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SOUHRN

V této bakalatské praci je feSena problematika tykajici se normalizace proteinového
obsahu u vzorkt cervikalnich hlend. Existuje mnoho metod, kterymi je mozno méfit
koncentrace proteini v neznamych vzorcich. Problémem, se kterym se v praxi
setkdvame, jsou rizné hodnoty koncentraci u stejnych vzorkli méfené odliSnymi
metodami. V této praci je uvedeno porovnani nékolika vybranych postupti méfeni,

pficemz jako nejvhodnéjsi se jevi metoda Bradfordova, a to na zdkladé srovnani vysledki
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in this bachelor thesis. There are many assays that can be used for the measurement
of the protein concentration in unknown samples. The problems that can be seen
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1 UVOD

Tato bakalaiskd prace se zabyva normalizaci obsahu proteini ve vzorcich cervikalniho
hlenu, pfesnéji stanovenim jejich koncentraci riznymi metodami. Studiem proteint
je umoznéno 1épe porozumét jejich vyznamu pii fyziologickych i patologickych stavech
(Kisluk et al., 2014). Kvantifikace proteini v biologickém vzorku je nezbytna naptiklad
v purifikacnich technikach, elektroforetickych separacich, imunologickych analyzach,
bunécné a molekularni biologii, pfi¢emz kazdd metoda mé& své vyhody inevyhody
(Okutucu et al., 2007). Koncentrace proteinti souvisi s piesnosti davkovani vzorka, jelikoz
pro zisk spravnych dat (naptiklad z MS) je nutno zajistit, Ze bude vzdy pouzito stejné
mnozstvi vzorku. Dal§imi faktory, které mohou ovlivnit vysledky, jsou poté postupy
jednotlivych pracovist’ a pracovnikli. To se mize projevit zejména pii mezilaboratornim
porovnavani. Pro spravné vyhodnoceni dat je potfeba vice se zaméfit na u€¢innost pouZzitych

metod (Gu et Yu, 2014).

Mnoho pracovist’ vyviji snahu o nalezeni novych biomarkera riznych vaznych onemocnéni.
Biomarkery reprezentuji medicinské ukazatele, které definuji zdravotni stav pacienta
a lze je ptesné méfit a reprodukovat, na rozdil od symptoma, které jsou pacienti schopni
vnimat (Sharma et Singh, 2016). V gynekologii mohou byt markery studovany naptiklad
v souvislosti s receptivitou endometria. Vibec prvni publikace detailnéji studujici vlastnosti
endometria byla vydana v roce 1950 (Noyes et al., 1950). Studium receptivity endometria
molekularnimi metodami souvisi pfedevsim se selhdvanim implementace embryi pii IVF
(Mahajan, 2015). Pii studiu vzorkd cervikalniho hlenu Leonardo Pereira et al, (2007)
identifikoval biomarkery souvisejici s pfedéasnym porodem. Jako markery identifikoval

naptiklad fibronektin, S100 proteiny, profilin-1, nebo thymosin (3-4.



2 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo méfeni koncentraci proteinového obsahu u vzorkl
cervikélnich hlenti riznymi metodami a dale pak navrzeni nejvhodnéjsi metody S naslednym

porovnanim reprodukovatelnosti vysledk.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Proteiny

Podobné jako sacharidy ¢i lipidy jsou proteiny esencidlni pro spravnou funkci organizmu.
Jedna se o polymery slozené z 20 zakladnich proteinogennich aminokyselin podle pravidel

genetického kodu.

3.1.1 Struktura proteint

Struktura proteint je rozdé€lena do Ctyt stupnu (viz Obrazek 1). Primarni struktura je dana
sekvenci aminokyselin v polypeptidovém fetézci, ve kterém jsou jednotlivé aminokyseliny
propojeny peptidovymi vazbami. Sekundarni struktura udava geometrické uspotadani
polypeptidového fetézce, takovy systém je pfitom stabilizovan vodikovymi vazbami
vedlejSich aminokyselinovych skupin. Za nejcastéji se vyskytujici formy jsou povazovany
a-helix a B-skladany list. Tercidlni struktura je poté charakterizovana pokracujicim
sbalovanim a interakcemi vedlejSich skupin fetézcl (napf. nepolarni interakce, SH-vazby
¢i vodikové mustky), jejichz vysledkem je findlni trojrozmérnd struktura. Kvarterni
struktura je popisovana jako prostorové sestaveni nékolika samostatnych polypeptidovych

fetézcu (Wardah et al., 2019), takovato konformace muze vykazovat allostericky efekt.

Primary Structure: —{ Gly l—l Ser H Asp I—r(:)!T'—

(a)

(b)

Tertiary Structure:

(c)

Quaternary Structure:

(d)

Obrazek 1. Vyobrazeni Ctyf stupiii organizace Struktury proteinu, jmenovité primami, sekundarni, tercialni
a kvarterni struktura. Pfevzato z Wardah et al., 2019.



3.1.2 Funkce proteini

Proteiny plni v organizmu mnoho ruznorodych funkci, mohou mit napiiklad enzymatickou
aktivitu, a to Casto ve spojeni s ruznymi ionty kovu jako se svymi kofaktory. Mohou
se podilet na transportu latek po organizmu nebo dale mohou zprostfedkovavat imunitni
ochranu v podobé imunoglobulint, které jsou schopny rozpoznavat antigeny (Matous,
2010). Aby mohl byt protein plné funkéni, obvykle je potiebné pitedchozi sbalovani
do specifické tercialni struktury (Zheng et al., 2019).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pii jakychkoliv zménach tykajicich se syntézy, konformace
nebo koncentrace proteinti mize dojit k nezadoucim fyziologickym zménam, jez se mohou
projevit poruchami nebo onemocnénimi (Zheng et al., 2017). K t¢émto zménam muze
dochdzet vlivem jak indukovanych, tak spontdnnich mutaci. Ptikladem takové situace
je Philadelphsky chromozom (viz Obrazek 2). Jedna se o abnormalni lidsky chromozom,
ktery vznikd chromozomovou translokaci dvou lidskych chromozomi. Nasledné dojde
k fuzi genu BCR (breaking cluster region) na chromozomu 22 a c-ABL (Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1) na chromozomu 9. Gen BCR-ABL koduje protein
s konstitutivné aktivovanou tyrosinkinazovou aktivitou. Odlisné fenotypy transkriptu vedou
ke vzniku mirn¢ se liSicich proteint, ale mohou také vést k riznym mnozstvim
leukemogennich proteint a k rizné citlivosti vici tyrosinkinazovym inhibitoram (TKIs)

(Avelino etal., 2017; Yang et al., 2019).

Normal Translocation
Chr9 t(9:22)
Normal
Chr22 Ph Chr

Chromosome Translocation

i> BCR
<—22q11.2 (BCR)
'\.-.m
9q14.1 (ABL) —p
s -y sl B4/
el e2 bl-bS el9 1b 1a aza3 all
m-BCR M-BCR n-BCR \}

e19a2 | S p230%

Obrazek 2: Tanslokace (9;22) a BCR/ABL transkripty asociované s CML, AML a ALL.
Prevzato z Avelino et al., 2017.



