je
indukovana oxidaci cysteinu peroxidazy ptisobenim IZ nebo zvySenim teploty. Tim
dochazi ke zméné prostorového uspoiadani ,shlukovani“ proteinii a k navozeni

stresové odpovédi (Jang et al., 2004).

Chaperon @ lonizujici zareni
D
P B O g
e

Prx2(requced) + H202 + 2H" > Prx2 (oxidised) + 2H20 i hemolyza

uvolnéni
Prx2

Obr. 3.6 Schéma zobrazujici plisobeni peroxiredoxinu 2 (Prx2) (Upraveno podle

Sharapov et al., 2019)

Katalaza (CAT) je silny antioxida¢ni enzym, ktery se nachazi témér ve vSech zivych
organismech, jehoz funkci je preména peroxidu vodiku na vodik a vodu (Xiao et al,,
2015). Tento protein by mohl byt zajimavy ve vztahu k IZ, jelikoZ zachytava ROS
v organismu. [ kdyZ neni v primém vztahu kIZ publikovan, tak ve studii Shen
a kolektivu zvyseni hladiny CAT miiZe chranit fadu tkani pred poskozenim
zplisobenym oxida¢nim stresem (Shen et al, 2012). Poslednim vhodnym
biomarkerem je laktotransferin (LTF), ktery patii mezi antioxidanty a inhibuje

ucinky Fentonovy reakce a naslednych hydroxylovych radikalti prostrednictvim
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chelatace Zeleza (Kopaeva et al., 2022; Shimmura et al., 1996). Laktotransferin
se podili na rtznych fyziologickych procesech, v€etné vazby a transportu ionti
Zeleza, imunitnich a zanétlivych reakci. Tento protein mad mnohocetné ochranné
funkce a radioprotektivni vlastnosti (Garcia-Montoya et al., 2012).

Prvnim sniZenim proteinem byla tyrozinkinaza (ITK) casto oznaCovana jako
interleukinem indukovana T bunéc¢na kinaza. Podili se na imunitni odpovédi
a zejména aktivuje pomocné a T buniky (Zhong et al.,, 2014). U ozarenych mysi,
ktery podstoupily 1écbu v podobé podavani tyrozinkindzovych inhibitord,
byl zjiStén pozitivni dopad na radioprotekci slinné zlazy (Wie et al., 2017). Z toho lze
usuzovat, Ze snizeni tyrozinkindzy v organismu miize vyvolat radioprotektivni
ucinky. Protein obsahujici dezintegrinovou a metaloproteinazovou doménu
(ADAMTS13) se podili na opravach tkani a procesech hojeni ran. Pri téchto
procesech dochazi knavySeni hladin v neporuSenych i poSkozenych tkanich
(Hodgkinson et al., 2010). Podili se na kardiovaskularni remodelaci, regulaci jejich
funkci a také se ucastni patologickych procest, jako je napi. kardiovaskularni
onemocnéni, zanét, oxidacni stres, metastazovani nadort (Takawale et al., 2015).
Bylo zjisténo, Ze ADAMTS13 miZe byt spojen s prezitim cévnich bunék po expozici
IZ (McRobb et al., 2017).

U detekovanych proteint vybranych na zakladé kritérii byly v dostupné databazi
string porovnany vzajemné interakce. Jednotlivé proteiny byly usporadany
do 5 klastrii. Nejzastoupenéjsi skupina jenz je oznacena ¢ervené obsahuje proteiny,
které se podili na odstranéni ROS (obr. 3.7). Ostatni se podili na imunitni reakci

¢i na strukture bunék.
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Obr. 3.7 Vzajemné interakce proteinti detekované v experimentu LFQ1 a jejich
usporadani do 5 klastrii. Cervena skupina obsahuje proteiny souvisejici s detoxikaci
ROS. Zluta skupina obsahuje proteiny zodpovédné za udrZeni vnitini struktury
a organizaci bunlky. Svétle modra souvisi s komplementovou kaskddou. Tmavé

modra a zelena oznacuje zbyvajici proteiny bez interakci (www.string-db.org).

Vdruhém experimentu LFQ2 bylo identifikovdno 308 proteind, z nichz 34
vykazovalo zménu hladiny po ozareni na statistické hladiné vyznamnosti p < 0.05
(tab. 3.4). Celkem 20 proteinii bylo koncentrac¢né sniZenych a 14 bylo koncentracné
zvySenych. Mezi nejvice zménéné proteiny na statistické hladiné vyznamnosti
p < 0.05 sregulaci nahoru byly protein S100-A12, desmokolin 1, nesprin 1,
peroxiredoxin 1, C reaktivni protein a s regulaci doli byly flavinova reduktaza,
trombospondin 1, hemoglobinova podjednotka D, sérovy amyloid, desti¢kovy faktor
4, karbonicka anhydraza 2.

Protein $100-A12 spolu s proteiny S100-A8 a S100-A9 je hlavnim prozanétlivym
a se stresem souvisejicim proteinem spadajici do pocetné rodiny S100. Je napojen
na signalni drahu p53 souvisejici s poSkozenim DNA vlivem IZ (Van Dieck et al,,
2009). Piimo se podili na aktivaci endotelialnich bunék, mononuklearnich fagocyti
a lymfocyta (Roth et al., 2003). ZvySené hladiny S100-A12 byly zaznamenany u lidi
s lokalnim a systémovym zanétem (Kessel et al., 2013). Desmokolin-1 (DSC1) je

desmosomalni transmembranovy glykoprotein, ktery zajiStuje adhezi mezi
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burikami (Chidgey, 2002; Lapcik et al., 2023). V publikaci Ogita a spol. pti lokalnim
ozareni dasni doslo k navySeni hladiny desmokolinu 1 (Ogita et al., 2015). DalS$im
zvySenym proteinem byl nesprin 1 (SYNE1), ktery hraje zasadni roli v bunécné
signalizaci, genové regulaci a udrZuje stabilitu buné¢nych struktur (Sur et al., 2014).
SYNE1 je nezbytny pro spravné fungovani proteinti, které maji tlohu pti opravach
DNA (Sur-Erdem et al., 2020). Peroxiredoxin1l (PRDX1) a jiZ zminnovany PRDX2
spada do skupiny peroxidaz, které se vyskytuji v Sesti rliznych izoformach. Ackoli
se jejich jednotlivé role v antioxidatni ochrané znacné liSi, vSechny katalyzuji
redukci organickych hydroperoxidi, peroxynitritu (Neumann et al., 2009) a Hz202
jenz zpisobuje oxidaci proteinovych thioli, naptiklad v proteinovych
tyrozinfosfatazach (PTPs) (Lee et al., 1998). Vedle katalazy a glutathionperoxidazy,
PRDX1 a 2 jsou tretimi nejhojnéjSimi antioxida¢nimi proteiny v erytrocytech a jejich
deficit vede k hemolytické anémii (Ho et al, 1997). Pritomnost peroxiredoxint
v organismu signalizuje vyskyt peroxidd (Diet et al., 2007). Jinym vyznamnym
proteinem identifikovanym v plasmé byl C reaktivni protein (CRP), ktery je
primarné syntetizovan v jaternich hepatocytech a nasledné uvoliiovan do plasmy.
Doba rozpadu tohoto proteinu je 19 hodin a hlavnim induktorem jeho syntézy je
interleukin 6 (IL-6) (Dupuy et al., 2003). Mezi dalsi induktory patfi prozanétlivé
cytokiny, jako je interleukin 1 (IL-1), tumor nekrotizujici faktor
(TNF- a) (Peisajovich et al., 2008). CRP hraje spolu s prozanétlivymi cytokiny
dtleZitou roli ve vrozené imunité, vazbé imunoglobulinovych receptorti, opsonizaci,
aktivaci komplementu a zanétu (Loganathan et al., 2020). Jeho funkce je predevSim
v tadé patogennich procesd, jako je aterosklerdza, ktera je zpiisobena IZ
(Ryu et al.,, 2022). Dale byl CRP klasifikovan jako rizikovy faktor kardiovaskularnich
onemocnéni (KVO), ktery hraje ptimou roli pfi jejich vzniku (Li and Fang, 2004).
Predchozi epidemiologické studie naznacuji, Ze expozice nizkym a stfednim davkam
IZ muze zvySovat riziko KVO, zatimco vysoké davky urychluji rozvoj aterosklerézy.
ZvySeni hladin CRP po ozareni potvrdila studie Cengizové a spol, v niZ bylo 51
pacientek s diagn6zou karcinomu endometria ozareno celkovou davkou 50,4 Gy.
Hodnoty po ozareni se zvySily aZ dvojnasobné ve srovnani s hodnotami pred
ozarenim (Cengiz et al., 2001). Podobné vysledky mély i jiné studie zabyvajici
se stejnou tematikou (Ki et al., 2009; Ossetrova et al., 2011). Ackoli se stanoveni

hladiny CRP béZné pouZziva jako marker pri béZnych nachlazenich a zanétech
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(Dupuy et al., 2003), tak by i presto mohl slouZit jako doplnkovy marker pri
radiacnich udalostech.

U flavinové reduktazy dochazi ke zvySeni hladiny po vystaveni se oxidacnimu
stresu (Pluder et al,, 2011). Tento poznatek byl uveden jiZ na strané 84, ale v této
analyze doslo k jeho koncentra¢nimu sniZeni. Mohlo by to byt zptisobeno vysokou
variabilitou mezi vzorky, ktera ve vysledném hodnoceni mize zptsobovat rozdily
mezi jednotlivymi analyzami. K potrvzeni zavéru by bylo potfeba analyzu provést
znovu se zamérenim na tento protein. Trombospondin 1 (THBS1) interaguje
s bunécénymi receptory, ristovymi faktory, cytokiny a protedzami. Prostrednictvim
téchto interakci reguluje aktivitu ligandi a bunécnou odpovéd na podnéty
z prostredi, C¢imz prispiva k fyziologickym a patologickym procesim
(Resovi et al., 2014). SniZena aktivita THBS1 vede ke zvySeni radiorezistence. Toto
tvrzeni testovali na mySich modelech se snizenym THBS1. SniZeni tohoto proteinu
a ozareni zadni koncetiny davkou 25 Gy vedlo k poklesu apoptézy ve svalovych
buiitkdch oproti mySim bez sniZzeného THBS1 (Isenberg et al, 2008).
Hemoglobinova podjednotka delta (HEMD) je soucasti molekuly hemoglobinu,
kterad se nachazi v erytrocytech. Plisobenim IZ na hemglobinové podjednotky vede
ke zméné konfigurace Zeleza prostiednictvim volnych radikalli, ¢imz dochazi
k neschopnosti vazat kyslik (De Oliveira et al., 2013). Hemoglobinové podjednotky
jsou soucasti erytrocytli, které jsou vystaveny vétSimu oxidacnimu stresu neZ
jakykoli jiny typ bunék kviili velkému mnozstvi hemového Zeleza. Vlivem IZ dochazi
k narusenti jejich struktury a uvolnéni hemoglobinii z erytrocyti (Lee et al., 2003).
Protein sérovy amyloid A (SAA) je predevSim syntetizovan vjatrech a je
reakce patrii sérovy amyloid A1l a A2. Spole¢né s CRP dochazi k navyseni hladiny
po infekcich, ftrazech a jinych podnétech. Proteiny SAA interaguji
se specifickymi receptory a podileji se na remodelaci tkdni prostrednictvim
metaloproteinaz a lokalnich tkanovych zménach pri aterosklerdze (Sack, 2020).
V experimentalni studii Sproulla a kolektivu hodnotili sérovy amyloid A jako
biomarker expozice 1Z v mysi plasmé. Desetitydenni mysi samice byly celotélové
ozareny davkou 1-8 Gy a zhodnoceny po 24 hodinach. Hladina testovaného proteinu
byla statisticky zvySena oproti kontrole ve vSech expozicich (Sproull et al., 2019).

Pii podstoupeni radioterapie u pacientl s rektdlnim karcinomem davkou 5 Gy
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po dobu 5 dnii doSlo ke zvysSeni hladiny SAA aZ trojnasobné (Holm et al., 2020).
V nasem pripadé doSlo ke sniZeni hladiny SAA v plasmé. Stejné jako u flavinové
reduktazy by bylo vhodné ovérit si vysledek dalsi analyzou. Destickovy faktor 4
(PF4) je clen rodiny chemokini, ktery inhibuje riist hematopoetickych kmenovych
bunék a adhezi k endotelu. Podili se na sniZeni citlivosti bunék kostni diené
k chemoterapii a urychluje obnovu mysi krvetvorby po celkovém ozateni téla (Chen
et al., 2014). Endogenni hladiny PF4 ovliviiuji obnovu poctu krevnich destic¢ek
po radiacnim poskozeni. Bylo zjiSténo, Ze PF4 patfi mezi inhibitory
megakaryopoézy. Pri sniZzeném obsahu PF4 v organismu dochazi k zvySeni poctu
trombocytli po IZ (Lambert et al., 2011). Karbonicka anhydraza 2 (CA2) je
metaloenzym, ktery se podili na zivotné dilezitych fyziologickych a patologickych
procesech, jako je homeostaza pH a CO:2 (Sjoblom et al, 2009), transport
bikarbonatu a COz2, resorpce kosti, kalcifikace a nadorové bujeni. Jeho absence mize
vést k osteoporoze, renalni tubuldrni acidéze a cerebralni kalcifikaci. Je pritomen
predevSim v pneumocytech typu II. Vzhledem k tomuto jedinecnému umisténi
se predpokladd, Ze CA2 se podili na plicnich funkcich, jako je regulace sekrece
tekutin a usnadnéni eliminace CO2 (Chiang et al., 2002). Pfima souvislost s IZ nebyla
v radiobiologické literature prokazana, ale u karbonické anhydrazy IX bylo zjisténo,
Ze se podili na ochrané bunék karcinomu ledvin pted IZ (Rini and Small, 2005).
Mezi dal$i koncentracné sniZeny protein, ktery byl detekovan v lidské plasmé byl
Lysozym C (LYZ). Jedna se o glykosidazu, ktera se vyskytuje v riiznych typech tkani,
tj. v plasmé, slinach, jatrech a kloubni chrupavce a vyznacuje se antibakterialni
schopnosti (Reitamo et al., 1978). Pfi ozareni proteinu lysozymu dochazi k naruSeni
jeho struktury a ke snizeni celkového mnoZstvi enzymu v plasmé
(Edwards et al., 2002). Franzini a spol. pozorovali, Ze hydroxylovy radikal OH
a sekundarni volné radikaly zptsobuji zmény v lysozymu. Zejména maji vliv
na sniZeni jeho aktivity, ktera klesa s velikosti obdrZené davky (Franzini et al,,
1993). ZvySena hladina byla potvrzena u proteinu $S100-A8. Patii mezi hlavni
prozanétlivy a se stresem souvisejici protein rodiny S100 (Roth et al., 2003). Byl
identifikovan u autoimunnich onemocnéni (Choi et al.,, 2014) a jeho hladina se méni
v pritomnosti karcinomu zejména karcinomu ledvin (Mirza et al, 2014),
adenokarcinomu Zaludku (Choi et al., 2012) a kolorektalniho karcinomu (Duan et

al, 2013). Spojovan je predevSim s vrozenou imunitou vzhledem ke schopnosti
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aktivovat toll-like receptor 4 (Dessing et al., 2015). Pfima souvislost s IZ nebyla
prokazana, ale mohl by byt vyuZivan jako dopliikovy marker spolu s CRP.
Identifikované proteiny byly roztridény do 5 klastrti a porovnany z hlediska jejich
vzajemnych vazeb. Nejvice proteinl souviselo s imunitni reakci a opsonizaci. Dals{
proteiny byly zodpovédné za odstranéni oxidantl a Ucasti v zanétlivé odpovédi.

Ostatni proteiny souvisely se zanétlivou reakci a adhezi bunék (obr. 3.8).
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Obr. 3.8 Vzajemné interakce proteinli detekované v experimentu LFQ2 a jejich

usporadani do 5 klastri. Cervena skupina obsahuje proteiny souvisejici s bunéénou
adhezi. Zluta skupina obsahuje proteiny téastnici se zanétlivé odpovédi. Zelena
se podili na bunécné detoxikaci oxidantli. Tmavé modra souvisi s komplementovou
kaskadou a svétle modra se podili se na akutni imunitni odpovédi a opsonizaci.

(www.string-db.org).
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Dalsi kvantifikacni analyza pouzita u lidské plasmy byla pomoci znacici metody
TMT, ktera vychazela z analyzy smésnych vzorki.

Analyza dat TMT1 vedla k identifikaci 356 proteint, z nichZ 19 vykazovalo zménu
hladiny po ozareni na statistické hladiné vyznamnosti (p < 0,05). Celkem 4 proteiny
byly koncentracné snizeny a 15 proteinii bylo koncentracné zvysenych (tab. 3.5).
Mezi nejvice zménéné proteiny na statistické hladiné vyznamnosti p < 0.05
sregulaci nahoru byly desticky aktivujici faktor acetyl-hydrolaza, karbonicka
anhydraza 2, tsukushi, protein S100-A6, peroxiredoxin 2 a s regulaci doli byly
rastovy faktor podobny inzulinu II a protein disulfid izomeraza.

Desticky aktivujici faktor acetyl-hydrolaza (PLA2G7) ma rozmanité
fyziologické a patologické funkce. Zejména se ucastni zanétlivych a alergickych
reakci jako lipidovy mediator (Stafforini et al., 1997). Pfima souvislost s IZ nebyla
v radiobiologické literature zatim prokazana. DalSim detekovanym proteinem byla
karbonicka anhydraza 2, ktera jiz byla zminéna a jeji vztah kIZ byl popsan
na strané 90. Tsukushi (TSK) patfi do rodiny malych proteoglykani bohatych
na leucin a podili se na rilistu kosti, hojeni ran a regulaci kmenovych bunék sitnice
(Ohta et al, 2019). Utastni se signalnich drah, které jsou dleZité pro vyvoj
a metabolismus. Reguluje buné¢nou komunikaci, proliferaci a osud bunék (Istiaq
and Ohta, 2022). V dostupné literature nebyla nalezena spojitost s IZ. Protein S100-
A6 je jednim z dalSich proteini spadajici do rodiny S100, které vazou Ca2*.
V omezeném mnozstvi vznika v normalnich tkanich a v nékolika typech nddorovych
bunék. Jako intracelularni protein se S100-A6 podili na regulaci nékolika bunécnych
funkci, jako je proliferace, apoptéza, dynamika cytoskeletu a bunécna odpovéd
na rizné stresové faktory. (Donato et al., 2017). ZvySena hladina proteinu S100-A6
v bunikach karcinomu tlustého stfeva a plic byla zaznamenana po jejich vystaveni
se IZ. (Orre et al., 2007). IZ ma vliv na zvySeni ROS v buiikach, které se podili
na vzniku bunéc¢ného oxidacniho stresu. Tato zména vede k intracelularni redoxni
nerovnovaze, jenZ by mohla byt zodpovédna za zmény v hladiné S100-A6 (Leach et
al, 2001). Na zesilovani oxida¢niho stresu se podili i signalni draha p53, ktera ma
schopnost zvySovat produkci ROS (Sawada et al., 2004). Rozdily v hladiné proteinu
S100-A6 po ozareni by mohly souviset s p53. Pri ptisobeni H202 na drdhu p53 doslo
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ke zvyseni hladiny S100-A6 po dobu 48h (Lesniak et al., 2005). DalSim zvySenym
proteinem byl peroxiredoxin 2, ktery byl jiZ zminén na stranach 84-85.

Bylo prokazano, Ze inzulinu podobny riistovy faktor 2 (IGFBP2) hraje
dlilezitou roli ve vyvoji, ristu a prezivani bunék. IGFBP2 miiZe plisobit jako faktor
k preziti tim, Ze inhibuje apoptézu vyvolanou poSkozenim DNA, ¢i pouzitim
chemoterapeutickych latek (Zhang et al., 1999). Spada do IGF drahy, ktera se podili
na radiorezistenci. Tuto teorii dokazuji i nékteré dale zminéné studie. Napriklad
analyza neozarenych a ozafenych mySi potvrdila, Ze radiosenzitivita
a preZiti po ozareni souviseji mimo jiné se stavem aktivace tkanové a systémové
signalizace IGF-1 (Zinati-Saeed et al., 2020). ZvySenou hladinu IGFBP2 u potkani
zaznamenala experimentalni studie Wanga a kolektivu i po tydnu od ozareni pravé
koncetiny davkou 17.5 Gy (Wang et al., 2007). V nasi studii doslo k opacné tendenci.
Mohlo to byt zptlisobené vystavenim subjektu rozdilné davce IZ, nebo odbérem
biologického materialu vjiném cCasovém intervalu. Opacny vysledek mohl byt
zplsoben i vysokou variabilitou mezi vzorky. Pri dalSim experimentu by bylo
vhodné tento protein ovérit na vice vzorcich znovu.

Protein disulfid izomeraza (PDI) je clenem velké rodiny dithiol/disulfid
oxidoreduktaz a katalyzuji tvorbu disulfidovych vazeb (Ferrari and Sé6ling, 1999).
Vyskytuji se zejména vendoplasmatickém retikulu (ER) a jsou vylucovany
predevsim z hepatocytli, endotelidlnich bunék ¢i krevnich destic¢ek. V ER piisobi jako
chaperony a ucastni se kontroly kvality pro spravné skladani proteini. Mimo ER
se podili na dilezitych biologickych procesech, které souvisi s redoxnimi
vlastnostmi a asociaci s DNA. Zrejmé je zapojena i do imunitnich reakci, jelikoZ
znacné mnozstvi PDI bylo nalezeno i na povrchu lidskych B-Imfocytt (Turano et al.,
2002). PDI navazuje na ¢innost jinych enzymi pritomnych v ER (GPX 7 a 8, PRDX 4),
jenZ se podili na katalytické redukci H202 vyprodukovaného oxidoreduktinem 1. Pri
tomto procesu dochazi k preméné C57 a C86 GPX7 na kyselinu sulfenovou (disulfid),
ktera je redukovana PDI (Ali Khan and Mutus, 2014).

Mezi dalSi proteiny jejichZ hladiny se v organismu zvySuji po vystaveni se IZ byly
manoza vazajici protein C a katalaza.

Manéza vazajici protein C také oznacovana jako lektin vazajici manézu (MBL2)
reaguje na expozici IZ zvySenim hladiny a aktivaci lektinové drahy komplementu

(Collard et al., 2001). Ke zvySeni hladiny MBL2 v plasmé doSlo i v pripadé
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exponovanych mysi davkou 3 Gy (Rithidech et al., 2009). Dalsim proteinem byla
katalaza, kterd jiZ byla popsana na strané 85.

Pii porovnavani vzdjemnych interakci bylo identifikovano nejvice proteint
zodpovédnych za prenos signalti a bunécnou komunikaci. Celkem ¢tyfi proteiny
se podili na detoxikaci ROS a zbytek proteinli souvisel s metabolismem lipidd,

aktivaci komplementu a opsonizaci (obr. 3.9).
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Obr. 3.9 Vzajemné interakce proteini detekované v experimentu TMT1 a jejich
usporadani do 5 klastrii. Cervena skupina obsahuje proteiny t¢astnici se detoxikace
ROS. Zluta skupina zprostiedkovava pienos signalti a bunéénou koumnikaci. Svétle
zelend se podili na aktivaci komplementu a opsonizaci. Svétlé modra souvisi
s metabolismem lipid{i a tmavé modra oznacuje zbyvajici proteiny bez interakci

(www.string-db.org).

V souboru dat z TMT2 bylo identifikovano 346 proteint, z nichz 28 vykazovalo
zménu hladiny po ozareni na statistické hladiné vyznamnosti p < 0.05 (tab. 3.6).
Celkem 15 proteinti bylo koncentra¢né zvysSenych a 13 proteint bylo koncentracné
sniZzenych. Mezi nejvice zménéné proteiny na statistické hladiné vyznamnosti
p < 0.05 sregulaci nahoru byly alfa amyldza 1A, protein krevnich desticek, CRP,
S100-A6 a THBSI1.
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Alfa amylaza 1A (AMY1A) je dalsim z hlavnich kandidat nalezenych v této
studii. Tento amyolyticky enzym katalyzujici alfa-1,4-glykosid, se vaZe na Skrob
a dalsi pribuzné alfa-glukany (Janecek et al, 2014). Je zejména produkovan
v slinnych Zlazach a jejich lokalni vystaveni IZ vede k zvySeni koncentrace amylazy
v séru. Proto byla navrZena korelace mezi amyldzou v séru a obdrZenou davkou
zareni, ¢imz doslo ke stanoveni casného biomarkeru poskozeni slinnych Zlaz
(Becciolini et al.,, 1984). Predchozi studie ukazaly, Ze produkce amylazy se pri
lokalnim ozareni slinnych Zlaz zvysila az 80krat. Celotélové ozareni vSak v tomto
ohledu nartist AMY1A nezvysil. Byla pozorovana jen mala nebo Zadné zména v jeji
produkci (Hofmann et al, 1990). Na druhou stranu jina studie provedena
na primatech rhesus makak odhalila konzistentni nartist AMY1A v plasmé 1 den
po celotélovém ozareni (Blakely et al., 2007), coZ je v souladu s pozorovanim
provedenym v této studii. Protein krevnich desticek (PPBP) patii do rodiny
chemokint CXC a je zndmy jako hlavni granularni protein krevnich desticek. Jedna
se o signalni molekulu specifickou pro megakaryocyty a trombocyty (El-Gedaily et
al., 2004). Pri vystaveni se expozici IZ dochazi k poskozeni krvetvroby a negativnim
ucinkim na krevni téliska. Zejména dochazi k poklesu krevnich télisek vcetné
trombocytii (Dérr and Meineke, 2011). Ubytek zmifiovaného proteinu v nasi studii
by mohl souviset s ozafenim. Mezi dalsi slibné biomarkery identifikované i v tomto
data setu byly CRP (str.88-89), $100-A6 (str. 93-94) a THBS1 (str. 89).

Lys a $100-A8 byly dalsi koncentracné sniZené proteiny, které byly identifikovany
i v na$i studii. Oba dva byly popsany jiZ na strankach 90-91.

Proteiny byly rozdéleny do jednotlivych skupin podle vzajemnych interakci
a signalnich drah. Nejvice z nich ptisobilo v imunitni odpovédi, odpovédi na stres
a zanétlivé reakci. Dalsi se podilely na metabolismu lipidi a karbonat anhydrazy

(obr. 3.10).
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Obr. 3.10 Vzajemné interakce proteinli detekované v experimentu TMT2 a jejich
usporadani do 6 klastrii. Cervena skupina obsahuje proteiny bez vzajemné funkce.
Zluta skupina obsahuje proteiny téastnici se metabolismu lipidd a interakce
lipid-protein. Zelend se podili na aktivité karbonat dehydratazy. Modra souvisi
s imunitni odpovédi a odpovédi na stres. Svétle tyrkysova se dcastni zanétlivé

reakce a fialova oznacuje zbyvajici proteiny bez interakci (www.string-db.org).

Na zakladé vysledki z analytického programu Proteome Discoverer byly
jednotlivé udaje z LFQ a izobarického znaceni TMT vzajemné porovnany. Tento
pristup umoznil identifikovat velké mnozstvi proteinli z nichz bylo na zakladé
souboru specifickych pravidel vybrani vhodni kandidati. V prvni fazi screeningu
bylo vyselektovano celkem 15 kandidati ze kterych bylo vybrano top 5 kandidat.
Pfi porovnani vysledkl z obou metod jsme dospéli k zavéru, Ze vysledné hodnoty
relativnich poméri jsou az na nékolik vyjimek velmi podobné.

Mezi top 5 kandidati byl vybran CRP, AMY1A, MBL2, C5 a fosfolipidovy
transférovy protein (PLPT) (tab. 3.7 a 3.8). Tyto proteiny se podili
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na metabolickych drahach, o nichZ je znamo, Ze se vlivem expozice IZ méni, nebo
jsou zapojeny do imunitni odpovédi (Cengiz et al., 2001; Nigam and Schewe, 2000).

Mezi proteiny s nejvétsi zménou byly CRP (str. 88-89) a AMY1A (str. 86), jenz
byly popsany v predchozich odstavcich.  DalSim kandidatem byl PLPT jenz je
hlavni slozkou buné¢né membrany a plni dileZité biologické funkce, jako je
transport fosfolipidi (Wirtz, 1997). Membranové lipidy a zejména fosfolipidy
obsahujici polynenasycené mastné kyseliny jsou velmi citlivé na pritomnost ROS,
protoZe mohou narusit membranu a vyvolat zmény ve fluidité a permeabilité. Také
mohou vyvolat zmény v transportu ionti a inhibovat bunécny metabolismus
(Nigam and Schewe, 2000). Pfi nadmérné produkci ROS dochazi k prekroceni
kapacity antioxida¢niho obranného mechanismu, coz vede k oxida¢nimu stresu,
ktery zpiisobuje poskozeni bunék oxidaci proteinti, lipidli, nukleovych Kkyselin
a dalSich makromolekularnich latek (Forrester et al., 2018). Volné radikaly
a singletovy kyslik aktivuji lipooxygenazu a cyklooxygenazu, coz vyvola specifickou
enzymatickou oxidaci lipida (Niki, 2015) a také fosfolipidli (Parasassi et al., 1994).
Oxida¢ni poskozeni ma za nasledek zménu ve funkci membran a metabolismu
fosfolipidii. Proto byl navrzen jako potencidlni marker expozice IZ
(Wang et al., 2016). V nasi studii doslo k zvySeni plasmatické hladiny PLPT vice jak
1,5nasobku. Ctvrty kandidat, C5, je soucasti komplementového systému. Ucastni
se zanétlivych procesu spolu s receptory komplementu CR1 a CR3 a funguje jako
enzymaticky mediator. Proteiny komplementového systému jsou za normalnich
okolnosti neaktivni, dokud nejsou postupné aktivovany radou retézovych reakci
(Pangburn and Rawal, 2002). Cytokin IL-6 aktivuje C5, ktery prostirednictvim C5aR
produkuje silny anafylatoxin. Vysledkem je lyze patogenu a spuSténi zanétu
(Jore et al., 2016). Souvislost mezi zvySenou hladinou C5aR v reakci na IL-6 byla
prokazana pri toxickém poskozeni jater (Fausto et al.,, 2006). Podpora regenerace
hepatocytli je zadouci, protoZe expozice IZ miiZe zplisobit vyznamné poskozeni
jaterni tkané (Jirtle et al., 1981). Regenerace prostrednictvim C5a byla jiz drive
zaznamenana u mysi (Schieferdecker et al., 2000). Plsobeni IZ vede k produkci jiz
zminénych anafylatoxinti (C3a a C5a), které pak stimuluji adaptivni imunitu
a prispivaji k eliminaci nadorovych bunék (Surace et al, 2015). NasSe vysledky
rovnéz prokazaly zvySeni hladiny C5 az 1,5krat ve srovnani s kontrolnimi vzorky,

coz zaklada jeho vyznam v odpovédi na celotélové ozareni.
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Dalsi kandidat je MBL2, kterd byla rozvedena na strané 94.
Protein vazajici riistovy faktor podobny inzulinu (IGFBP) reguluje pienos
signalu zprostredkovaného rlstovym faktorem podobnym inzulinu (IGF)
(Taferner et al., 2011). Nékolik studii prokazalo souvislost drahy IGF s IZ
(Mylonas et al., 2000). Napriklad analyza neozafenych a ozarenych mysi ukazala,
Ze radiosenzitivita a preZiti po ozareni souvisi mimo jiné se stavem tkané
a systémovou signalizaci IGF-1. Vystaveni IZ vede k aktivaci nékolika
tyrozinkinazovych receptorti IGF-1, které se podileji na radia¢ni odpovédi
na posSkozeni DNA. Analyza neozarenych a ozarenych mysi, potvrdila,
Ze radiosenzitivita a preZiti po ozareni souviseji mimo jiné se stavem aktivace
tkanové a systémové signalizace IGF-1. Proteiny rodiny IGFBP jsou uzce spojeny
se zanétlivou odpovédi a podileji se na odstranovani superoxidi a bunék
poskozenych IZ (Zinati-Saeed et al., 2020). Za téchto podminek se jejich plasmatické
hladiny zvySuji podobné jako v nasi studii. V tomto kontextu nase vysledky potvrzuji
jejich roli pti celotélové expozici zatfeni a také implikuji vyznam radiosenzitivity.
Dalsi identifikované kandidaty apolipoprotein B-100 (APOB) a apolipoprotein F
(APOF) se podili na metabolismu lipidii (Segrest et al., 1994). ZvySena plasmaticka
hladina apolipoproteinu B-100 je silnym rizikovym faktorem pro rozvoj
predcasného aterosklerotického onemocnéni vyvolaného IZ (Young, 1990).
Pii testovani hladiny apoliproteinu B-100 v plasmé radiologickych pracovnikd,
ktefi byli vystaveni 1Z o celkové davce 3.5 mSv/rok byly vys$i nez v plasmé
neozaienych darcG (Serhatlioglu et al, 2003). U apoliproteinu F nebylo
v radiologické literature nalezeno spojeni s IZ.