3.2 Proteomika

Pojmem proteomika je oznacovan védni obor, jez se zabyva studiem souboru vSech proteint
nachazejicich se v organizmu. Jednim z cild je na zakladé studia vSech proteind obsazenych
V bunce a jejich bunécné lokalizaci piiblizit biologii organismu. Dal$im z cilii je méfeni
a charakterizace exprese proteinli ve specifickych tkénich a télnich tekutinach jakozto
potencialnich biomarkert (Wang et al., 2008). Tyto znalosti a analyzy jsou dulezité, jelikoz
proteiny jsou zodpovédné za mnoho procest, které v bunkach probihaji, a studiem

jednotlivych gent bychom nebyli schopni tyto mechanizmy pochopit.

Pfed vyvinutim hmotnostni spektrometrie byla analyza proteinti zaloZena hlavné
na purifikaci jednotlivych proteini nebo proteinovych komplexti nasledovanou sledem
experimenta (Wal et Demmers, 2015). Do konce 70.let byly pouzivany piedevsim
elektroforetické, chromatografické a ultracentrifugacni metody. Vysledky téchto metod
ovSem nebyly velmi pfesné, jelikoZ nezavisely pouze na molekulové hmotnosti, ale také
na konformaci nebo hydrofobnich vlastnostech proteinu (Hoffmann et Stroobant, 2007).
Analyzy jsou neustale védci zdokonalovany, ovSem pro jakékoliv inovace je potifeba znat

postup klasické proteomické analyzy.

Klasicka proteomicka analyza kombinuje separaci proteinu 2D gelovou elektroforézou
s vysokym rozlisenim (IEF/SDS-PAGE) s naslednym vyuzitim hmotnostni spektrometrie
(MS) nebo tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) pro identifikaci vybranych
proteint, které byly detekovany. Detekce se provadi specifickym barvenim proteint
(Aebersold et al., 2006), tento postup ma vsak i své nevyhody, mezi které patii obtiznost
extrakce méné rozpustnych proteini (membranové proteiny) a slozitost reprezentace celého
proteomu. Hlavni nevyhodou specifického barveni proteind je ale rozsahly pracovni postup
a nutnost intenzivnich obrazovych analyz obarvenych gell. Proto jsou preferovanéjsi
metody, u kterych neni potieba vyuzivat gel. Castdji vyuzivanou technikou pro separaci
peptidi a proteint je LC-MS. Separované analyty jsou detekovany a identifikovany pomoci

hmotnostni spektrometrie (Tuli et W. Ressom, 2009).

3.3 Metody kvantitativni proteomiky

Kvantitativni proteomika se stala velmi dulezitou oblasti proteomiky. Jejim cilem

je kvantifikovat mnozZstvi proteinii nebo peptidii obsazenych ve studovaném vzorku.
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Obrazek 3: Princip technik znacdeni peptidit pomoci hmotnostni spektrometrie: Znaceni iTRAQ/TMT
je zaloZeno na isobarické znacce a kvantifikace je provedena na tGrovni MS/MS. Znaceni SILAC
je zalozeno na metabolickém zac¢lenéni izotopické znacky do bunééné kultury a kvantifikace probiha
na trovni MS. Toto je idedlni pro hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim, kde ma MS obvykle
vétsi presnost nez MS/MS. Nicméné SILAC je vice méné omezen na bunééné kultury. Pti kvantifikaci
protein zavisi label-free pfistupy na intenzitach piku, poctu spekter, poctu peptidid a/nebo intenzité
iontovych fragmentu. Prevzato z Rylova et al., 2015.
Ziskana data poté mohou poskytovat informace o mnoZzstvi proteinti v bunice, mnozstvi
proteint v 1 mililitru télni tekutiny nebo v 1 miligramu vzorku. Na zakladé téchto dat je poté

mozno provadét i porovnavani jednotlivych pracovist’ (Lovric, 2011).

V praxi velmi vyuZivanou technikou mize byt metoda hmotnostni spektrometrie
(viz Obrazek 3). Nejdulezitéjsim faktorem je jeji velka citlivost, s ¢imz souvisi i schopnost
identifikovat jednotlivé proteiny aZz na aminokyseliny pomoci iontovych hmotnostnich
spekter (Aebersold et Mann, 2016), které je mozné rozlisit pouzitim izotopového znaceni.
Tyto znacky by nemély ovlivitovat chemické a fyzikalni vlastnosti, ale pouze odlisit vzorky.
Spektrometr poté dokaze rozlisit hmotnostni rozdil mezi zna¢enou a neznacenou formou
peptidu a samotné kvantifikace je dosazeno porovnanim pfislusnych intenzit ziskanych

signalt (Bantscheff et al., 2007).

Pii vybéru izotopovych znacek piichdzi v ivahu hned nékolik moznosti. Metoda SILAC
(Stabilni izotopové znaCeni aminokyselinami v bunécné kulture) vyuziva metabolického
znaceni, kdy se do bunécné kultury piidaji esencidlni aminokyseliny znacené tézkymi
izotopy, které se inkorporuji do proteind, a po nékolikanasobném bunééném déleni
je oznacen kompletni proteom. SILAC je velice citlivou metodou, kterda mize byt vyuzita

jako kvantitativni proteomicky piistup pro jakoukoliv bunéénou kulturu (Ong et al., 2002).



Metoda ICAT (Izotopové kodované afinitni znacky) vyuziva chemického znaceni s aplikaci
stabilnich izotopové¢ znacenych ¢inidel, ktera obsahuji reaktivni skupinu mifenou na cystein,
ta je slozena z ,,linker* regionu a z biotinové skupiny, ktera umoznuje purifikaci ozna¢enych
peptidii. Nevyhodou této metody jsou nespecifické reakce a neschopnost oznaceni peptidu,

které neobsahuji cysteinové zbytky (Sap et Demmers, 2012).

V neposledni fadé¢ existuji i metody izobarického znaceni: TMT (Tandemové hmotnostni
znaceni) a iTRAQ (Izobarické znaceni pro relativni a absolutni kvantifikaci). U obou metod
dochazi k vyuziti izobarickych znacek, ale oznacené peptidy nejsou rozeznatelné. Znacky
mohou byt rozeznany az po fragmentaci peptidu, kdy jsou generovany reportérové
fragmenty, které jsou pro kazdou jednu znacku typické. Poméry reportérovych fragmentt
jsou poté chépany jako poméry peptidi ve vzorcich. Limitaci téchto metod je cena
a dostupnost vybaveni (Lovric, 2011). Proto se v praxi uplatiiuje tzv. label-free ptistup, ktery

neni tak finan¢né naro¢ny a slozity na provedeni (Li et al., 2012).