LYZ je rozveden na strané 90. Lipopolysacharidovy vazebny protein (LBP)
funguje jako vazebny a transportni protein, ktery se ucastni prvni linie obrany proti
mikroblim (Zweigner et al., 2006). Jedna se o protein akutni faze a jeho hladiny
se vyznamné zvysSuji béhem systémovych zanétlivych reakci a sepse. Jeho sekrece je
indukovana IL-1 nebo IL-6 a nejvyssi hladiny LBP béhem akutni faze byvaji 2-3. den
(Jack, 2000). Do téla se uvoliiuje z hepatocyti a po glykosylaci se dostava
do krevniho obéhu. Bylo prokazano, Ze dalSim zdrojem syntézy jsou epitelové burnky
ktze, plic, streva, lidskych dasni, malé svalové burnky plicnich tepen, burky
srdec¢niho svalu a burnky ledvin (Schumann et al,, 1990). LBP se mimo jiné podili

na metabolismu lipidi a patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni
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(Yu and Song, 2020). LBP byl jiZ drive popsan jako potencidlni ¢asny biomarker
kardidlni toxicity po radioterpaii (Cheema et al, 2022). Vysledky
Chalubinské-Fendlerové a spol. prokazaly jeho asociaci s I1Z v plicni tkani v zavislosti
na davce (Chalubinska-Fendler et al., 2016). Konkrétné byly zvysSené hladiny LBP
pozorovany u 51 pacientli s rakovinou 24 hodin po ozareni. LBP mize byt
potencidlnim markerem radiotoxicity, ktery si zaslouZi dalsi zkoumadni
(Chalubinska-Fendler et al., 2019).

Di-N-acetylchitobiaza (chitobidza, CTBS) je Ilysozomdalni glykosidaza,
kterd se podili na degradaci glykoproteinti vadzanych na asparagin v jaterni tkani
a v lidské placenté (Fisher and Aronson, 1992). [dentifikace a zvySena hladina CTBS
v moci byla zjisténa u potkant, kteii podstoupili deset ozarovani v jedné frakci pri
davkovém prikonu 1,95 Gy/min. Mo byla sbirdna 24 hodin po expozici.
Pro zachovani stejnych podminek a zlepSeni ucinnosti vysledkd byli kontrolni
potkani ozareni fiktivné, aby se vyvolala stejna stresova reakce jako u ozarenych
potkanii (Sharma et al., 2008). Podobné zvyseni hladin CTBS bylo zjisténo také v této
studii na lidské plasmé.

Fikolin 3 a lektin vazajici manozu (FCN3) ve spojeni s MBL/Fikolin-asociovanymi
serinovymi protedzami (MASP) jsou inicia¢nimi molekulami lektinové drahy
(Thiel, 2007). Hladina FCN3 se v séru zvySuje béhem zanétlivych a infek¢nich stavii.
V minulosti bylo zjisténo, Ze nedostatek FCN3 je spojen s Zivot ohroZujicimi
infekcemi (Hein et al.,, 2010). FCN3 se také podili spolu s MBL na odstranovani
apoptotickych bunék prostirednictvim aktivace komplementu (Kuraya et al., 2005).
Pokud je nam znamo, jedna se o prvni zpravu spojujici FCN3
s expozici IZ, nebot jeho hladina byla v provedenych experimentech zvySena
az 1,4krat.

Kalistatin (SERPINA4) je plasmaticky protein, ktery inhibuje serinové proteazy
a angiogenezi. Kalistatin je exprimovan v endotelidlnich a hladkych svalovych
bunkach lidskych cév, jater a ledvin (Miao et al., 2000). VaZe se na tkanovy kallikrein
a pusobi proti apoptédze a oxidacnimu stresu (Shen et al., 2009). Podavani kalistatinu
tlumilo produkci ROS a poskozeni organt v dlisledku oxidac¢niho stresu (Gao et al.,
2008). Kalistatin snizuje expresi transkrip¢niho faktoru indukovatelného hypoxii
(HIF)-1, coZ ma za nasledek snizeni mnozstvi kysliku v mikroprostiedi nadoru

a zvySeni uc¢inkl radioterapie a chemoterapie (Shiau et al,, 2010). Z toho lze vyvodit,
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Ze cirkulujici hladiny kalistatinu mohou byt potencidlnim markerem onemocnéni
souvisejiciho s oxida¢nim stresem (Gao et al, 2008). Mirné zvysSeni hladiny
kalistatinu bylo pozorovano také u vzorki TBI analyzovanych v této studii,
kde se predpokladala zvysena pritomnost ROS.

Protein C zavisly na vitaminu K (PROC) je glykoprotein pisobici jako
antikoagulant (Wypasek and Undas, 2013). Je syntetizovan v jatrech a podili
se na inaktivaci aktivovaného faktoru V (FVa) a VIII (FVIIla) Stépenim
na specifickych argininovych zbytcich, ¢imz ovliviiuje krevni obéh a srazlivost
(Kovacs et al, 2015). Deficit C je spojen se zvySenym rizikem zilniho
tromboembolismu (VTE) (Ding et al., 2015). Nedostatek vitaminu K miiZe ptispivat
k vyraznému krvaceni, Spatnému vyvoji kosti, osteoporédze a zvySenému vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni (DiNicolantonio et al., 2015). Pfima souvislost s 1Z
nebyla v radiobiologické literature popsana, a proto by byla zajimavym kandidatem
pro dal$i zkoumani, nicméné nami pozorované zvyseni bylo jen mirné.
Adiponektin (ADIPOQ) je jednim z cytokind, které reguluji citlivost na inzulin
a zanét. Je vylucovan adipocyty a uvoliiovan z tukové tkané a vaze se na rlstové
faktory, ¢imz se podili na proliferaci bunék. Pozitivné reaguje na oxidac¢ni stres
a jeho vlastnosti mu umoznuji regulovat poSkozeni tkani a jejich reparaci po ozareni
(Ponemone et al., 2010). Adiponektin inhibuje zanétlivé reakce na riizné podnéty
prostiednictvim signalnich drah. Byl prokdzan vztah mezi plasmatickymi hladinami
adiponektinu a zanétlivymi markery, jako je CRP (Ouchi and Walsh, 2007). Absence
nevede k poskozeni GIT, ale k naruseni erytrocytd v diisledku zvySeného oxida¢niho
stresu (Ponemone et al, 2010). Dalsi vlastnosti je ochrana fibroblasti
pfed bunécnou smrti a senescenci vyvolanou zarenim (Katsuki et al., 2006).
Pti ozareni kultivovanych adipocytt a fibroblasti davkou 5 Gy doslo u fibroblasti
az k 40% redukci, zatimco hladina adipocyti byla po ozareni podobna. Vyssi
zivotaschopnost fibroblastl byla pozorovana, kdyz byly oba proteiny kultivovany
spolecné pri stejné davce. Tento experiment potvrdil cytoprotektivni ucinek
fibroblastii adipocyty (Kosmacek and Oberley-Deegan, 2020). V této studii bylo
pozorovano mirné zvySeni plasmatickych hladin adiponektinu. Stejného vysledku
bylo dosaZeno v jiné studii, v niZ bylo 16 samcli makakl rhesus ozareno davkou

4 Gy (Bacarella et al., 2020).
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Kandidatni proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce. Timto
zplisobem bylo identifikovano nékolik signalnich drah vyvolanych zarenim
(obr. 3.11). Tyto drahy mohly byt spojeny s opsonizaci, komplementovym systémem
a regulaci rlstového faktoru podobného inzulinu (IGF). Kromé toho doslo

k dysregulaci metabolismu sacharidii a bunécné proliferace.

| |GO0:0008228: opsonizace
] WP2806: komplementovy systém
] G0:0010743: regulace makrofagi
| G0:0032722: regulace produkce chemokint
| R-HSA-381426: regulace drahy IGF-IGFBP

| G0:0005975:  metabolismus sacharidd
1 GO0:0008285: regulace bunécne proliferace
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Obr. 3.11 Prehled signadlnich drah u top kandidati ze vzork lidské plasmy

(www.metascape.org)

Pii posouzeni vzajemnych interakci bylo nejvice proteinti zodpovédnych
za metabolismus lipidli a aktivaci komplementu ¢i opsonizaci (obr. 3.12).
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Obr. 3.12 Vzajemné interakce u vybranych top proteini a jejich usporadani
do 3 Kklastri. Cervena skupina obsahuje proteiny ucastnici se metabolismu
a transportu lipidd. Svétle zelena se podili na aktivaci komplementu a opsonizaci.

Tmavé modra oznacuje zbyvajici proteiny bez interakci (www.string-db.org).
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Pied selekci potencidlnich kandidati zlabel free a metody TMT piedchazel
vybér proteomickych biomarkerii z radiobiologické literatury podle kterého byla
sepsana reSerSni studie. Na zakladé dat z label-free, TMT a referenci
z radiobiologické literatury byl vytvoren top seznam potencidlnich kandidati

(tab. 3.9).

Oznaceni Nazev Uniprot kéd
1 alfa amyldza 1A PODUB6
2 C reaktivni protein P02741
3 Di-N-acetylchitobiaza Q01459
4 fosfolipidovy transférovy protein P55058
5 komplement C5 P01031
6 lipopolysacharidovy vazebny protein P18428
7 lysozym C P61626
8 protein vazajici rastovy faktor podobny inzulinu P24592
9 adiponektin Q15848
10 apolipoprotein B100 P04114
11 apolipoprotein F Q13790
12 fikolin 3 075636
13 kalistatin P29622
14 mandza vazajici protein C P11226
15 protein C zavisly na vitaminu K P04070
16 peroxiredoxin 1 Q06830
17 peroxiredoxin 2 P32119
18 kataldza P04040
19 laktotransferin P02788
20 protein S100-A6 P06703

reference v radiobiologické literature a detekce label-free + TMT
detekce label-free + TMT
reference v radiobiologické literature a detekce label-free nebo TMT

Tab. 3.9 Prehled ozarenim indukovanych proteint v lidské plasmé podle referenci z

radiobiologickeé literatury a identifikovanych metodou label free a TMT.

3.4  Doplnéni panelu biomarkerii ozareni o proteiny izolované
Z praseci plasmy

Pro doplnéni panelu biomarkert ozareni byly izolovany proteiny z praseci plasmy.
K detekci novych biomarkerti se obvykle vyuziva biologicky material ziskany
ze zvirecich modell, které maji tu vyhodu, Ze na nich lze studovat ucinky IZ
v ruznych davkach. Navic jsou tyto modely bez nemoci a jsou chovany

ve standardizovanych podminkach, coZ eliminuje proménné spojené
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s onemocnénim a Zivotnim prostiedim. Pouziti zvifecich modell také obchazi etické
problémy spojené se studiem lidskych chorob. (Reza Khorramizadeh and Saadat,
2020). Pro stanoveni proteini ve vzorcich prasec¢i plasmy byl zachovan stejny
postup jako v pripadé lidské plasmy. V prvni radé byly vzorky méfeny metodou
label-free a a v dalsim kroku i s pouZitim znacek TMT. U znacici meotdy byly vzorky
rozdéleny do dvou skupin H2 a H4 podle obdrzené radia¢ni davky. Hmotnostné
spektrometricka data byla zpracovana v programu Proteom discoverer. Pro vybér
potencidlnich kandidati byla dodrzena stejnd kritéria, ktera byla pouzita pfri
analyzach lidské plasmy. Metodou label free bylo celkem detekovano 142 proteini
z toho 19 kandidatl splnilo stanovena kritéria na statistické hladiné vyznamnosti
p < 0.05. Celkem 12 proteinG bylo koncentracné zvySenych a 7 koncentracné
sniZenych (tab. 3.10).

S nejvétSim koncentranim zvySenim pri porovnani ozarenych a neozarenych
vzorkll prasat byla glutation peroxidaza (GPX3). GPX3 predstavuje vyznamny
endogenni antioxidant podilejici se na vychytavani volnych radikali a detoxikaci
xenobiotik (Meister and Anderson, 1983). Enzym GPX3 je aktivovan kofaktorem
glutationem a jeho aktivita souvisi s odstranovanim peroxidu vodiku a lipidovych
peroxidii, ¢imZ chrani bunécné bilkoviny a molekuly obsaZené v membranach pred
oxidaci (McCord and Fridovich, 1969). Metabolicka kontrola glutationu je klicova
pro udrZeni redoxni rovnovahy v organismu. Jeji poruseni vede k vyraznému
narlstu hladiny ROS a k oxida¢nimu stresu, coZ negativné ovliviiuje vyvoj ANO.
U mysi, kterym byl podan prooxidant paraquat, bylo zaznamendno nadmérné
zvySeni hladiny glutation peroxidazy 1 (GPX1) jako adaptivni reakce na ochranu
bunék pred oxida¢nim stresem. Pokud byla funkce GPX1 u mys$i deaktivovana,
pri stejném mnoZstvi podaného prooxidantu byla mira jejich preZiti minimalni(Lei,
2001). V experimentalni studii Kunwara a kolektivu aktivita GPX3 v séru korelovala
s rozvojem fibrézy u ozatrovanych mysi, ¢imz bylo vyvozeno tvrzeni, Ze tento enzym
by mohl byt vhodnym indikatorem rozvoje plicni fibrézy (Kunwar and Haston,
2014). Pri chemoradioterapii osob dochazi kcastym projevim radiacni
pneumonitidy vlivem cytotoxickych tucinkd zareni prostirednictvim ROS.
V experimentalni praci Parka a kolektivu byla porovnavana hladina GPX3
s rozvojem pneumotitidy. Ti, u nichZ se pneumonitida projevila, vykazovali nizsi

aktivitu GPX3 ve srovnani s témi, u nichZ se pneumonitida nevyvinula
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(Park et al., 2007). Ze zavérl experimentalnich praci lze usuzovat, Ze aktivita GPX3
se zvySuje s vyskytem ROS vzniklych plsobenim IZ. Ziskana data v této studii
koreluji s vysledky zminovanych experimentalnich praci.

Dal$im kandidatem s vy$sim koncentra¢nim zvySenim byl vybran sekretovany
fosfoprotein 24 (SPP2). Tento protein patii do rodiny cystatini, které se radi mezi
inhibitory serinovych proteaz a je lokalizovan piredevsim v jatrech a kostech. Jeho
hlavni funkci je ticast na remodelaci kostni tkané (Bennett et al., 2004; Brochmann
et al., 2009). Nékolik publikaci poukazuje na vliv rentgenového a gama zareni
na kolagenovou sit, ¢imZ dochazi k ovlivnéni mechanickych vlastnosti kosti (Al
Kayal et al., 2015; Rahman et al., 2020, 2018). Navic plisobi jako mediator osy
regulace a transportu IGF-1 a jeho vazebnych proteini (Woolbright et al, n.d.).
Pficemz radiobiologickd literatura poukazuje na spojitost s ozarenim
a radiosenzitivitou (Panganiban and Day, 2013). Dle ziskanych dat se lze domnivat,
Ze proteosyntéza SPP24 vzrilistd v organismu po expozici IZ a podili se na preziti
organismu po vystaveni se tohoto typu stresu. Mezi dalS$i nahoru regulované
proteiny byly vybrany apolipoprotein, komplement gama fretézce C8, monocyt
s antigenem CD14, prekurzor proteinu alfa 1 mikroglobulin/bikunin, alfa 1
antitrypsin, protein obsahujici serpinovou doménu, properdin, trypsinovy inhibitor
inter alfa s tézkym retézcem H4, Angiotensin 1, komponenta komplementu C9,
apolipoprotein H, komponenta komplementu C7 a trombospondin 4. Prednosti
téchto proteind byla zejména tzka vazba na serinové protedzy, komplementovou
kaskddu a imunitni odpovéd.

Mezi vhodné kandidaty regulované doll se statistickou hladinou vyznamnosti
p < 0.05, kteri splnili kritéria byli vybrani kysela labilni podjednotka (IGFALS),
protein vaskularni bunécné adheze (VCAM1), PRDX1 a biliverdin reduktaza
(BLVRB). Protein IGFALS ma zasadni vyznam pro udrZeni integrity cirkulujiciho
systému IGF/IGFBP. Jeho nedostatek u lidi je charakterizovan silné sniZenymi
sérovymi koncentracemi IGF-I1 a IGFBP-3 (Domené et al., 2011). Jak jiZ bylo zminéno
signani draha IGF reaguje na ucinky IZ pri expozici organismu. Druhym kandidatem
byl protein VCAM1, ktery se ucastni imunitnich reakci a podporuje migraci
makrofagii a leukocytt, predevsim T bunék do mist zanétu (Kong et al., 2018). Oba
tyto procesy jsou typicky spuStény po ozareni, coZ podtrhuje biologicky vyznam

a relevanci ziskanych poznatki. KsniZeni hladiny VCAM1 po expozici 1Z bylo
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dosaZzeno u ozarenych potkand v séru stejné jako vnaSem pripadé
(Zhao et al., 2021). Dalsim kandidatem byl PRDX 1, ktery byl také izolovan z lidské
plasmy a popsan na strané 88. Poslednim kandidatem byl fyziologicky antioxidant
BLVRB, jehoZ hlavni funkce je preména biliverdinu na bilirubin (Sun et al., 2000).
Podili se i na regulaci metabolismu glukézy, fizeni bunécného riistu, apoptoze
(Florczyk et al, 2008) a zajistuje ochranu bunék pied oxidacnim stresem
(Barafiano et al., 2002).

Kandidatni proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce. Timto
zpusobem bylo identifikovdno nékolik signdlnich drah souvisejicich
s ateroskler6zou, aktivaci komplementu, koagulaci vcetné drahy souvisejici

s detoxikaci ROS (obr. 3.13).
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Obr. 3.13 Vzijemné interakce u vybranych proteinii z metody LFQ a jejich
usporadani do 3 Klastri. Cervend skupina obsahuje proteiny souvisejici
s onemocnénim aterosklerdzy a kardiovaskularniho onemocnéni. Svétle zelena
se podili na aktivaci komplementu a koagulaci. Modra oznacCuje proteiny,

které hrajou roli v detoxikaci ROS (www.string-db.org).

Pii porovnavani statisticky vyznamnych proteind bylo zjisténo, Ze jejich signalni
drahy souvisi s regulaci komplementové kaskady, odstrannovanim ROS a bunécnou
odpovédi na chemicky stres (obr. 3.14). VSechny tyto signalni drahy spolecné piisobi

na sniZeni cytotoxicity vyvolané po expozici IZ.
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Curated Curated Interactors Interactors Entities  Entities  Entities Entities

Pathway name found Total found Total found Total ratio pValue

Detoxification of Reactive Oxygen Species 2 42 0 0 2 42 0.005 3TTE3
Cellular respense to chemical stress 3 148 0 0 3 148 0.017 3.88E-3
Transfer of LPS from LBP carrier to CD14 1 2 0 0 1 2 0 435E-3
NFEZ2L2 regulating anti-oxidant/detoxification enzymes 1 2 0 0 1 2 0 435E-3
Erythrocytes take up oxygen and release carbon dioxide 1 g 0 0 1 <] 0.001 1.73E-2
TRIF-mediated programmed cell death 1 9 0 0 1 9 0.001 1.95E-2
Terminal pathway of complement 1 9 0 0 1 9 0.001 1.95E-2
Erythrocytes take up carbon dioxide and release oxygen 1 1" 0 0 1 1 0.001 2.37E-2
02iC0O2 exchange in erythrocytes 1 " 0 0 1 1 0.001 2.37E-2
Reversible hydration of carbon dioxide 1 12 0 0 1 12 0.001 2.59E-2
Heme degradation 1 15 0 0 1 15 0.002 3.22E-2
TRAF&-mediated induction of TAK1 complex within TLR4 complex 1 16 0 0 1 16 0.002 3.43E-2
mefawoidlated activation of TAK1 complex upon TLR7/8 or § 1 1% 0 ] 1 16 0.002 343E2
Caspase activation via Death Receptors in the presence of ligand 1 16 0 0 1 16 0.002 3.43E-2
Activation of IRF3, IRF7 mediated by TBK1, IKBKE 1 17 0 0 1 17 0.002 3.64E-2
Regulation of TLR by endogenous ligand 1 17 0 0 1 17 0.002 3.64E-2
Caspase activation via extrinsic apoptotic signalling pathway 1 19 0 0 1 19 0.002 4.06E-2
IKK complex recruitment mediated by RIP1 1 23 0 0 1 23 0.003 4.9E-2
Metabelism of porphyrins 1 27 0 0 1 27 0.003 573E-2
Cellular responses to stress 3 481 0 2 3 483 0.055 8.51E-2

’

Obr. 3.14 Prehled 20 nejvice zastoupenych signalnich drah, kterych se ucastni
statisticky vyznamné regulované plasmatické proteiny u miniprasat po ozareni.

(reactome.org, 2023)

K dalsi kvantifika¢ni analyze byla zvolena metoda za pouziti zna¢ek TMT. Pro nasi
studii bylo pouzito 6 znacek. V tomto konkrétnim poctu jsou dodavany sety s TMT
znackama. Miniprasata byla ozarfena riznymi davkami IZ a rozdélena
do 3 radiacnich kategorii (H1, H2 a H4) podle tiZe akutniho radia¢niho syndromu.
Rozdéleni jednotlivych vzorkil do kategorii je uvedeno v tabulce 2.4. Vzajemné byla
porovnavana skupina prasecCich vzorkli ozatfovanych davkou v rozmezi
od 0.6 do 1.2 Gy (H2) a od 2.0 do 2.6 Gy (H4) s kontrolni skupinou neozarenych
prasatek (H1).

Celkem 90 proteind bylo v ozarenych vzorcich niz$imi davkami (H2) z toho 39
proteini splnilo zadana Kkritéria. Koncentracné snizenych proteinti bylo 9
a zvySenych 30. Statistickou hladinu vyznamnosti nesplnil Zadny protein. Mezi
nejvice zvySené kandidaty pattily paraoxonaza, apolipoprotein A-1V, perilipin 5,
sekretovany fosfoprotein 24. Mezi nejvice sniZené kandidaty patfil protein
obsahujici doménu globin, hemoglobinova podjednotka beta a protein obsahujici
doménu Ig (tab. 3.11).

Nejvice byla koncentracné zvySena paraoxonaza-1 (PON1). Jedna se o enzym
s laktonazovou a esterazovou aktivitou, ktery rozklada lipidové peroxidy a ma
antioxida¢ni uCinky (Arenas et al., 2015). PON1 diky své antioxida¢ni funkci reaguje

na oxidacni stres, zabranuje apoptéze bunék a poSkozeni vyvolané IZ
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(Arenas et al., 2015; Jasinski and Olszewska-Slonina, 2022). V experimentalni studii
Kriiger a jeho kolektivu byly sav¢i burnky ozarovany davkou 7 Gy, coZ vedlo
k navySeni hladiny paraoxondazy 2 az 1,2nasobné. Z toho lze usuzovat, Ze expozice
organismu IZ miZe vést k zvySeni hladiny proteinu PON1 (Kriiger et al., 2015).
Apolipoprotein A-IV (APOA-IV) je hlavni proteinovd slozka chylomikront
a vysokodenzitnich lipoproteint v plasmé. Je syntetizovan ve stievé a vylucovan
do mezenterické lymfy na chylomikronech. (Deng et al., 2015). Produkce apoA-IV
2012). Kromé toho bylo prokazano, ze apoA-1V zabranuje oxidaci lipidl a potlacuje
zanét (Qin et al., 1998). Hraje ustredni roli v transportu a metabolismu lipidd,
absorpci a antioxidac¢ni aktivité. V souladu s témito funkcemi byly popsany nizké
plasmatické hladiny apoA-IV u nékolika populaci s ischemickou chorobou srde¢ni,
u pacientti s Crohnovou chorobou a zanétlivym onemocnénim GIT (Dieplinger et al.,
2009). Prima souvislost s IZ nebyla prokazana, ale vzhledem k jeho antioxidacnim
vlastnostem by bylo vhodné se na tento protein v priStich analyzach zameéfit.
Perilipin 5 (Plin5) je jednim zclent rodiny perilipind, ktera se podili
na metabolismu lipid{i (Dalen et al., 2007). Patii mezi povrchové proteiny lipidovych
kapicek, které chrani pred pilisobenim lipaz (Sztalryd and Brasaemle, 2017).
Vylucovan je predevsim v oxidativnich tkanich, véetné srdce, hnédé tukové tkané,
kosterniho svalstva a jater (Cusi, 2012). Dalsim kandidatem je sekretovany
fosfoprotein 24, ktery byl popsan jiz na strance 106.

Mezi prokazany biomarker dle radiobiologické literatury, jehoz hladina
v organismu stoupa po expozici I1Z je GPX3, ktera byla jiZ popsana na strané 105.
Koncentracni zvySeni v plasmé mysi exponovanych davkou 3 Gy bylo zaznamenano
u proteint alfa 2-HS glykoprotein (AHSG), fetuin B (FETUB) a kininogen 1
(KNG1). U téchto proteini doslo ke koncentracnimu zvySeni i vnasi studii
(Rithidech et al., 2009).

Mezi kandidaty s koncentracné sniZenou hladinou byly proteiny obsahujici
globinovou doménu, jako je myoglobin a hemoglobin. Oba proteiny obsahuji hem
a jeho prostrednictvim vazou a transportuji kyslik (Kanatous and Mammen, 2010).
Expozice 1Z ovliviiuje nejen strukturu a funkci, ale i celkovou koncentraci
hemoglobinu vplasmé. U pacientli, ktefi podstupovali radioterapii bylo

zaznamenano sniZeni hladiny hemoglobinu v krvi i tydny po ozareni (Thomas,

100



2001). Myoglobin zvySuje prisun kysliku do mitochondrii svalovych bunék
a myokardu a jeho afinita ke kysliku je oproti hemoglobinu vétsi (Wittenberg and
Wittenberg, 2003). Expozice IZ zplsobuje naruSeni struktury a degradaci
polypeptidovych retézci (Lee and Song, 2002). NaSe studie potvrdila sniZeni
hladiny hemoglobinové podjednotky beta (HBB), ale také proteinti obsahujici
globinovou doménu. Imunoglobuliny (Ig) jsou proteiny, které vznikaji v lymfatické
tkani a nasledné se uvolnuji do krevni plasmy, kde plni diileZitou roli v imunitni
odpovédi organismu. Jejich schopnost specificky vazat urcity antigen predstavuje
zaklad humoralni imunity (Titov et al., 1995). Mezi imunoglobuliny patfi IgA, IgD,
IgE, IgG, IgM a nejvice jsou v plasmé zastoupeny IgG, IgA a I[gM. Béhem radioterapie
dochazi k poklesu jejich hladin v séru a sniZeny obsah pretrvava i nékolik tydni
po ozareni (Brown etal., 1976; Lumniczky et al.,, 2021). U 14 profesné exponovanych
pracovnikd, kteti byli vystaveni celkové davce radiace 0,5 az 3 Gy, doslo k nejvétsi
zméné v hladinach u IgA, IgM, IgG a IgE (Rybkina and Azizova, 2016).

Proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce a vzajemnych
interakci. Identifikovano bylo nékolik signalnich drah vyvolanych zarenim, z nichz
nejvice proteini bylo zapojenych do metabolismu lipidi. Dal$i signdlni draha

obsahovala proteiny ucastnici se detoxikace ROS (obr. 3.15).
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Obr. 3.15 Vzajemné interakce u vybranych proteint z praseci plasmy z analyzy
TMT (H2) a jejich uspotadani do 4 Kklastrii. Cervena skupina obsahuje proteiny
souvisejici s detoxikaci ROS. Zelena se podili na metabolismu lipoproteint. Modra
oznaCuje proteiny zprostredkujici aktivaci komplementovi kaskddy a Zluta

se Ucastni koagulace a bunécné adheze (www.string-db.org).