3.3.1 Metody bez vyuZiti znaceni (Label-free)

ESI (Electrospray ionization) je metoda, kterda umoziiuje pievod polarnich molekul
do iontové podoby. Metoda je schopna pokryt Sirokou skalu analyzovanych vzorki,
a to od malych organickych a anorganickych molekul aZ po proteiny a nukleové kyseliny
(Dremann et Chow, 2019). Pracuje na mechanizmu, kdy je vzorek vstiiknut do komory
pomoci jehly (viz Obrazek 4), jehla a stény komory jsou udrzovany ve stavu, ktery se 1isi
Vv napé€ti nékolika kilovoltl, to napoméha k vytvofeni potencidlu a piimého toku kapicek
vzorku. Elektrické pole na Spicce jehly nabije povrch kapaliny a ta je nasledné rozptylena
Vv nabité kapicky, které nasledné putuji kapilarou na konec komory. Zde dochazi k takzvané
Coulombické explozi, coZ ma za nasledek rozbiti kapi¢ek. Tento postup je opakovan, dokud
neni polomér zakfiveni mens$ich nabitych kapicek dostate¢né maly na to, aby pole bylo
dostatecné silné a bylo umoznéno ptevést ionty z kapek do okolniho plynu (Fenn et al.,

1989).
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Obrazek 4: Schéma procesu iontové desolvace. Malé, nabité kapicky vyprodukované
elektrosprejem se vypafuji, ¢imz generuji vysoké elektrické pole na povrchu kapky.
Rozpusténé molekuly analytu se mohou pfipojit k ndbojlim a byt tak pomoci pole vyneseny
do plynné faze. Pievzato z Fenn et al., 1989.

Jak jiz z ndzvu vyplyva, u label-free metod nedochazi k vyuzivani izotopového ¢i jiného
znaceni. Metodou label-free jsou mezi sebou porovnavany dva ¢i vice experiment,
pii¢emz je vyuzivano dvou moznych pfistupti: porovnani ziskaného signalu po provedeni
hmotnostni spektrometrie, nebo vyuziti ziskanych spekter, které odpovidaji né&jakému
peptidu nebo proteinu (tzv. Spectral counting). Tyto spektra pak slouzi jako ukazatele

peptidového nebo proteinového mnozstvi v daném vzorku (Bantscheff et al., 2007).

Metody, které nevyuzivaji znaceni, zahrnuji Ctyfi zdkladni kroky. Nejprve je to ptiprava
vzorku, piesné€ji se jednd o extrakci proteinu, redukci, alkylaci a digesci. DalSim krokem
je separace vzorku a analyza pomoci LC a MS/MS. Nasledné¢ je potiebna analyza ziskanych
dat pro identifikaci, kvantifikaci a statistické ohodnoceni. Poslednim krokem je interpretace

ziskanych dat (Wang et al., 2008).

At uz je vybran jakykoliv postup, tak po separaci proteinu a/nebo nasledné enzymatické
digesci je smés peptidi injekéné vpravena do hmotnostniho spektrometru, ktery je Casto
spojen s kapalinovou chromatografii. Pro vyhodnocovani ziskanych signali se v praxi zacal
vyuzivat data dependentni mod (DDA). Dalsi variantou pro vyhodnoceni signalti méfeni
je data independentni moéd (DIA), ktery vyuziva stfidani nizké a vysoké kolizni energie
(nebo iontovou izolaci) a naslednou fragmentaci v definovanych m/z intervalech (Imperlini
et al., 2016). Na rozdil od DIA je DDA zaloZena na vybéru peptidi s nejsilnéj$im signalem
pro fragmentaci (He et al., 2019). Porovnani identifikovanych peptidii mezi analyzami

ukézalo, ze mira novych identifikovanych peptidii prudce stoupa po dvou po sob¢ jdoucich



injekcich vzorkt k analyze (Bateman et al., 2014). Pro porovnatelné vysledky experimentu
je potieba zajistit, aby do analyzy bylo vzdy pouZito stejné mnozstvi proteinu. Pro dodrzeni
této podminky je tfeba kvantifikovat proteinovy obsah ve vzorku, k ¢emuz slouzi

spektrofotometrické postupy a metody.

3.4 Stanoveni koncentrace proteint

Jednou ze zakladnich metod pro stanoveni koncentrace organickych latek, proteinti nebo
DNA v neznamém vzorku je UV—Vis spektrofotometrie. Spektrofotometr je slozen ze zdroje
zateni, dale zkomor, kterymi zafeni prochazi, z monochromatoru a z detektoru
zaznamenavajiciho mnozstvi svétla, které proslo komorami a vzorkem. Meétfeni muze
probihat v nékolika modech, je mozné si nastavit vinovou délku manualné nebo je mozné
nechat pfistroj proméiit celé spektrum. Pojem UV—Vis odpovida rozmezi vinovych délek
od 200 po 800 nm (Anderson et al., 2004). UV-Vis spektrofotometrie je dilezitym
nastrojem, diky kterému je mozno zajistit konstantni koncentraci proteini ve vzorku (Maia

et al., 2020).

Zakladni veli¢inou spektrofotometrie je absorbance. Absorbance (A) je bezrozmérna

veli€ina, ktera udava mnozstvi svétla pohlceného vzorkem, a lze ji definovat jako:
A= —logT,
kde T je transmitance, a poté z definice transmitance vyplyva, ze

1 Iy
A= —logT=—logI—=log7
0

Dalsim vyjadienim rovnice lze ziskat Lambert—Beertv zakon (Parnis et Oldham, 2013).
Kde absorbance (A) je piimo imérna délce drahy () (napf. tloustka kyvety) a koncentraci

molekuly (c), ktera absorbuje zateni:

kde € je extinkéni koeficient molekuly, ktera absorbuje zafeni. Jedna se o veli¢inu, ktera

je pro molekulu charakteristicka (Anderson et al., 2004).

Aby bylo mozno vysledky povazovat za spravné, je potfeba vytvofit kalibra¢ni kiivku
ze standardd o znadmych koncentracich, diky které lze nésledné vypocitat koncentraci
vV neznamych vzorcich. V soucasné dob¢ lze pro méfeni koncentrace neznamého vzorku

vyuzit hned nékolik riznych metod.



3.4.1 Bradfordova metoda
Metoda byla vroce 1976 piedstavena Marion M. Bradfordem ajedna se o jednu

ze zakladnich metod méteni koncentrace proteinii ve vzorcich.

Hlavni komponentou ¢inidla je barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250. Bylo zjisténo,
ze barvivo ma dvé mozné formy, ve kterych se vyskytuje. Prvni forma ma hnédocervenou
barvu a jedna se o stav, kdy barvivo neni v interakci s proteiny. Jakmile dojde k interakci
barviva s proteiny, méni se hnédoc¢ervena barva do modré, a tedy vznika druha forma
barviva. Vysoky extinkéni koeficient komplexu barvivo-protein zajiSt'uje vysokou citlivost
pii nasledném méteni. Celkové lze metodu povazovat za ¢asové nenaro¢nou, jelikoz délka
tvorby komplexu se pohybuje okolo 2 az 5 min a zaroven je komplex stabilni asi 1 h. Jako
interferenty byly identifikovany detergenty typu dodecylsiran sodny nebo Triton
X-100. (Bradford, 1976).