Identifikovanych proteinii v ozarovanych vzorcich vys$simi davkami (H4) bylo
celkem 109 ztoho 16 proteind splnilo zadana kritéria. Koncentracné snizenych
proteind bylo 5 a zvySenych 11. Statistickou hladinu vyznamnosti p < 0.05 splnil
pouze jediny protein haptoglobin. Mezi nejvice zménéné kandidaty smérem nahoru
byly fibronektin, haptoglobin a inhibitor inter-alfa-trypsinu tézkého retézce H4.
Mezi nejvice snizené kandidaty patril protein obsahujici doménu globin,

hemoglobinova podjednotka beta a protein obsahujici doménu serpin (tab. 3.12).
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Fibronektin (FN1) je klasicky buné¢ny adhezni protein a je povaZovan za hlavniho
organizatora matrix, protoZe ukladani a sestavovani kolagent, fibrilind, fibuling,
trombospondinii a tenascinu zavisi na predem sestavené fibronektinové siti
(Kaur and Reinhardt, 2015). Pfi zkoumant citlivosti bunék na ozareni davkou 4-6 Gy
bylo zjisSténo, Ze prti zvySeném fibronektinu dochazi k radioprotekci a ke sniZeni
citlivosti bunék KIZ (Cordes et al., 2003). Cytoprotektivni Ucinek fibronektinu
u pacientli byl potvrzen i ve studii Baluna a kolektivu (Baluna et al., 2004).
Pri lokdlnim ozatovani pacientl s karcinomem plic, Zaludku nebo slinivky bris$ni
davkami od 0.5 Gy po 6 Gy bylo zaznamenano zvySeni hladiny fibronektinu
v plasmé. Inhibice fibronektinu vedla ke sniZeni adheze bunék a jejich poskozeni
pri ozareni (Lee et al., 2014). DalSim identifikovanym proteinem byl haptoglobin
(HP), ktery patii mezi antioxidanty a podili se na regulaci peroxidac¢nich procest.
Jednou z hlavnich funkci HP je vazani hemoglobinu uvolnéného z poskozenych
cervenych krvinek, ¢imZ zabranuje ztratdm Zeleza z organismu. Kromé toho
se haptoglobin podili na imunitnich reakcich organismu, jak dokazuje studie (Tseng
et al., 2004). Pri jednorazovém ozateni mysi riznymi davkami od 1.7 do 9 Gy bylo
zjisténo zvySeni hladiny haptoglobinu v séru, které korelovalo s velikosti davky.
V jiné studii bylo mnoZstvi haptoglobinu v séru mensi pti frakcionovanych davkach
ozareni nez pri expozici jednotné davce (Burger and Knyszynski, 1971). Ve studii
Zhou a kolektivu pti odbéru plasmy prvni den byla hladina haptoglobinu vyssi neZ
druhy den po ozafeni, coZ lze pouZit jako molekuldarni ukazatel pro vcasné
hodnoceni davky. Hladina haptoglobinu korelovala se vzristajici davkou
obdrzeného IZ (Zhou et al., 2022). Inter-alfa-trypsin inhibitor tézky retézec H4
(ITIH4) patri do rodiny inhibitord, jenZz jsou spojovany se zanétem a karcinogenezi
(Jiang et al., 2019). ITIH4 je primarné vylucovan jatry a hraje zasadni roli v infekci
vyvolaném zanétu a inhibici sekrece zanétlivych cytokint (Kobayashi, 2006).
Zvysené hladiny ITIH4 byly detekovany u skotu infikovaném bovinnim respira¢nim
syncytidlnim virem (Pifieiro et al, 2004). SniZena hladina v séru byla naopak
pozorovana u pacientd s hepatoceluldrnim karcinomem. Nizké sérové hladiny
s timto typem karcinomu jsou spojovany s krat$im prezitim u pacient (Noh et al.,
2014). Prima souvislost s IZ nebyla v radiobiologické literature nalezena.

Mezi dalsi koncentracné sniZené proteiny byly HBB a protein obsahujici doménu

globin, jenZ byly popsany na strané 110. Mezi proteiny obsahujici doménu serpin
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patii inhibitory serinovych protedz, které reguluji a ridi klicové fyziologické
procesy, jako je zanét, koagulace, trombdza, trombolyza a imunitni reakce. Nékteré
z nich plsobi jako funkcni inhibitory aktivity proteaz, jez jsou zodpovédné
za proteolyzu. Mezi serpiny patii aZz 37 proteint, jako napiiklad alfa 1 antitrypsin,
antichymotrypsin, antitrombin serpin 2 a dal$i (Kellici et al., 2021). U bunék
vykazujicich radiorezistenci po expozici ionizujicimu zareni (IZ) doslo k navysSeni
hladiny proteinu serpin 2. Deficit tohoto proteinu z funk¢niho hlediska zptlisobuje
sniZeni oprav homologni rekombinace (Zhang et al., 2022). Vyznamné zvySeni
inhibitoru serinovych proteaz serpin A3K bylo objeveno u celotélové exponovanych
mySi davkou 1 Gy a 3 Gy. Zatimco angiotenzinogen (serpin A8) byl u mysi sniZen
(Yamaguchi et al,, 2022). Dle radiobiologické literatury lze konstatovat, Ze hladina
jednotlivych serpinti reaguje na IZ odlisné.

Proteiny byly hodnoceny z hlediska jejich biologické funkce a vzajemnych
interakci. Identifikovany byly tfi signalni drahy, z nichZ nejvice proteinii se ucastni
transportu kysliku a zanétlivych reakci. Dalsi signalni draha obsahovala proteiny,
které se podili na aktivaci komplementové kaskady a koagulaci. Posledni draha byla

/////

ucincich (obr. 3.16).
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Obr. 3.16 Vzajemné interakce u vybranych proteinii z praseci plasmy z analyzy TMT
(H4) a jejich uspotadani do 3 klastrii. Cervena skupina obsahuje proteiny souvisejici
se zanétlivou reakci a transportem Kkysliku. Zelend se podili na aktivaci
komplementové kaskady a koagulaci. Modrd oznacuje adiponektin, ktery ma

protizanétlivé ucinky (www.string-db.org).

Pfi hledani biomarkerli ozareni vKkrevni plasmé byla studie rozsifena
o proteinové biomarkery vztaZzené k obdrZené davce a tiZi akutniho radia¢niho
syndromu. Ve skupiné H2 podle splnénych kritérii byly nejvice koncentracné
zvySeny PON1, PLIN5 a APO4. Zminéné proteiny se dle radiobiologické literatury
ucastni metabolismu proteinti a antioxidacni aktivity. Ve skupiné H4 byl nejvice
koncentracné zménén HP, ktery ma antioxida¢ni ac¢inky a hraje roli v imunitni
odpovédi. U proteinu obsahujici doménu globin a u hemoglobinové podjednotky
doslo k nejvétSimu koncentracnimu sniZeni u obou skupiny H2 i H4. Oba proteiny
se uUcastni na prenosu kysliku a imunitni odpovédi. Stejnd detekce proteini
u exponovanych prasat s rozdilnymi davkami mohla byt zplisobena malym rozdilem
mezi stanovenymi expozicemi. Respektive doSlo ke stejné odezvé pri expozici
davkou od 0.6 do 1.2 Gy (H2) aod 2.0 do 2.6 Gy (H4). Pri celotélovém ozareni davkou

od 2 do 6 Gy nastava drenova forma u akutni nemoci z ozareni, ktera se projevuje
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poklesem prekurzori krevnich bunék (Garau et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze oba
proteiny jsou soucasti krevnich bunék jejich pokles mohl byt praveé zplisoben vlivem
[Z. Odstupnovanost ve stanovenych davkach nebyla vyrazna, proto nejspis nedoslo
k velkému rozdilu u vybranych detekovanych proteinti. Mezi proteiny se stejnou
tendenci navysSeni nebo sniZeni hladiny byly fibronektin, fibrinogen beta a inhibitor
inter-alfa-trypsinu tézkého retézce, které by mohly byt vhodnymi biomarkery
ozateni u prasat bez rozdilu obdrZené davky.

Pti vyhodnoceni vysledkil nebyla u vétSiny proteint splnéna statisticka hladina
vyznamnosti. [ pres tento neuspéch jsou vybrani kandidati zpohledu
radiobiologické literatury velmi slibni. V naSem pripadé statisticky nevyznamna
p hodnota mohla vzniknout neadekvatné navrzenou studii v statistickém programu
nebo malym poctem proteini v navrzené studii, které maji vliv na vyslednou
hodnotu.

Pii zhodnoceni vSech identifikovanych proteinii zobou pouzitych metod
(label-free, TMT) a referenci z radiobiologické literatury byl vytvoren top seznam
potencialnich kandidatl (tab. 3.13). Mezi zminénymi slibnymi kandidaty
v radiobiologické literature byly sekretovany fosfoprotein 24, glutation peroxidaza

a fibronektin.

Oznaceni Nazev Uniprot kod
1 sekretovany fosfoprotein 24 Q711S8
2 glutation peroxidaza A0A287A]1J3
3 fibronektin F1SS24
4 inhibitor inter-alfa-trypsinu tézkého retézce H4 A0A286ZT99
5 protein AMBP P04366
6 apolipoprotein E P18650
7 hemoglobinova podjednotka beta AOA5G2QRW3
8 komplement C8 AO0A287AFQ4
9 alfa 2HS glykoprotein P29700
10 fetuin B F1SS24
11 haptoglobin Q8SPS7
12 kininogen 1 AOA5G2QZH2
13 paraoxonaza AO0A287AWR7
14 protein vaskularni bunécné adheze F1S567
reference v radiobiologické literature a detekce label-free + TMT
detekce label-free + TMT
reference v radiobiologické literature a detekce label-free nebo TMT

Tab. 3.13 Ptrehled ozatfenim indukovanych proteinii v praseci plasmé podle referenci

z radiobiologické literatury, a identifikovanych metodou label free a TMT.
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Pfi porovnavani jednotlivych kandidatl z metod LFQ a skupin H2 a H4 byly hodnoty
rozdilné zejména u skupiny H4. Jednalo se o SPP2, GPX3, APOE, AHSG, HP, KNG1
a PON1 (tab 3.14 a 3.15). Takto odliSné hodnoty mohly nastat v pripadé

nekompletniho naznaceni vzorkli pomoci TMT znacek.

3.5 Zhodnoceni biomarkert ozareni u praseci a lidské plasmy
Pfi zhodnoceni biomarkerii ozareni v lidské a prasec¢i plasmé byla zjisténa shoda
u ti'f kandidatt: LYZ, HBB a PRDX1. LYZ byl koncentracné sniZen ve v§ech metodach
u obou typech plasmy. HBB u praseci i lidské plasmy byla ve vSech metodach
koncentracné sniZena azZ na jednu vyjimku. Po vystaveni organismu IZ i niz8§im
davkam dochazi ke sniZeni hladiny podjednotkek v plasmé. Jiz od 1 Gy dochazi
k drenové formé akutniho radia¢niho syndromu, kde dochazi k poSkozeni krevnich
télisek vcetné erytrocytii. Vzhledem ktomu, Ze se jednd o nejadernou buiku,
tak nemize sama syntetizovat proteiny, proto se vyvinula fada antioxidac¢nich
enzymt, jako je CAT, GPX3 a peroxiredoxiny, které je chrani pred oxidacnim
poskozenim a udrzuji jejich fyziologické funkce béhem erytropoézy (Stuhlmeier et
al,, 2003). V nasi studii byl potvrzen vyskyt a koncentra¢ni zména u v§ch zminénych
proteind. Poslednim byl PRDX1, u kterého doSlo v pripadé lidské plasmy
ke koncentra¢nimu zvySeni, ale u praseci plasmy ke koncentra¢nimu sniZeni. Tato
opatnd tendence mohla byt zplisobena testovanim plasmy ze dvou riiznych
organismu. | presto, Ze se jednd o pribuzné savéi modely maji jisté odchylky
v proteomu. OvSem dle radiobiologické literatury dochazi u PRDX1 v prseci plasmé
po ozareni knavySeni hladiny (Flohé and Harris, 2007). Ztohoto davodu je
pravdébodobné, Ze v nasi sudii doSlo k chybé. Pro lep$i zhodnoceni by chtélo
provést analyzu znovu na dalsich vzorcich.

Finalni kandidati z praseci plasmy byli porovnani s lidskymi proteiny. U vétSiny
proteint z prasecich vzorkli doslo ke zméné koncentracni hladiny, oproti tomu
u lidskych proteinti ke zméné nedoslo. Zejména se jednalo o GPX3, FN1, ITIH4,
AMBP, APOE, C8G, AHSG, FETUB, HP, KNG1 a VCAM1. Protein PON1 u lidské plasmy
nebyl viibec detekovan. U SPP2 doslo kvétSimu zvySeni v porovnani s lidskou
plasmou (tab 3.14). Statisticka hladina vyznamnosti p < 0.05 byla splnéna jen
v pripadé analyzy z LFQ zcehoz lze usuzovat, Ze znaceni nejspiS neprobéhlo

v poradku (tab 3.15).
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Pii porovnani finalnich kandidati z lidské plasmy se stejnymi proteiny z praseci
plasmy bylo zjiSténo, Ze u vzorki z lidské plasmy, kde dochazi ke koncentracnimu
zvySeni, tak u prasecich vzorkl ke zméné nedochazi. Jedna se zejména o proteiny
CRP, PROC a APOB100. Proteiny MBL, PLPT a IGFBP6 v prasec¢i plasmé nebyly
nalezeny. APOF, LYZ, LBP AMY1, SERPINA4, FCN3, CTBS byly detekovany v praseci
plasmé pouze u metody LFQ. V pripadé TMT znaceni zfejmé nedoslo ke spravnému
navazani znacek, a tak nebyly detekovany. V piipadé proteinii APOF a AMY1A byl
zaznamenan opacny smér koncentracni zmény. U C5 a ADIPOQ byly hodnoty
relativnich poméri u jednotlivych metod rozdilné, proto nelze s jistotou
konstatovat, k jaké zméné dochazi po plsobeni IZ (tab. 3.16 a 3.17).

U nékterych proteinii jako naptiklad SAA, IGFBP2 a BLVRB doslo k opacnému
zjisténi, nez uvadi radiobiologickd literatura. Mohlo to byt zplisobené vétsi
variabilitou vzorkd, ¢i testovanim vétSiho mnozstvi proteinti. Pro ovéteni by bylo

vhodné provést dalsi testy.
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4 Zaveér

IZ je tok hmotnych ¢astic nebo fotonl elektromagnetického zareni, které ionizuji
atomy prostredi jimZ prochazeji (Havrankova, 2020). Expozice organismu IZ
vyvolava kaskddu na sebe navazujicich opravnych reakci, které mohou vést
k bunécné smrti, senescenci, karcinogenezi a poSkozeni celého organismu. Radia¢ni
poskozeni zahrnuje morfologické a funkéni zmény a mira poSkozeni souvisi
s celkovou davkou ozareni, ¢asovym intervalem a objemem ozarenych tkani
(Ryan, 2012). Vystaveni se malym davkam IZ je bezbolestny proces, ¢imZ vznika
velké riziko. Pri radiacnich udalostech ¢i nehodéach, jejichZ tendence mozného
vyskytu objektivné stoupa, je oCekavan velky pocet suspektné ozarenych osob,
pro jejichZ spravnou terapii je klicovy udaj o obdrZené davce. Soucasné techniky
biologické dozimetrie jsou stale zavislé na zlatém standardu, tj. na analyze
dicentrickych chromozomt (DCA), ktera se pouziva ke stanoveni davky zareni.
Ackoli je DCA spolehliva a reprodukovatelna, je také ¢asové narocna a velmi pracna,
a proto neni uspokojivd pro udalosti zahrnujici hromadné nehody. V téchto
ptripadech jsou zapotiebi rychlé testy. Jedno z moZnych freSeni nabizi vyuZiti
analytickych moZnosti metod hmotnostni spektrometrie u proteint krevni plasmy,
jejiz ziskani je minimalné invazivni. Cilem této prace bylo shrnuti uc¢inki IZ, vyuZziti
MS v proteomice a identifikovani novych potencidlnich biomarkert v lidské plasmé,
které by reagovaly na expozici organismu IZ.

Pouzivani biomarkerti pii hodnoceni a diagnostice patologickofyziologickych
stavi jakozto indikatort riiznych onemocnéni se v 1ékai'ské mediciné pouziva delsi
dobu. I pres mnohaletou historii je toto téma v soucasné dobé velmi diskutovatelné.
Diiraz na specifitu pozadovanych vlastnosti a charakteristiku biomarkert je ¢im dal
tim vice razny. Casova narocnost, reprodukovatelnost, senzitivita patii mezi hlavni
pozadavky kvybéru vhodnych biomarkerti daného onemocnéni. Najit takovy
biomarker, ktery by spliioval vSechna zadana kritéria vcetné jednoduché
aplikovatelnosti je pomérné narocné. Existuje fada molekul (metabolity, proteiny,
geny), které se daji v rlizném biologickém materialu detekovat. V klinické praxi pro
jednoduchost odbéru je nejcastéji vyuzivana krev, plasma, sérum a moc. Pro
predikci uc¢inki IZ se zda byt idedlni pouziti plasmatickych proteinti. Proteiny jako
vhodné biomarkery riiznych onemocnéni a jsou popisovany v mnoha publikacich

(Boccellino et al., 2019; Wang et al,, 2018). Aktualné existuji proteiny, které byly
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studovany v ramci ozatovani zvirecich modeld, jejichz hladiny se po expozici I1Z
méni. Pri vybéru kandidatli hraje urcitou roli i pouzitd metoda pri, které jsou
definované latky detekovany. V minulosti bylo v 1ékarském odvétvi aplikovana
metoda zaloZena na detekci protilatek, ale jeji casova a financ¢ni naroc¢nost byla
v klinické praxi velmi problematickd. Své uplatnéni v detekci proteinli z plasmy
nasla vysoce rozliSovaci hmotnostni spektrometrie piredevsim zaloZena na cilené
kvantifikaci s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

Proteiny jsou velmi slibné molekuly, které se podili na fenotypu a poskytuji primé
informace o biologickych drahach, které se podili na mnoha fyziologickych
a patologickych zménach v organismu (Geyer et al., 2017). Jak jiZ bylo zminéno jejich
hladina se méni v ramci denniho cyklu, na stavu organismu a onemocnéni.
Pt vybéru biomarkert ve vzorcich plasmy byly do studie zahrnuty vSechny mozné
faktory, které by se podileli na zméné stavu plasmatickych proteinii a nebyly spjaty

s uCinky IZ.

V prvni kapitole teoretické Casti byl popsan charakter IZ a jednotlivé typy
s ohledem na castice a druh ioniza¢niho procesu. Dale bylo v této studii pojednano
o plsobeni IZ na zZivy organismus. Princip projevii stochastickym
a deterministickym ucinkiim vcetné jednotlivych fazi akutni nemoci ozareni dle
absorbované davky. Vznik a pilisobeni reaktivnich forem kysliku a plsobeni
jednotlivych drah v organismu pti expozici IZ.

Dalsi kapitola pojedndvala o biomarkrech ozafeni se zaméfenim
na metabolomiku, genomiku a nejvice rozebrana byla proteomika. Posledni kapitola
pojednavala o hmotnostni spektrometrii, ¢astech MS a uplatnéni jednotlivych typi
vsoucCasné praxi. Vyuziti kvanifikaCnich metod se zmérenim na cilovou
proteomickou analyzu.

Experimentalni Cast byla zamérena na detekci a identifikaci biomarkerid ozareni
v lidské plasmé. Na zakladé publikované prace o biomarkerch ozareni byly vybrany
kandidati, jejichZz seznam byl doplnén o dalsi kandidaty nalezenych pomoci
srovnavacich proteomickych experimentli. Pro rozsSifeni panelu kandidatnich
proteind byla do studie zahrnuta i detekce biomarkert v praseci plasmé.

Celkem bylo vybrano 20 biomarkeri z lidské plasmy a 14 biomarkeri z praseci

plasmy. Za slibné kandidaty zlidské plasmy byly vybrani zejména AMY1A, CRP,
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CTBS, C5, PLPT, PRDX1, LBP, LYZ a IGFBP6, které byly detekovany metodou TMT
i LFQ a navic byly zminény i v radiobiologické literatute.

Za perspektivni kandidaty z praseci plasmy, které byly detekovany pomoci obou
metod byly vybrani GPX3, SPP2 a FN1. I kdyZ statisticka hladina vyznamnosti nebyla
splnéna, tak z pohledu radiobiologické literatury se jedna o velmi slibné kandidaty.
Pfi porovnavani dvou skupin rozdilné ozatrenych prasat byla nejvice koncentracné
sniZena skupina proteinli obsahujici globin a HBB, ale jejich rozdil v hladinach nebyl
vyrazny. Nejvice koncentracné zvySené proteiny u skupiny H2 byly APO4A, PON1
a PLINS, u skupiny H4 to byl HP.

Mezi navrhované spolecné proteiny u praseci a lidské plasmy u kterych doslo
ke vyraznéjsi koncentra¢ni zméné byly PRDX1, C5, LYS a HBB.

Béhem reSeni této prace byla ziskana prinosna data, ktera by mohla poslouZit
k dalS$i studii na vice vzorcich. Pokracovani v praci zamérené na biomarkery ozareni
zejména vlidské plasmé by mohly prispét krozsifeni dosavadnich poznatki

o obdrzené davce.
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Ministerstvo zemédélstvi
Odbor zivogignych komodit

£9233/2015-MZE-17214/12

Spisové znatka: 160Z281198/2015-17214 \ nll

3 e s MZE A2 T
000238420946

Vyfizuje: Mgr. Katefina Koneéna

Telefon: 221812346

E-mail: Katerina.Konecna@mze.cz

1D DS: yphaax8

Adresa: T&snov 65/17, Nové Mésto, 110 00 Praha 1

V Praze dne 7. 1. 2016

ROZHODNUTI

Ministerstvo zemédélstvi, odbor Zivogignych komodit (dale jen ,Ministerstvo zemeédélstvi*),
které je pfislusnym organem ochrany zvifat k rozhodovani o udéleni, zméné, pozastaveni
nebo odnéti opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat pedle § 20 odst. 1 pism. g) zakona €.
246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpist (dale jen ,zakon
na ochranu zvifat"), v fizeni zahajeném na zakladé zadosti podané Ministerstvem obrany,
zastoupenym ve spravnim fizeni MVDr. Vérou Radochovou, na zakladé pIné moci ze dne
13. 7. 2015, podle ustanoveni § 44 odst. 1 zakona & 500/2004 Sb., spravniho fadu,
v platném zn&ni, na zakladé ustanoveni § 20 odst. 1 pism. g) zakona na ochranu zvirat ve
véci zadosti o udéleni opravnéni k pouzivani pokusnych zvitat rozhodlo takto:

Udéluje se opravnéni
k pouzivani pokusnych zvifat

podle § 15b, § 20 odst. 1 pism. g) zékona na ochranu zvitat Ministerstvu obrany, se
sidlem Tychonova 221/1, 160 00 Praha 6 - Hrad&any, 1C 60162694 (dale jen ,zadatel")

k provozovani zafizeni

«  Centralni vivarium Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, areal Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralove:
o Vivarium | — mistnosti: & 4 vysetfovna, & 7 umyvarna, & 9 sklad, ¢. 10
ustajeni potkant — 250 ks, &. 11 ustéjeni mysi — 880 ks, €. 12 ustajeni mysi —
880 ks, &. 13 ustajeni kralikii a moréat, €. 14b ustéjeni mysi v IVC — 240 ks, €.
14c ustajeni potkani — 250 ks, ¢. 15 sklad zdravotnického materialu, €.19a -
sklad krmiv, & 19b sklad isté podestylky;
o Vivarium Il — mistnosti: & 4 pifpravna/pitevna, &. 5 sklad krmiv pro prasata, c.
7 sklad zdravotnickych materiald, & 8 sklad dezinfekce, ¢. 104 strojovna

Obr. 2.3a Souhlas vyboru pro prava zviiat pfi Ministerstvu obrany CR 1.¢ast
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vzduchotechniky, & 105 operacni sal velky, ¢. 106 pfipravna zvifat, ¢. 107
operaéni sal maly, €. 108 sklad |&civ, &. 116 ustajeni prasat;

o Vivarium Fakulty vojenského zdravotnictvi, katedra toxikologie a vojenské farmacie,
Simkova 878, 500 38 Hradec Kralové, mistnosti: & 2 ustajeni mysi — 200 ks, &. 3
pfipravna, & 4 ustajeni potkani - 150 ks, & 5 umyvarna, sklad krmiva a sklad
podestylky,

a to na dobu 5 let ode dne pravni moci tohoto rozhodnuti,

pro ugely podle § 18 odst. 1 pism. a) af) zakona na ochranu zvifat, tedy:

. zakladni vyzkum,

D vy8si vzdélavani nebo odborna piiprava za Ggelem ziskani, udrzeni nebo zlepseni
odbornych znalosti,

v zafizeni Centralni vivarium Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové:

Wi pouZiti druhu pokusnych | hmotnostni kategorie: | pfi maximalinim dennim stavu: |
zvirat:

my$ laboratorni 20 - 25¢g 2 000 ks

potkan laboratorni 180 — 200g 500 ks

morée domaci 200 — 3009 100 ks

kralik domaci do 5 kg 15 ks

prase domaci do 150 kg 7 ks

prase domaci do 100 kg 21 ks,

v zafizeni Vivarium Fakulty vojenského zdravotnictvi, katedra toxikologie a vojenske
farmacie — Simkova 878, 500 38 Hradec Krélové:

pfi pouziti druhu pokusnych hmotnostni kategorie: | pfi maximalnim dennim stavu:
zvirat:

my$ laboratorni 20 - 25g 200 ks

potkan laboratorni 180 — 200g 150 ks.

Osobou odpovédnou za pédi o pokusna zvifata ve vyse uvedeném zafizeni je MVDr.
véra Radochova, narozena 27. 2. 1984 v Novém Mésté na Moravé, trvale bytem Kvasiny
423, 517 02 Kvasiny, &islo osvédéeni o odborné zpUsobilosti podle § 15d odst. 3 zakona na
ochranu zvifat CZ 03013.

Uréenym veterinarnim lékaiem je MVDr. Véra Radochova, narozena 27. 2. 1984 v
Novém Méstd na Moravé, trvale bytem Kvasiny 423, 517 02 Kvasiny, gislo osvédéeni o
odborné zpiisobilosti podle § 15d odst. 3 zakona na ochranu zvifat CZ 03013.

Osobou odpovédnou za dodrZovani zakona na ochranu zvifat je brigadni general
prof. Ing. Bohuslav Pfikryl, Ph.D., narozen 12. 7.1961 v Kromé&rfizi.

ODUVODNENI

Radné vyplnéna zadost o udéleni opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat podle
§ 15b odst. 1 zakona na ochranu zvifat a podle § 2 odst. 1 vyhlasky & 419/2012 Sb.,

69233/2015-MZE-17214 2
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o ochrané pokusnych zvifat (dale jen ,vyhlaska®), byla Ministerstvu zemédélstvi dorucena
dne 23. 9. 2015. Timto dnem bylo zahajeno spravni fizeni.

Ministerstvo zemédélstvi pisemné povéfilo k posouzeni vy$e uvedeného zafizeni
sadatele v souladu s § 15¢c odst. 5 zakona na ochranu zvifat posuzovatele MVDr. Tomase
Svobodu, CSc. a Andreje Litvince, Ph.D. Posuzovatelé posoudili zafizeni zadatele fyzickou
kontrolou na misté, véetné stanovené dokumentace, o zjisténych skutegnostech zpracovali
pisemny posudek, ktery dne 14. 12. 2015 predlozili v souladu s § 15¢ odst. 6 pism. a) bodem
2 zakona na ochranu zvifat Ministerstvu zemédélstvi, v posudku doporucili udéleni
opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat na dobu 5 let. Posuzovatelé nezjistili zavady a

nedostatky v predlozené dokumentaci ani v technickém vybaveni zafizeni.

Na zakladé predlozené zadosti, zpracovaného posudku a na zakladé vyhodnoceni
spisového materialu Ministerstvo zemédélstvi rozhodlo o udéleni opravnéni k pouzivani
pokusnych zvirat sadateli na dobu 5 let, ato vzhledem ke spinéni stanovenych podminek
chovu a pouziti pokusnych zvifat, které jsou v souladu se zakonem na ochranu zvifat

a vyhlaskou.

V souladu s ustanovenim § 15b odst. 3 zakona na ochranu zvifat bylo zadateli
udéleno opravnéni k pouzivani pokusnych zvifat na dobu 5 let, nebot se jedna o dalsi
udéleni opravnéni.

Zadatel nehradil spravni poplatek podle polozky 74 pism. c) sazebniku poplatki —
prilohy k zakonu ¢&. 634/2004 Sb., o spravnich poplatcich, ve vy$i 10.000 K&, nebot se na néj
vztahuje osvobozeni od poplatku. Podle § 8 odst. 1 pism. a) zakona o spravnich poplatcich
jsou od poplatkd osvobozeny statni organy a statni fondy.

Z vy$e uvedenych divodtl bylo rozhodnuto tak, jak je uvedeno ve vyrokové casti
tohoto rozhodnuti.

Timto rozhodnutim se nahrazuje rozhodnuti Ministerstva zemédalstvi ze dne 30. 12. 2010,
¢.j. 25895/2010-17210, o udéleni akreditace Ministerstvu obrany, se sidlem Tychonova 1,
160 00 Praha 6 - Hrad¢any, IC 60162694.

Pfislusnym statnim organem ke schvalovani projektil pokusu vyse uvedeného
sadatele je v souladu s § 23 odst. 1 zakona na ochranu zvifat Ministerstvo obrany.

POUGENI UCASTNIKU

Proti tomuto rozhodnuti Ize podle § 152 odst. 1 zakona & 500/2004 Sb., spravniho

tadu, v platném znéni, do 15 dnti ode dne oznameni rozhodnuti podat rozklad k ministru

zemédalstvi, a to podanim uginénym u Ministerstva zemédélstvi — odboru zivogisnych
komodit.