3.4.2 Lowryho metoda
V praci zvetejnéné roku 1951 Oliverem H. Lowrym je popisovana po ném pojmenovand
metoda méfeni koncentrace proteini v biologickych vzorcich, u které je znatelny linearni

pribéh v rozmezi 1 az 100 pg (Lowry et al., 1951).

Tato metoda je zalozena na provedeni dvou riznych reakci. Nejprve dochazi k reakci mezi
méd’natymi ionty a peptidovymi vazbami, ¢imz vznikaji ionty méd'né. Komplex iont-protein
ma fialové zabarveni. V dal§im kroku je pfidano Folin—Ciocalteauovo ¢inidlo, které oxiduje
volné médné ionty na ionty médnaté, apfitom je samo redukovdno. Redukci
Folin—Ciocalteauova c¢inidla vznika modré zabarveni, hodnoceni reakce je provadéno

pomoci méfeni na spektrofotometru pii 750 nm.

Metoda vychazi z biuretové reakce, ale je asi 100x citlivéjsi. Na druhou stranu se jedna
a zkreslovat tak vysledky, mezi tyto interferenty patii detergenty, sacharidy, EDTA, Tris
nebo glycerol (Olson et Markwell, 2007).

3.4.3 Pierce 660 nm

Pierce 660 nm patii mezi novéjsi metody stanoveni koncentrace proteinti v biologickych
vzorcich. Jednd se o rychlou a citlivou metodu, ktera neni citlivd k interferentim jako
jsou detergenty, redukéni ¢inidla nebo ostatni béZzné reagencie, které jako interferenty

ptisobi.
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Metoda je zaloZena na vazbé komplexu polyhydroxybenzensulfonftaleinového barviva
a prechodného kovu na proteiny v kyselém prostiedi, coz zpiisobuje posun absorpcniho
maxima komplexu ze 450 na 660 nm. Tento posun je dilezity pro vzorky obarvené
bromfenolovou modii pro naslednou SDS-PAGE. Komplex barviva a kovu ma hnédo-
cervenou barvu, po vazbé na protein se barva méni do zelené. Vznik zabarveni je rychly
(asi 5 min) a zabarveni je stabilni (pfiblizn¢ 1 h pii pokojové teploté). Plati, ze ¢im vyssi

je koncentrace proteind, tim je zbarveni intenzivnéjsi (Antharavally et al., 2009).

3.4.4 Bicinchoniova metoda

Metoda, ktera byla v roce 1985 popsana Smithem et. al., je zalozena na komplexotvorné
reakci mezi solemi kyseliny bicinchoninové (BCA) a médnymi ionty. Tyto méd’né ionty
vznikaji reakci peptidovych vazeb s méd’natymi ionty, mnoZzstvi redukovanych méd’natych
iontd odpovidd mnozstvi proteini ve vzorku. Nasledné dvé molekuly bicinchoninové
kyseliny chelatuji s méd'nymi ionty, coz zpusobuje vznik fialového komplexu s absorpénim
maximem pii 562 nm. Reakce vyzaduje inkubaci pii 37 °C, coz zajistuje urychleni vzniku
barevného komplexu. BCA ¢inidlo je pfipraveno vzdy tésné pfed samotnym experimentem,
a to smichanim roztoku A a B v poméru 50:1. Jako potencidlni interferenty byly ureny

redukujici sacharidy, EDTA nebo Triton X-100 (Smith et al., 1985).

3.4.5 Fluorescence Trp

Tryptofan, jakozto hlavni zdroj vnitini fluorescence proteinu, muze také slouzit
pro kvantifikaci proteinu ve vzorku. Z trojice tyrosin, tryptofan a fenylalanin je zastoupen
V nejvysSim mnozstvi. Fluorescence tryptofanu je velmi citlivd a miZe byt sniZovana
jak pfidanymi latkami (tzv. zhasecée), tak i sousednimi skupinami proteinu. OvSem i tato
vlastnost se da vyuzit pfi studiu struktury a funkce proteinti. Pro tuto metodu byla potiebna
analyza vlastnosti fluorescence Trp, jako jsou zmény v emisni vinové délce a intenzité, dale
Vv absorpcnich maximech a anizotropii sohledem na konformacni zmény proteind.
Fluorescence Trp muze byt ovSem zeslabena nékolika faktory, naptiklad rezonan¢nim
pienosem energie nebo vlastnostmi okolniho prostiedi, jako je polarita (Ghisaidoobe
et Chung, 2014).

11



3.4.6 Méfeniv UV

Me¢teni v UV oblasti je standardni spektroskopickd metoda zaloZena na jedné proménné,
ktera se pouziva ke kvantifikaci proteinii ve vodnych roztocich. Je zalozena na aplikaci
Lambert—Beerova zakona na hodnoty absorbovaného UV zafeni, které byly ziskany
méfenim rozpusténych proteind. Ve vétSin€ piipadil je vyuZivano schopnosti absorpce
UV zafeni aromatickymi strukturami v reziduich tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu. Jejich
spektra mohou byt charakterizovana dvéma maximy ve stfedni UV oblasti, nejvyssi intenzita
je sledovana pii 230 nm a druhé maximum je sledovano okolo 280 nm. Metoda je pouzitelna
pouze pro Cisté roztoky proteind, jelikoz se v zavislosti na mnozstvi a druhu aromatickych
zbytki v proteinech méni extinkéni koeficient (Hansen et al., 2011). Problém kvantifikace
proteint v UV oblasti mtize nastat v pfipadé kontaminace vzorku nukleovymi kyselinami,

které pusobi jako interferenty méfeni pii 280 nm (Contreras-Martos et al., 2018).

3.4.7 MgfenivIC

Infracervena spektroskopie je analyticka metoda, pomoci které 1ze detekovat a analyzovat
biomedicinsky dileZité slouc¢eniny jako proteiny, lipidy, sacharidy nebo nukleové kyseliny.
Slibnou technikou pro biomedicinské ucely a diagnostiku je midinfrared (MIR)

spektroskopie, ktera je zalozena na absorpci zafeni v rozmezi od 4 000 do 400 cm™.

Bylo identifikovano nékolik amidovych skupin, které umoziuji charakterizaci a kvantifikaci
proteinti. Amidova skupina I (1 600-1 690 cm™) a Amidova skupina II (1 480-1 575 cm™)
jsou povazovany za nejvice reprezentativni. Absorpci skupiny | piispiva predevsim valenéni
vazba C=0 (okolo 80 %) s malym prispénim valencni vazby C-N (okolo 20 %), zatimco
u skupiny Il je absorpce rovnomérné rozlozena mezi vazby N—H (okolo 60 %) a C—N (okolo
40 %).