Ing. Jifi Hojer Otisk ufedniho razitka
feditel odboru

69233/2015-MZE-17214 3
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Rozdélovnik

1. Ugastnik fizeni — Zadatel (datovou schrankou) — Ministerstvo obrany, se sidlem
Tychonova 221/1, 160 00 Praha 6 - Hradéany, IC 60162694, zastoupeny MVDr. Vérou
Radochovou, 1D DS hjyaavk (VZ 2994 Hradec Kralové)

Dotéené organy statni spravy dle § 15b odst. 5 zakona na ochranu zvifat, kterym se zasila
rozhodnuti o ud&leni opravnéni na védomi:

2. Ministerstvo obrany, Sekce podpory MO — Odbor spravnich &innosti, Oddéleni zdravotnich
agend, Buzulucka 897, 500 02 Hradec Kralové

3. Ustfedni vojensky veterinarni ustav, Opavska 28, 748 11 Hiugin

Vypraveno dne

69233/2015-MZE-17214 B

Obr. 2.3d Souhlas vyboru pro prava zvifat pti Ministerstvu obrany CR 4.¢ast
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Uniprot Relativni P- Relativni P-
k(l': d Nazev Zkratka | pomér: | hodnota: | pomér: | hodnota: Funkce
24h / 0G | 24h / 0G | K24h/Oh | 24h / Oh
P30043 Flavinova reduktaza (NADPH) BLVRB 2,587 6,94E-06 0,979 3,17E-01 oxidoreduktaza
P21333 Filamin-A FLNA 2,223 1,57E-04 oprava dna
P02042 | Hemoglobinova podjednotka delta HBD 1,974 1,28E-03 transport kysliku
P10124 Serglycin SRGN 1,964 1,39E-03 regulace sekrece proteaz, apoptdza
P02776 Destickovy faktor 4 PF4 1,889 | 2,58E-03 chemotakticky plisobi na neutrofily
a monocyty.
P67936 | Tropomyosinovy alfa-4 Fetézec TPM4 1,857 | 3,37E-03 regulace kontrakef pricné
pruhovaného svalstva
QINZKS5 Adenosinova deaminaza 2 ADA2 1,788 | 5,88E-03 regulace bunécné proliferace a
diferenciace
P02788 Laktotransferin LTF 1,755 | 7,69E-03 antimikrobialni aktivita, vliv na
produkci prozanétlivych cytokinu
P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX?2 1,676 1,43E-02 1,099 1,54E-01 detoxikace peroxida
P04040 Kataldza CAT 1,662 1,60E-02 1,224 3,01E-02 detoxikace peroxidi
P00915 Karbonicka anhydraza 1 CA1l 1,556 3,57E-02 0,728 1,46E-01 katalyticka aktivita
Q15485 Fikolin-2 FCN2 1,512 4,94E-02 imunitni odpovéd
P14618 Pyruvat kinaza P PKM 0,604 1,85E-02 ovliviiuje glykolyzu
P01877 Retézec imunoglobulinu alfa 2 IGHA2/ 0,587 1,28E-02 imunittni odpovéd
TUBA1A
Q08881 | Tyrozin-proteinkinaza ITK/TSK ITK 0,349 | 7,58E-07 cytoprotektivni reakce vcetné
oprav dna
Q76Lxg | Protein obsahujici dezintegrinovou | ADAMTS | 4, | 3905 11 ovliviiuje tvorbu trombi
a metaloproteinazovou doménu 13

Tab. 3.3 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu LFQ1 po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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Uniprot Relativni P- Relativni P-
Kg d Nazev Zkratka pomér: | hodnota: | pomér: | hodnota: Funkce
24h / 0G | 24h / 0G | K24h/Oh | 24h / Oh

P80511 Protein $100-A12 S100A12 | 11,557 | 1,98E-02 : : regulace zanétlivych procesti a imunitnf
odpoveédi

Q08554 Desmokolin-1 DSC1 7,586 8,35E-13 - - adheze bunék

Q8NF91 Nesprin-1 SYNE1 2,590 7,47E-05 - - cytoskeletarni usporadani

Q06830 Peroxiredoxin-1 PRDX1 2,589 7,47E-05 - - detoxikace peroxidt

P02741 C-reaktivni protein CRP 2,049 1,16E-04 0,626 - zanétliva odpovéd

P81605 Dermcidin DCD 1,910 5,06E-04 - - antimikrobialni aktivita

P01040 Cystatin-A CSTA 1,812 2,96E-02 - - adheze bunék

Qonzr1 | [Kalmodulinupodobny CALMLS5 1751 | 2,608-03 | 10°% - diferenciace keratinocyti

protein 5
P18428 Protein vazajici LBP 1,585 | 1,33E-02 | 1,021 | 3,14E-01 vrozend imunitni odpovéd
lipopolysacharidy

Q13790 Apolipoprotein F APOF 1,543 1,97E-02 0,912 9,60E-01 regulator transportu cholesterolu

P55058 FOSf"hp‘i(;‘(’)’t’;:“Sfem"y PLTP 1,543 | 2,19E-05 | 0,868 | 1,67E-01 ptenos fosfolipidi

P05543 Globulin vazajici tyroxin SERPINA7 1,527 2,29E-02 0,995 3,99E-01 | transportni protein hormont Stitné zlazy

P01031 Komplement C5 C5 1,494 3,11E-02 0,857 1,31E-01 komplementovy systém

P08185 Globulin vazajict SERPINA6 | 1,461 | 4,16E-02 | 1,014 | 4,28E-01 transport glukokortikoid

kortikosteroidy

P05109 Protein S100-A8 5100A8 | 0,689 |4548-02 | . regulace zanétlivych procest a imunitnf
odpoveédi

P11277 Spektrinovy bet,a r(,etezec, SPTB 0,684 4,14E-02 - - regulace sloZek plasmatické membrany

erytrocytarni
po1g57 | Retézecimunoglobulinu IGHG1 0,670 | 3,14E-02 - - imunitni odpovéd
gama 1

Q02413 Desmoglein-1 DSG1 0,668 2,99E-02 1,061 - adheze bunék

P61626 Lysozym C LYZ 0,654 2,22E-02 1.064 7,23E-01 imunitni odpovéd’

P16930 Fumarylacetoacetaza FAH 0,636 1,48E-02 - - rozklad tyrosinu
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po44ae | Clyceraldehyd-3-fosfat GAPDH 0,623 | 1,08E-02 - - imunitni odpovéd
dehydrogenaza
QOH7P6 l"od]‘ednf)tk:a 12]? , MVB12B 0,622 1.07E-02 ) ) regulator procesu vezikularniho
multivesikularniho téliska transportu
Hemoglobinoba ;
P68871 podjednotka beta HBB 0,621 1,03E-02 - - transport kysliku
Q86U17 Serpin A11 SERPINA11 0,570 9,09E-03 - - Inhibitor serinovych proteaz
P69905 Hemoglobinova HBA2 0,558 | 1,73E-03 | 1,781 | 1,74E-01 transport kysliku
podjednotka alfa
PODJI9 Sérovy amyloid A-2 SAA2 0,501 2,04E-04 - - akutni faze imunitni odpovédi
po2730 | Transportnianiontovy SCL4A1 0,472 | 549E-05 i i Katalytick4 aktivita
protein skupiny 3
P02775 | Protein krevnich desticek PPBP 0,456 2,43E-05 0,83 1,48E-01 koagulace
P00918 Karbonicka anhydraza 2 CA2 0,438 8,91E-06 - - diferenciace osteoklast
chemotakticky ptlisobi na neutrofily a
P02776 Destickovy faktor 4 PF4 0,424 3,92E-06 - - monocyty. inhibuje proliferaci
endotelidlnich bunék
PODJI8 Sérovy amyloid A-1 SAA1 0,424 3,94E-06 - - akutni faze imunitni odpovédi
Hemoglobinova .
P02042 podjednotka delta HBD 0,398 7,29E-07 - - transport kysliku
P07996 Thrombospondin-1 THBS1 0,392 4,66E-07 0,606 - koagulace
P30043 Fla"“‘(‘f\l‘:‘&‘jﬁ‘;kma BLVRB 0,181 | 2,85E-11 | 0,979 | 3,17E-01 oxidoreduktaza

Tab. 3.4 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu LFQ2 po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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Uniprot Relativni P- Relativni P-
kg d Nazev ZKkratka pomér: hodnota: pomér: hodnota: Funkce
24h /0G | 24h /0G | K24h/Oh | 24h/Oh
Y o katabolismus fosfolipidi béhem
Q13093 | Destickyaktivujicifaktor oy poen |5 059 | 903E-05 i i zén&tlivé a oxidativnd stresové
acetyl-hydrolaza 1.
odpoveédi
P00918 Karbonicka anhydraza 2 CA2 1,917 3,27E-04 0,872 8,09E-02 diferenciace osteoklasti
katabolismus fosfolipidi béhem
Q8WUAS8 Tsukushi TSKU 1,911 3,49E-04 - - zanétlivé a oxidativni stresové
odpovédi, hojeni ran
P06703 Protein $100-A6 S100A6 1883 | 489E-04 | 1,115 | 498E-01 | resulace b“ne‘;r;yscthr é‘gnkc" odpoved
P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX?2 1,849 7,38E-04 1,099 1,54E-01 detoxikace peroxidi
QOY5Y7 Endgtehalm receptczr LYVE1 1,848 7 41E-04 1,085 1.12E-02 usnadr3u1e adheZ} a migraci bunék
kyseliny hyaluronové 1 pies lymfaticky endotel
Q15485 Fikolin-2 FCN2 1,795 1,39E-03 - imunitni odpovéd
P00915 Karbonicka anhydréza 1 CA1 1,762 2,03E-03 0,728 1,46E-01 katalyticka aktivita
P11226 Manéza vazajici protein C MBL2 1,651 7,15E-03 1,379 4,51E-01 aktivace lektinové drahy
PODUB6 Alfa-amylaza 1A AMY1A 1,618 1,01E-02 - - metabolismus sacharidui
Q9UHG3 Prenylcystein oxidaza 1 PCYOX1 1,602 1,21E-02 - - degradace prenylovanych proteinii
P06702 Protein S100-A9 S100A9 1,549 2,12E-02 1,101 2,72E-01 imunitni odpovéd’, zanétlivé reakce
A6NMY6 Putativni prgtem podobny ANXA2P?2 1475 4,45E-02 i i vazebny protein, reaguje na tepelny
anexinu A2 stres
P04406 Glyceraldehyd-3-fosfat GAPDH 1,468 | 4,75E-02 - - imunitni odpovéd
dehydrogenaza
P04040 Katalaza CAT 1,463 4,97E-02 1,224 3,01E-02 detoxikace peroxidi
Inositol polvfosfat reguluje bunécné hladiny inositol
Q9UNW1 POty MINPP1 0,749 3,71E-02 1,006 6,45E-01 pentakisfosfatu a inositol
fosfatdza 1 . .
hexakisfosfatu
P10645 Chromogranin CHGA 0,693 | 1,08E-02 - - pusob jako vychytavac volnych
radikali
p30101 | Proteindisulfid-izomerdza | )5 0,586 | 3,69E-04 - - disulfidické vazby-stabilita proteinii

A3
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P01344

Rustovy faktor podobny
inzulinu II

IGF2

0,418

2,01E-08

1,12

1,97E-01

metabolismus glukézy

Tab. 3.5 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu TMT1 po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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Unibrot Relativni P- Relativni P-
k(l’: d Nazev Zkratka pomér: hodnota: | pomér: hodnota: Funkce
24h /0G | 24h /0G | K24h/Oh | 24h /Oh
PODUBG6 Alfa-amylaza 1A AMY1A 3,326 1,80E-13 - - metabolismus sacharidu
P02741 C-reaktivni protein CRP 2,100 1,05E-05 0,626 - zanétliva odpovéd’
p11279 | Membranovyglykoprotein |y \yp, 1,880 | 2,20E-04 - - imunitni odpovéd
asociovany s lyzozomy
QINZT1 Kalmoﬂ‘;g&‘;npgd"bny CALML5 1,815 5.245-04 | 004 - diferenciace keratinocytt
Q9UHG3 Prenylcystein oxidaza 1 PCYOX1 1,679 3,02E-03 - - degradace prenylovanych proteint
Q99969 | Protein2sreceptorempro | papppey | 1594 | 849E-03 - - zanétliva reakce
kyselinu retinovou
P01031 Komplement C5 C5 1,586 9,27E-03 0,857 1,31E-01 komplementovy systém
Q99650 Onkostatin M specificky OSMR 1,581 | 9,83E-03 ; ; imunitni odpovéd
receptor podjednotky
QINZK5 | Adenozinova deamindza 2 ADA2 1,549 | 1,43E-02 - - regulace bunécné proliferace a
diferenciace
P02743 Sérovy amyloid P APCS 1,545 1,49E-02 0,868 1,67E-01 ochrana amyloidnich fibril
ps505g | osfolipidovy transférovy PLTP 1,494 | 2,65E-02 - - prenos fosfolipidi
protein

Q13508 Ecto-ADP-rlbc;syltransferaza ART3 1,490 2 78E-02 i i i
P00740 Koagula¢ni faktor IX F9 1,475 3,30E-02 0,95 4,37E-03 koagulace

Protein vazajici . “ vr g . «
Q96596 fosfatidyletanolamin 4 PEBP4 1,472 3,40E-02 - - proliferace a prezivani bunék
P81605 Dermcidin DCD 1,469 3,49E-02 1,41 1,85E-01 antimikrobialni aktivita
P16157 AnKkyrin-1 ANK1 0,775 4,55E-02 - - zanétliva reakcce
P61626 Lysozym C LYZ 0,770 4,11E-02 1.064 7,23E-01 imunitni odpoveéd’
P00918 Karbonicka anhydraza 2 CA2 0,751 2,74E-02 0,872 8,09E-02 diferenciace osteoklastu
Q13740 CD166 antigen ALCAM 0,735 1,89E-02 - - Imunitni odpovéd
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P06702 Protein S100-A9 S100A9 0,732 1,76E-02 1,101 2,72E-01 imunitni odpovéd’, zanétlivé reakce
P05109 Protein S100-A8 S100A8 0722 | 138E-02 | D% - regulace zanétlivych procestia
imunitni odpovédi

chemotakticky plisobi na neutrofily a

P10720 Destickovy faktor 4 PF4V1 0,721 1,35E-02 - - monocyty. Inhibuje proliferaci

endotelialnich bunék

P69891 Hemogl(’b‘;‘;’r‘g"l‘)dledm’tka HBG1 0,718 | 1,26E-02 - - transport kysliku

P00915 Karbonicka anhydraza 1 CA1 0,688 5,54E-03 0,728 1,46E-01 katalyticka aktivita

Q9BUF5 Tubulinovy beta retézec 6 TUBB6 0,687 5,42E-03 - - hlavni slozka mikrotubula

P07996 Thrombospondin 1 THBS1 0,630 8,37E-04 0,606 - koagulace

P06703 Protein $100-A6 S100A6 | 0566 | 559E-05 | 1,115 | 498E-01 | "e8ulace b“ne;r;yscg i‘;nkc" odpoveéd

P02775 Protein krevnich desticek PPBP 0,562 4,68E-05 0,83 1,48E-01 koagulace

Tab. 3.6 Vybrané biomarkery lidské plasmy z data setu TMT2 po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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TMT?2 LFQ2
Relativni P Relativni P Relativni P
fata | Pomer | bodaot: | pomir: | badnot: | ponér | badnot
(0h) (0h) (0h) (0h) (KOh) (KOh)

P02741 C reaktivni protein CRP 2,11 1,05E-05 2,049| 1,16E-04 0,725| 1,00E+00
PODUB6 | Alfa amylaza 1A AMY1A 3,326 1,80E-13 100| 1,00E-17 - -
P11226 Manéza vazajici protein C MBL2 1,229| 3,35E-01 1,213| 2,99E-01 1,079( 4,51E-01
P55058 Fosfolipidovy transférovy 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 fg ;’tts“,r}‘,,‘f’;‘ﬁfg‘:gm“hnu podobny IGFBPO 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 0,771 4,11E-02 0,654 | 2,22E-02 1.064( 7,23E-01
P18428 |Lipopolysacharidovy vazebny protein LBP 1,406| 6,77E-02 1,585| 1,33E-02 1,222 1,40E-01
Q01459 Di-N-acetylchitobiaza CTBS 1,242( 3,03E-01 1,431| 1,19E-01 1,006( 7,23E-01
075636 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 zavisly na vitaminu K PROC 1,261| 2,60E-01 1,234 2,59E-01 1,07| 895E-01
Q15848 | Adiponektin ADIPOQ 1,269 2,43E-01 0,946| 7,63E-01 0,669 2,06E-01

Tab. 3.7 Finalni biomarkery ozateni z lidské plasmy po zpracovani data seti TMT1, TMT2, LFQ1 a LFQ2 1/2 (www.uniprot.com)
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TMT1 LFQ1
Uniprot ) Relativvni P Relativvni P R:é?;g::‘ P hodnota:
k6d Nazev Zkratka | pomér: | hodnota: | pomér: | hodnota: (K24h) / (K24h) /
24h/0G | 24h/0G | 24h /0G | 24h/0G |~ o (KOh)