Metoda predstavuje vyhodu oproti tradi¢nim metodam, jako jsou absorpce v UV oblasti
nebo kolorimetrické metody, jelikoz kvantifikace v IC spektru je méné zavisla na kompozici
aminokyselin v fetézci a neni citlivd k riznym detergentim, redukénim ¢inidlim nebo
chelatacnim €inidlim, coZ je vyznamny rozdil oproti vySe uvedenym metodam. Nevyhodou

této metody muze byt vyssi cena pottebného vybaveni.

Pro méfeni pfistrojem DirectDetect jsou potfebné specialni karty (viz Obrazek 5)
s polytetrafluoroethylenovymi (PTFE) membranami, na které je nanasen vzorek 0 objemu
2 ul. Takto maly objem zabezpecCuje, Ze infracerveny paprsek prozati cely vzorek (Strug

et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

(@]

Vzorky cervikalniho hlenu odebrané v ramci studie BIOMER, avsak nespliujici
inclusion kritéria do studie. VSechny vzorky byly odebrany na zakladé

informovaného souhlasu pacientky.

4.2 Pristroje a zarizeni

o

Analytické vahy SBC21 (Scaltec)

Centrifuga ROTINA 420R (Hettich)

Direct Detect® (Millipore)

Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf)
Eppendorf MiniSpin (Eppendorf)

Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)
Lyofilizator SPD131DDA (Thermo Scientific™)
Magneticka michacka s ohfevem MSH 300 (Biosan)
MS Vortex Incubator (Major Science)

pH metr UltraBasic UB-10 (Denver Instruments)
Sonopuls (Bandelin)

Sonorex (Bandelin)

Spektrofotometr EnSpire® (PerkinElmer)
Ttepacka Reax control (Heidolph)

Vodni vyhtivana lazenn SUB Aqua 12 Plus (Grant)
Vyhtivany termostat Bio TDB-100 (Biosan)
Zasobnik deionizované vody Milli-Q (Millipore)

4.3 Software

o

o

©)

DirectDetect™, verze 2.0.0.28
EnSpire Manager, verze 4.10.3005.1440
Microsoft® Excel®, verze 16.0.11929.20436
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4.4 Chemikalie

o

Acetonitril (Merck Millipore, kat. ¢. 100029)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B6916)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D9779)

Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71729)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A7906)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 09830)

Jodacetamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11149)

Kyselina octova (Fluka; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 49199)

Methanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06035)

Mocovina (Sigma-Aldrich, kat. ¢. U5378)

MS voda (Merck Millipore)

Pierce™ kyselina trifluoroctova (Thermo Scientific", kat. &. 85183)
Pierce® 660 nm Protein Assay Reagent (Thermo Scientific™, kat. ¢. 22660)
Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific™, kat. ¢. 23223)
Pierce™ BCA Protein Assay Reagent B (Thermo Scientific™, kat. ¢. 23224)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (SERVA, kat. ¢. 37180)

Trypsin (Promega, kat. ¢. V507A)

Tryptofan (zavod Khimreaktivkomplekt)

45 Soupravy

o

Pre-Diluted Protein Standards: Bovine Serum Albumin (BSA) Set (Thermo

Scientific™, kat. ¢. 23208)

4.6 Roztoky

o

FASP lyzaéni pufr (4% SDS, 0,1 mol-I* dithiothreitol v 0,1 mol.I" Tris-HCI, pH 7,6)

4.7 Pouzité experimentalni a vyhodnocujici postupy

Pro kvantifikaci obsahu proteini byly pouzity dva modelové systémy. K vytvoieni
kalibracni kiivky, ktera slouzila pro vypocet koncentraci v nasich vzorcich, byly vyuzity
standardy o znamych koncentracich. Byly pouzity vzorky BSA o koncentraci 500 pg-ml?
a BSA po digesci a dale vzorky cervikalniho hlenu. Dva vzorky cervikalniho hlenu
(¢. 2a¢. 3) byly lyofilizované a dalsi tfi vzorky (€. 10, ¢. 12 a ¢. 14) byly rozpustény

ve FASP lyza¢nim pufru. Po provedeni méfeni byla u vzorkl taktéz provedena digesce.
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4.7.1 Modelovy systém hovéziho sérového albuminu

Pro srovnani se systémem vyuzivajicim vzorky cervikalniho hlenu (viz 4.6.2 Modelovy
systém cervikalniho hlenu) byl pouzit jak vzorek BSA (500 pg-ml™?), tak vzorek po digesci.
Vzorek ziskany odpafenim byl rozpuStén ve 100 upl deionizované vody, nasledné

z n&j byl odebran 1 pl a doplnén vodou do 100 pl.

4.7.1.1 In solution digesce hovéziho sérového albuminu

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 ul roztoku proteinu. V dalsim kroku bylo
pfiddano 200 pl acetonitrilu, 200 pl 50mmol.I* hydrogenuhli¢itanu amonného a 50 pl
65mmol.I" dithiothreitolu. Nasledovala inkubace pti 57 °C po dobu 30 min a po uplynuti
inkuba¢ni doby bylo ke vzorku pfidano 50 pl 135mmol.I? jodacetamidu a vzorek
byl inkubovan po dobu 1 h ve tmé. Poté bylo do mikrozkumavky piidano 200 pl
hydrogenuhli¢itanu amonného a 20 pl trypsinu o koncentraci 0,5 pg-pl™. Nasledovala
inkubace vzorku pii 37 °C pies noc. Obsah zkumavky byl pienesen do zkumavky druhé
a byl odpaten, nasledn¢ byl obsah rozpustén ve 100 pul deionizované vody. Digesci bylo

ziskano 0,606 mg peptidu.

4.7.1.2 Metoda BCA

Do 96 jamkové destiCky byly napipetovany komer¢ni standardy BSA a jako blank byla
pouzita deionizovana voda. Standardy (125-2 000 ug-ml™?) i voda byly naneseny ve dvou
opakovanich do sousednich jamek po 25 ul. Vzorky byly naneseny ve tfech opakovanich
do sousednich jamek po 25 ul. BCA ¢inidlo bylo vytvofeno smichanim roztoku A a B (50:1)
a bylo postupné ptidano do vsech obsazenych jamek po 200 pl. Desti¢ka byla inkubovana
po dobu 30 min ve 37 °C a nasledné byla zméfena absorbance pii 562 nm. V programu Excel
byla vytvofena kalibraéni kiivka a pomoci rovnice grafu byly vypocitany neznamé

koncentrace.