P02741 C reaktivni protein CRP 1,351 1,39E-01 1,455 7,47E-02 0,725 1,00E+00
PODUB6 Alfa amylaza 1A AMY1A 1,618| 1,01E-02 1,023 9,01E-01 - -
P11226 Manéza vazajici protein C MBL2 1,651| 7,15E-03 1,274 2,46E-01 1,079 4,51E-01
P55058 Fosfolipidovy transférovy 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 flf ;’tts“;‘f’;‘ifé‘:g“z“hnu podobny IGFBP6 1,287| 2,34E-01 1,438| 837E-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 Lipopolysacharidovy vazebny protein LBP 0,963| 5,72E-01 1,219| 3,43E-01 1,222 1,40E-01
Q01459 Di-N-acetylchitobiaza CTBS 1,133| 6,77E-01 1,25 2,85E-01 1,006 7,23E-01
075636 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 zavisly 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 Finalni biomarkery ozareni z lidské plasmy po zpracovani data setd TMT1, TMT2, LFQ1 a LFQ2 2/2 (www.uniprot.com)
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Relativni P
Uniprot kéd Nazev Zkratka pomeér: | hodnota: Funkce
24h /0G | 24h / 0G
A0A287AIJ3 Glutation peroxidaza GPX3 1,61 1,97E-03 ochrana pred oxidacnim poskozenim peroxidem
vodiku
Q711S8 Sekretovany fosfoprotein 24 SPP2 1,579 1,97E-03 remodelace kosti
AOA5G2QM19 | Peptidaza D PEPD 1,474 8,98E-02 | rozklad dipeptidi na C-konci s prolinovym zbytkem
P18650 Apolipoprotein E APOE 1,436 3,21E-02 metabolismus lipid{
AO0A287AFQ4 | Komplement C8 C8G 1,326 4,08E-02 | regulace komplementové kasakady, imunitni reakce
A0A286ZYQ3 | Fibrinogen 1 FGL1 1,313 8,98E-02 inhibice aktivity antigenné specifickych T-bunék
A25W51 Monocytarni diferenciaéni CD14 1,275 2,80E-02 imunitn{ odpovéd’
antigen CD14
P04366 Protein AMBP AMBP 1,27 2,63E-02 prekurzor proteinu vazajici hem
P50447 Alfa-1-antitrypsin SERPINA1 1,268 2,36E-02 inhibitor serinovych proteaz
AO0A286ZYZ5 | Protein obsahujici doménu L0OC106504547 1,252 2,63E-02 zabranuje nebo sniZuje aktivitu serinovych
SERPIN endopeptidaz
AOA5G2RA87 | Properdin CFP 1,22 3,21E-02 | regulace komplementové kasakady, imunitni reakce
A0A286ZT99 | Inhibitor inter-alfa-trypsinu ITIH4 1,212 2,63E-02 reakce na akutni zanét
tézkého retézce H4
AOA5G2QSF4 | Protein C zavisly na vitaminu K PROC 0,889 7,51E-02 koagulace, vazba vapenatych iontl
F1S567 Protein vaskuldrni bunéc¢né VCAM1 0,754 4,04E-03 | imunitni reakce, presun leukocytl do mista zanétu
adheze 1
K7GQL2 Koagula¢ni faktor XIII A F13A1 0,745 8,98E-02 koagulace
Q1KS52 Kysela labilni podjednotka IGFALS 0,663 3,46E-03 ucast na udrZenf aktivity IGF
A0A287B6MO | Karbonickd anhydraza CA2 0,462 9,40E-02 proliferace hepatocyti
AO0A286ZND5 | Peroxiredoxin-1 PRDX1 0,425 7,18E-02 redukce peroxida
[I3LQH7 Biliverdin reduktaza B BLVRB 0,335 8,98E-02 redoxni regulace

Tab. 3.10 Vybrané biomarkery praseci plasmy z data setu LFQ po splnén{ kritérii (www.uniprot.com)
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Relativni

P hodnota:

Uniprot kéd Nazev Zkratka omeér: Funkce
P Z‘Zh oG | 24h/06G

AOA287AWR7 Paraoxonaza PON1 2,286 2,26E-01 antioxidac¢ni ucinky

A0A287BM29 Apolipoprotein A IV APOA4 2,065 3,07E-01 metabolismus lipid{i, antioxidac¢ni acinky

AOA5G2QEF4 Perilipin 5 PLINS 2,043 2,77E-01 metabolismus lipid

Q711S8 Sekretovany fosfoprotein 24 SPP2 2,014 3,28E-01 remodelace kosti

AOA5G2RIC7 Koagula¢ni faktor XIII A F13A1 1,983 2,67E-01 koagulace

P16293 Koagulacni faktor IX F9 1,975 2,48E-01 koagulace

P29700 Alfa 2 HS glykoprotein AHSG 1,813 6,33E-01 imunitni odpovéd’

AO0A287AIMS8 Komplement C5A C5 1,718 2,27E-01 komplementova kaskada

F1SS24 Fibronektin FN1 1,640 5,86E-02 bunécéna adheze, cytoprotektivni i¢inek

pired IZ

AOA5G2R8T9 Komplement C6 C6 1,567 2,93E-01 komplementova kaskada

P18648 Apolipoprotein A | APOA1 1,545 4,66E-01 metabolismus lipid

F1SFI6 Fetuin B FETUB 1,524 2,60E-01 zanétliva reakce, resorpce kosti

A0A287AIJ3 Glutation peroxidaza GPX3 1,490 6,81E-02 ochrana pied oxidacnim poskozenim
peroxidem vodiku

AO0A287AY]8 Serpin F1 SERPINF1 1,479 3,16E-01 inhibice endopeptidaz

A0A287AFQ4 Komplement C8 C8G 1,458 1,18E-01 komplementova kasakada

K7GQR1 Properdin CFP 1,456 2,58E-01 komplementova kaskada

F1RKO01 Karboxypeptidaza B2 CPB2 1,448 2,78E-01 hydrolyza proteint

P18650 Apolipoprotein E APOE 1,438 2,67E-01 metabolismus lipid

AOA5K1UCV8 Angiotensin 1 AGT 1,375 3,55E-01 Regulace krevniho tlaku

A0A286ZT99 Inhibitor inter-alfa-trypsinu ITIH4 1,354 2,80E-01 odpovéd na akutni zanétlivou reakci

tézkého retézce h4

Q29545 Inhibitor karbonické anhydrazy TF 1,353 5,78E-01 inhibice karbonické anhydrazy

F1IRMN7 Hemopexin HPX 1,341 2,47E-01 trnasport hemu

A0A286ZUY9 Alfa 1B glykoprotein A1BG 1,324 5,37E-01 imunitni odpoveéd

F1SFI5 Glykoprotein bohaty na histidin HRG 1,311 9,79E-01 koagulace, imunitni odpovéd’

F1RX37 Fibrinogen beta FGB 1,285 2,83e-02 koagulace
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A0A287A6Q0 Protein S zavisly na vitaminu K PROS1 1,281 2,32e-01 metabolismus vapniku
AO0A5G2QZH2 Kininogen 1 KNG1 1,266 6,42e-01 koagulace

P04366 Protein AMBP AMBP 1,252 3,16e-01 prekurzor proteinu vazajici hem
F1SIB1 Protrombin F2 1,230 5,10e-01 koagulace
AO0A286ZYZ5 Protein obsahujici doménu serpin L0OC106504547 1,221 1,14e-01 inhibice endopeptidaz
P09571 Serotransferin TF-2 0,782 9,49e-02 transport Zeleza
[3LJW2 Retézec fibrinogenu gama FGG 0,765 7,55e-01 slozka fibrinogenu
AO0A5G2QXX3 Sulfhydryl oxidaza QSO0x1 0,701 9,82e-01 oxidace sulfhydrylovych skupin
P50390 Transtyretin TTR 0,693 1,63e-01 transport tyroxinu
AO0A287BRF1 Protein obsahujici doménu C1Q LOC110258309 0,676 7,47e-02 komplementova kaskada
P50447 Alfa 1 antitrypsin SERPINA1 0,658 1,22e-01 inhibitor serinovych proteaz
AO0A287A3T6 Protein obsahujici doménu IG A0A287A3T6 0,588 2,82e-01 imunitni odpovéd’
AOA5G2QRW3 | Hemoglobinova podjednotka beta - 0,562 6,02e-02 transport kysliku
F1RGX4 Protein obsahujici doménu globin - 0,506 9,61e-02 imunitni odpovéd

Tab 3.11 Vybrané biomarkery praseci plasmy z data setu TMT1 (H2) po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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Relativni

Uniprot kod Nazev Zkratka pomeér: le;(;ld;lg?: Funkce
24h / 0G
F1SS24 Fibronektin FN1 1,593 1,43E-01 bunéc¢na adheze, cytoprotektivni icinek pied
1Z

Q8SpPS7 Haptoglobin HP 1,399 7,24E-03 antioxida¢ni ucinky, imunitnf odpovéd

AO0A286ZT99 Inhibitor inter-alfa-trypsinu ITIH4 1,340 2,97E-01 odpovéd na akutni zanétlivou reakci
tézkého retézce H4

Q28833 Von Wilebrandtv faktor VWF 1,283 2,43E-01 koagulace

F1SGG3 Cytokeratin 1 KRT1 1,247 4,36E-01 aktivace komplementu

A0A5G2Q7Q6 Protein obsahujici doménu Ig - 1,229 5,13E-01 imunitni odpovéd

A0A286ZQJ9 Protein obsahujici doménu c1q L0C110258310 1,228 4,89E-01 komplementova kaskada

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 ITIH4 1,211 6,04E-01 odpovéd na akutni zanétlivou reakci
tézkého retézce H4

F1RX37 Fibrinogen beta FGB 1,207 5,66E-02 koagulace

A0A287ASX3 Adiponektin C1Q ADIPOQ 0,797 1,92E-01 protizanétlivé ucinky

A0A287AQ20 Preproprotein CFI 0,795 9,91E-02 komplementova kaskada

F1SCF1 Protein obsahujici doménu SERPINAG6 0,755 1,09E-02 inhibice endopeptidaz serinového typu
Serpin

AOA5G2QRW3 HerIr)loglobinové podjednotka beta - 0,582 2,77E-01 transport kysliku

F1RGX4 Protein obsahujici doménu globin | LOC100737768 0,429 1,66E-01 prrenos kysliku do tkani

Tab. 3.12 Vybrané biomarkery praseci plasmy z data setu TMT2 (H4) po splnéni kritérii (www.uniprot.com)
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Praseci plasma

Lidska plasma

Nazev LFQ | TMT1 | TMT2 | LFQ1 | LFQ2 | TMT1 | TMT2
Sekretovany fosfoprotein 24 1,579 | 2,014 | 0,886 | 0,852 | 1,211 | 1,224 | 1,161
Glutation peroxidaza 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 téZkého retézce 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
Hemoglobinova 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
Paraoxonaza 2,286 | 0,992
Protein vaskularni bunécné adheze 0,754 0,886 | 0,959 | 0,954 | 1,015

Tab. 3.14 Relativni poméry u vybranych kandidatt z praseci plasmy v porovnani s lidskymi
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Nazev Praseci plasma Lidska plasma
LFQ TMT1 TMT?2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT?2

Sekretovany fosfoprotein 24 1,97E-03 | 5,89E-01 | 7,30E-01 | 4,60E-01 | 3,03E-01 | 8,84E-01 | 9,40E-01
Glutation peroxidaza 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 téZkého retézce 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
Hemoglobinova 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
Paraoxonaza 5,89E-01 | 2,77E-01 | 7,18E-02 | 1,03E-02 | 9,73E-01 | 8,37E-01
Protein vaskularni bunécné adheze 4,04E-03 5,81E-01 | 8,19E-01 | 9,40E-01 | 9,70E-01

Tab. 3.15 P hodnoty u vybranych kandidatt z praseci plasmy v porovnani s lidskymi

156




Nazev

Praseci plasma

Lidska plasma

LFQ | TMT1 | TMT2 | LFQ1 | LFQ2 | TMT1 | TMT2
C reaktivni protein 1,143 | 1,069 | 0,918 | 1,455 | 2,049 | 1,351 2,1
Alfa amylaza 1A 0,863 1,023 100 1,618 | 3,326
Mandza vazajici protein C 1,274 | 1,213 | 1,651 | 1,229
Fosfolipidovy transférovy 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
Earli)tt;z;%vazajlc1 inzulinu podobny rlstovy 1438 | 1281 | 1,287 135
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
Lipopolysacharidovy vazebny protein 1,468 1,219 | 1,585 | 0,963 | 1,406
Di-N-acetylchitobiaza 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 zavisly 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 Relativni poméry u vybranych kandidatt z lidské plasmy v porovnani s prase¢imi

157




Nazev Praseci plasma Lidska plasma
LFQ TMT1 TMT2 LFQ1 LFQ2 TMT1 TMT2
C reaktivni protein 6,02E-01 | 9,84E-01 | 2,70E-01 | 7,47E-02 | 1,16E-04 | 1,39E-01 | 1,05E-05
Alfa amylaza 1A 9,01E-01 | 1,00E-17 | 1,01E-02 | 1,80E-13
Mandza vazajici protein C 2,46E-01 | 2,99E-01 | 7,15E-03 | 3,35E-01
Fosfolipidovy transférovy 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 vazajici inzulinu podobny riistovy 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
Lipopolysacharidovy vazebny protein 2,56E-01 3,43E-01 | 1,33E-02 | 5,72E-01 | 6,77E-02
Di-N-acetylchitobidza 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 zavisly 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 vybranych kandidati z lidské plasmy v porovnani s prasec¢imi
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Prezentace vysledkii

28. - 30. 5. 2019 46. rocnik konference Prumyslova toxikologie a
ekotoxikologie (Kouty nad Desnou)

Kultova, G., Rehulkovi, H., Myslivcova Fucikova, A., Tichy, 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 (Svycarsko, Zeneva)
Kultovd, G., Rehulkova, H., Sirak, 1., Davidkova, D., Markova-Stastna, M., Myslivcova
Fucikovd, A., Tichy, A Plasma proteins as new biomarkers of irradiation in humans.

Annual Swiss Proteomics Meeting. Zurich, 2019. 2p

Ucast na projektech a financovani

Hlavni teSitel

SV 2106/2019 Analyza markerii ozareni v krevni plasmé leukemickych pacientt
SV 2108/2020 Cilena proteomicka analyza potencidlnich markerl ozareni v lidské
plasmé

SV 2105/2021 Analyza potencialnich biomarkerii ozareni v leukocytech
Spoluresitel

2017-2020 (Zakazka VH20172021010 MV CR) Nové piistupy v diagnostice a

terapii ozarenych osob
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Studijni staz a vzdélavaci kurzy

4.10. - 3.12. 2021: Doktorska odborna staz (Nitra, Slovensko), projekt ERASMUS+
Univerzita Konstantina Filozofa v Nitfe, Prirodovédecka fakulta, Katedra zoologie a
antropologie, mentor: RNDr. Martin Morovi¢, Ph.D.

8.-13.9.2019: 20. Letni §kola hmotnostni spektrometrie Spindlertiv mlyn
13.-18.9.2020: 21. Letni Skola hmotnostni spektrometrie Srni

2019 AKK Odborné pripravy s laboratornimi zviraty (CZU, Praha)

2019 AKK Odborné zdravotnické laboratorni metody (Institut postgradualniho

vzdélavani ve zdravotnictvi, Praha)
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