4.7.1.3 Bradfordova metoda

Do 96 jamkové desticky byly napipetovany komeréni standardy BSA, jako blank byla
pouzita deionizovana voda. Standardy (125-2 000 pg-ml™), voda i vzorky byly napipetovany
do desti¢ky po 5 ul ve stejném potadi jako u metody BCA. Cinidlo bylo postupné piidano
do vSech obsazenych jamek po 250 ul. Nasledné byla desti¢ka inkubovana po dobu 10 min
pii pokojové teplot¢ a byla zméfena absorbance pii 595 nm. V programu Excel byla

vytvofena kalibracni kiivka a pomoci rovnice grafu byly vypocitany neznamé koncentrace.
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4.7.1.4 Metoda méreni fluorescence tryptofanu

Pro tuto metodu byly v laboratofi vytvofeny standardy pro kalibra¢ni kiivky BSA
i tryptofanu. Koncentrace standardi BSA zlstala nezménéna od ptedchozich metod,
ale koncentrace standarddl tryptofanu byla v rozmezi 1 ug-ml™*az 20 ug-ml?. Pro vypocet
celkového obsahu proteinti v lidskych vzorcich totiz plati, ze jeden gram celkového proteinu
odpovida 0,0117 g Trp (Wisniewski et Gaugaz, 2015). Standardy byly piipraveny do objemu
1 ml. Do 96 jamkové desticky byly do prvnich dvou sloupct napipetovany standardy BSA
a blank po 200 pl. Do sloupct 3 a 4 byly napipetovany standardy tryptofanu a blank také
po 200 pl. Do prvnich dvou fadka sloupctt 5 a 6 byly napipetovany vzorky o neznamé
koncentraci pod sebe. Desticka byla zméfena pii 295 nm a vyhodnoceni bylo provedeno
v programu Excel. Byla vytvoiena kalibra¢ni k¥ivka pro standardy BSA, i pro standardy
tryptofanu.

4.7.1.5 Metoda Pierce 660 nm

Do 96 jamkové desticky byly opét napipetovany komer¢ni standardy BSA a jako blank byla
pouzita deionizovana voda. Standardy (125-2 000 pg-ml™), voda i vzorky byly napipetovany
do desti¢ky po 10 pul ve stejném potadi jako u metody BCA. Cinidlo bylo postupné piidano
do vSech obsazenych jamek po 150 pl. Nasledn¢é byla desticka 1 min michana a poté
inkubovéana po dobu 5 min pfi pokojové teploté a byla zméfena absorbance. V programu
Excel byla vytvofena kalibracni kiivka a pomoci rovnice grafu byly vypocitdny nezndmé

koncentrace.

4.7.1.6 Mgéteniv IC (Direct Detect)
Byly vyuzity komeréni standardy BSA (125, 500, 1 000 a 2 000 pg-ml?), vzorky ziedéné
100x, 50x a 20x a jako blank byla pouZita deionizovana voda. 2 pul vzorku byly naneseny

na specialni karty a po vysuseni byly vloZeny do pfistroje pro zméteni koncentrace.

17



4.7.2 Modelovy systém cervikalniho hlenu

4.7.2.1 Priprava vzorki

Prvnim typem vzorki byly vzorky lyofilizované. Vzorky cervikalniho hlenu (€. 2 a €. 3) byly
z mrazu (-80 °C) pfeneseny do pifedem vychlazeného lyofilizatoru. Proces lyofilizace trval
do druhého dne, kdy byly nasledné vzorky zvazeny a rozpustény ve 300 pl deionizované
vody. Ovsem vzorky nebylo mozno rozpustit ve vod¢ ihned, ale az po pouziti ultrazvuku.
Vzorek €. 3 nebylo pfi prdci mozno pouzit, jelikoZz byl siln€ hemolyticky. Vzorek

¢. 2 (ziskano 1,92 mg po lyofilizaci) byl po pouziti ultrazvuku piipraven k dalSimu pouziti.

Dalsim druhem vzorkt byly vzorky cervikalniho hlenu rozpusténé ve FASP lyza¢nim pufru.
Po vyjmuti vzorkli z mrazu a jejich nasledném rozmrazeni byly vzorky stoCeny Ve stolni
centrifuze. Jelikoz jsou v lyzacnim pufru obsazeny detergenty, které mohou interferovat

pfi méteni, bylo potieba pro nékteré metody vzorky natedit.

4.7.2.2 Metoda BCA

Nejprve bylo potfeba vzorky natedit 100x, aby nedoslo k interferenci. Do 96 jamkové
desti¢ky byly napipetovany komeréni standardy BSA (125-2 000 pg-ml™) a jako blank byla
pouzita deionizovana voda. Standardy i voda byly naneseny ve dvou opakovanich
do sousednich jamek po 25 ul. Vzorky byly naneseny ve dvou opakovanich do sousednich
jamek po 25 pl. BCA ¢inidlo bylo vytvofeno smichanim roztoku A a B (50:1) a bylo
postupné piidano do vSech obsazenych jamek po 200 ul. Desti¢ka byla inkubovana po dobu
30 min ve 37 °C a nasledné byla zméfena absorbance pii 562 nm. V programu Excel byla

vytvorena kalibra¢ni kiivka a pomoci rovnice grafu byly vypocitany neznamé koncentrace.

4.7.2.3 Bradfordova metoda

Do 96 jamkové desticky byly opét napipetovany standardy BSA (125-2 000 ug-ml™) a jako
blank byla pouzita deionizovana voda. Standardy, voda i vzorky byly napipetovany
do desti¢ky po 5 ul ve stejném poradi jako u metody BCA. Pro tuto metodu bylo potieba
vzorky fedit 40x. Cinidlo bylo postupné ptidano do viech obsazenych jamek po 250 pl.
Nasledné byla desti¢ka inkubovana po dobu 5 min pfi pokojové teploté a byla zméfena
absorbance pii 595 nm. V programu Excel byla vytvofena kalibra¢ni kfivka a pomoci

rovnice grafu byly vypocitany neznamé koncentrace.
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4.7.2.4 Metoda méreni fluorescence tryptofanu a méreni UV

Pro tuto metodu byly v laboratofi vytvofeny standardy pro kalibracni kiivky BSA
i tryptofanu. Koncentrace standardi BSA zustala nezménéna od predchozich metod
(125-2 000 pg-ml?t), ale koncentrace standard@ tryptofanu byla v rozmezi od 1 pg-ml*
do 20 pg-ml™, tedy asi 1% viici standardim BSA. Standardy byly ptipraveny v objemu 1 ml.
Do 96 jamkové desti¢ky byly do prvnich dvou sloupcti napipetovany standardy BSA a blank
po 200 ul. Do sloupcti 3 a 4 byly napipetovany standardy tryptofanu a blank také po 200 pl.
Vzorky cervikalniho hlenu byly zfedény 2x a byly napipetovany pouze v jednom opakovani
po 200 pl. Desticka byla zméfena pifi 295 nm a nasledné pii 260 a 280 nm. Vyhodnoceni
bylo provedeno v programu Excel. Pro fluorescenci Trp byla vytvofena kalibra¢ni kiivka

standardt BSA i standardu tryptofanu.

4.7.25 Metoda Pierce 660 nm (Cinidlo pro kompatibilitu s ionogennimi detergenty
pro Pierce™ 660 nm)
Jelikoz bylo vyuzito ¢inidlo pro kompatibilitu s ionogennimi detergenty, byly vzorky fedény
jen 2x. Do 96 jamkové desticky byly opét napipetovany komercni standardy BSA
(125-2 000 pg-ml™?) a jako blank byla pouzita deionizovana voda. Standardy, voda i vzorky
byly napipetovany do desti¢ky po 10 pl ve stejném poiadi jako u metody BCA. Cinidlo bylo
postupné ptidano do vSech obsazenych jamek po 150 pl. Nasledné byla desticka michdna
1 min, poté inkubovana po dobu 5 min pfi pokojové teploté a byla zméfena absorbance.
V programu Excel byla vytvotena kalibra¢ni kiivka a pomoci rovnice grafu byly vypocitany

neznamé koncentrace.

4.7.2.6 Mgéteniv IC spektru
Mgfteni bylo provedeno na pfistroji DirectDetect®. Pro tuto metodu byly vyuzity 2x fedéné
vzorky a jako blank byla pouzita deionizovana voda. Vzorky o objemu 2 pl byly naneseny

na specialni karty a po vysuSeni byly vloZeny do pfistroje pro zméteni koncentrace.

4.7.2.7 Stépeni proteinii ze vzorki cervikalniho hlenu na membrané (FASP)

Pro $té€peni proteind byly vyuzity membranové filtry Millipore Microcon 30. Na membranu
bylo naneseno 64,4 ug peptidu z kazdého vzorku (k vypoctu byla pouzita metoda Pierce
660 nm) s 200 pl 8mol-I* mocoviny v 0,1 mol-I" Tris/HCI pH 8,5 (dale jen UA) a nasledné
byly centrifugovany pii 14 000 g 15 min. Dale bylo ptfidano 200 ul UA a zkumavky byly
opét centrifugovany pii 14 000 g 15 min. Po vyjmuti zkumavek z centrifugy byl vylit obsah,
ktery protekl filtrem. Na filtry bylo pfidano 100 pl jodacetamidu a zkumavky byly
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protiepany a inkubovany ve tmé 20 min. Zkumavky byly stoeny pti 14 000 g 10 min. Poté
bylo piidano 100 pul UA a zkumavky byly stoceny pii 14 000 g 15 min. Tento krok
byl proveden 2x. V dalsim kroku bylo ptidano 100 pl Tris/HCI pH 8,5 a zkumavky byly
sto¢eny pii 14 000 g 10 min a tento krok byl opakovan 2x. Nasledn¢ bylo na filtr pfidano
100 ul ABC a opét byly zkumavky centrifugovany 10 min pti 14 000 g. Po poslednim kroku
bylo na filtry pfidano 38 ul 50mmol.I't ABC a2 pul 50 ng-ul? trypsinu a zkumavky byly
inkubovany pfes noc ve vodni komote pii 37 °C. Dalsi den byly zkumavky vyjmuty
z komory a byly centrifugovany pii 14000 g 10 min. Dale bylo pfidano 40 pul ABC
a nasledovala centrifugace pti 14 000 g 10 min. Koncentrace peptidt po digesci byla zjisténa

pomoci BCA metody.

4.7.2.8 Precisténi smési peptidii ze vzorku cervikalniho hlenu po digesci

Pro ptecisténi vzorki byla vyuzita metoda Stage Tip. Kolonky byly aktivovany ptidanim
100 ul metanolu a centrifugaci pii 3 000 g 2 min. Nasledoval piidavek 100 ul 80% ACN,
0,1% AA na kolonky a centrifugace pti 3 000 g 2 min. Dale byly kolonky proplachnuty
100 ul AA snéslednou centrifugaci se stejnymi parametry jako v pfedchozich krocich.
V dalsim kroku byly naneseny vzorky sobsahem 10 ug proteinu aopét probéhla
centrifugace. Poté byly kolonky proplachnuty 100 ul 0,1% AA a zcentrifugovany. Kolonky
byly ptfeneseny do novych zkumavek a nasledovala eluce 100 ul 80% ACN, 0,1% AA.
Zkumavky byly poté odpafeny a obsah jednotlivych zkumavek byl rozpustén v 50 pl 0,1%
TFA. Takto pfipravené vzorky byly piipraveny pro testovani pomoci hmotnostniho

spektrometru, které jiz nebylo soucasti experimentalni ¢asti prace.
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5 VYSLEDKY

U obou modelovych systémi byl pouzit stejny postup vyhodnocovani vysledku pro jejich
vzajemné porovndni. Po kazdém promeéfeni vzorku byly data pteneseny do programu
Microsoft Excel, kde byla nasledné vytvoiena kalibra¢ni kiivka standardd BSA nebo Trp.
Podle vygenerované rovnice regrese byla vypocitina koncentrace neznamych vzorki
a do grafu byly vneseny chybové tsecky. Jelikoz byly nékteré vzorky fedény, bylo nutné

vysledky pfevést na nezfedéné hodnoty S vyuzitim znalosti faktoru fedéni.

5.1 Modelovy systém hovéziho sérového albuminu

511 Metoda BCA

Koncentrace BSA (500 pg-ml™?) byla stanovena na 616,69 pug-ml™ pomoci kalibra¢ni kiivky
a rovnice regrese (viz Obrazek 6) a koncentrace vzorku po digesci byla stanovena
na 163,35 pg-ml? (viz Tabulka 2).
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Obrazek 6: Kalibraéni kiivka metody BCA ziskand méfenim absorbance standardii BSA (0-2 000 pg-ml?)
pti 560 nm pro modelovy systém hovéziho sérového albuminu.
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5.1.2 Metoda Bradfordova
Pro vzorek BSA o koncentraci 500 pg-ml* byla naméfena koncentrace 548,44 pg-ml™
pomoci kalibra¢ni kiivky a rovnice regrese (viz Obrazek 7) a pro vzorek po digesci byla

ziskana koncentrace 85,11 pg-ml? (viz Tabulka 2).
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Obrizek 7: Kalibratni kiivka Bradfordovy metody ziskana méfenim absorbance standardi BSA

(0-1 500 pg-mlL) pfi 595 nm pro modelovy systém hovéziho sérového albuminu.
5.1.3 Metoda méreni fluorescence tryptofanu
Z divodu zacinajici saturace nebyly do kalibraéni kiivky BSA zahrnuty hodnoty
nad 750 ug-ml?, ze stejného diivodu nebyla do kalibraéni kiivky Trp zahrnuta hodnota
20 pg-mlt. Hodnoty koncentraci ziskané pomoci standardi BSA byly 449,57 pug-ml?
uvzorku BSA o koncentraci 500 pg-ml?t a 17,74 pug-mlt u BSA po digesci. Hodnoty
koncentraci z méfeni standardéi Trp byly stanoveny na 1 268,82 pg-ml* uvzorku BSA
0 koncentraci 500 pg-ml*a 88,26 ug-ml* u BSA po digesci (viz Tabulka 2 a Obrazek 8).
U kalibra¢ni kiivky Trp bylo potfeba provést dalSi prepocet. Pro vypocet koncentrace
neznamého vzorku bylo potieba pocitat s hodnotou 0,0117 g tryptofanu, jelikoz odpovida

primérnému zastoupeni v jednom gramu proteinu ve vzorku.
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Obrazek 8: Kalibraéni kiivky ziskané meétenim fluorescence standardi BSA Vv rozmezi koncentraci
0-750 ug-mlt (A) a standardt Trp v rozmezi koncentraci 0-15 pg-ml-t (B) pii 295 nm pro modelovy systém
hovéziho sérového albuminu.
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5.1.4 Metoda Pierce 660 nm

Z divodu zacinajici saturace nebyly do grafu zahrnuty hodnoty koncentraci standarda BSA

nad 1 000 ug-mlL. Pro BSA o koncentraci 500 pg-ml? byla vyslednd hodnota stanovena
na 925,33 ug-mlta u BSA po digesci na 42,00 pg-ml? (viz Tabulka 2 a Obrazek 9).
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Obrazek 9: Kalibra¢ni kiivka metody Pierce 660 nm ziskand méfenim absorbance standardi BSA
(0-750 pg-ml?) pti 660 nm pro modelovy systém hovéziho sérového albuminu.

5.1.5 Metoda méFeni v IC spektru

Pro méfeni v infraterveném spektru byl vyuzit pfistroj DirectDetect® a métenim bylo

zjisténo, Ze detekéni limit piistroje se pohybuje okolo koncentrace 125 ug-ml?. Vzorek

po digesci byl nejprve fedén 100x, ale koncentraci vzorku nebylo mozno zméfit, jelikoz byla

pod detek¢énim limitem. Z tohoto diivodu byl vzorek fedén 20x a 50x (viz Tabulka 1 a 2).

Tabulka 1: Praimérné hodnoty koncentraci [pug-ml™] ziskanych méfenim v IC spektru.

Standardy [pg-ml?]

Vzorky [pg-ml?]

125 500 1000 2 000 500 Digest Digest Digest
(100x) (50x) (20x)
0,00 450 1129 2102 479 0,00 177 589
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5.1.6 Porovnani pouzitych metod pro modelovy systém hovéziho sérového albuminu

Tabulka 2: Souhrn vysledkt méfeni jednotlivych vyse uvedenych metod.

Metoda Koncentrace BSA 500 pg-ml*  Koncentrace vzorku po digesci
[ng-mi] [ng-mi™]

BCA 616,69 163,35

Bradfordova 548,44 85,11

Fluorescence 449,57 17,74

BSA

Fluorescence 1 268,82 88,26

Trp

Pierce 660 nm 925,33 42,00

DirectDetect 479,00 177,00 (50x ziedény vzorek)

589,00 (20x ztedény vzorek)
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5.2 Modelovy systém cervikalniho hlenu

Vysledky jednotlivych méfeni u tohoto systému byly vice rozptylené nez u piredchoziho
modelu. Tento fakt vychdzi ze skutecnosti, ze se jedna o slozit¢jsi a komplexné&jsi systém,
nez je model s hovézim sérovym albuminem. VSechny vysledné koncentrace byly piehledné

zapsany do Tabulky 4.

5.2.1 Metoda BCA

Koncentrace jednotlivych vzorkl byly metodou stanoveny na —7 363,64 pg-ml™ u vzorku
¢.2; 2909,09 ug-mltu vzorku & 10; 1954,54 pg-ml? u vzorku & 12 a—4 500 pg-ml?
u vzorku ¢. 14 (viz Tabulka 4 a Obrazek 10).
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Obrazek 10: Kalibra¢ni k¥ivka metody BCA ziskana mé&fenim absorbance standardit BSA (0-2 000 ug-ml?)
pii 560 nm pro modelovy systém cervikalniho hlenu.
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5.2.2 Metoda Bradfordova
Z dtivodu zacinajici saturace byly pro tvorbu kiivky pouzity koncentrace od 250 pg-ml*
do 1 000 pg-ml™. Vysledné hodnoty koncentraci byly stanoveny na 4 630 ug-ml™pro vzorek

Cx

.2; 4 580 pg-ml™pro vzorek ¢. 10; 4 980 pg-ml™ pro vzorek ¢. 12 a 6 430 pg-ml™ pro vzorek
. 14 (viz Tabulka 4 a Obrazek 11).
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Obrazek 11: Kalibra¢ni kiivka Bradfordovy metody ziskana méfenim absorbance standardd BSA
(2501 000 ug-ml) pii 595 nm pro modelovy systém cervikéalniho hlenu.

5.2.3 Metoda méreni fluorescence tryptofanu

Podobné jako v ptipad¢ Bradfordovy metody se projevila za¢inajici saturace a do kalibra¢ni
kiivky BSA tak nebyly zahrnuty hodnoty nad 1 000 ug-ml?, ze stejného ditvodu nebyla
do kalibra¢ni kiivky Trp zahrnuta hodnota 20 pg-ml™. Vysledky méfeni jsou zndzornény
v tabulce 4. U kalibra¢ni kiivky Trp bylo potieba provést dalsi ptepocet, jelikoz pro vypocet
koncentrace nezndmého vzorku bylo nutné opét pocitat s 0,0117 g tryptofanu na gram
proteinového obsahu ve vzorku. Hodnoty koncentraci pro neznamé vzorky byly S vyuzitim
kalibra¢ni kiivky BSA stanoveny na 2 017,68 ung-ml™? pro vzorek ¢&. 2; —644,50 pg-ml™
pro vzorek ¢. 10; —509,24 pg-ml? pro vzorek ¢. 12 a —292,95 ug-ml? pro vzorek &. 14.
S vyuzitim kalibraéni kiivky Trp byly ziskany hodnoty 4 664,37 ug-ml? pro vzorek &. 2;
~1162,28 pg-ml? pro vzorek ¢&. 10; —866,24 ug-ml? pro vzorek ¢&. 12 a —392,84 pg-ml™
pro vzorek €. 14 (viz Obréazek 12).
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Obrazek 12: Kalibracni kiivky ziskané méfenim fluorescence standardi BSA v rozpéti koncentraci
0-1 000 pg-ml (A) a standardd Trp Vv rozpéti koncentraci 0-15 pg.ml? (B) pfi 295 nm pro modelovy systém
cervikalniho hlenu.

28



5.2.4 Metoda Pierce 660 nm (Cinidlo pro kompatibilitu s ionogennimi detergenty
Pierce™ 660 nm)

Z dtivodu zadinajici saturace nebyly do grafu vneseny hodnoty nad 1 000 pg-ml?. V tomto
experimentu bylo zaroven vyuzito ¢inidlo kompatibilni s ionogennimi detergenty Pierce™
660 nm, a to z ditvodu ptitomnych interferujicich latek v pufru. Diky tomuto zdokonaleni
nebylo nutno vzorek pfili§ fedit. Jednotlivé hodnoty koncentraci byly stanoveny
na 644 ug-ml™ pro vzorek ¢. 2; 944 png-ml™ pro vzorek ¢. 10; 1 674 ng-ml™ pro vzorek ¢. 12
a 1934 pg-ml? pro vzorek ¢&. 14 (viz Tabulka 4 a Obrazek 13).
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Obrazek 13: Kalibra¢ni kiivka metody Pierce 660 nm ziskand méfenim absorbance standardi BSA
(0-750 pug-ml?) pti 660 nm pro modelovy systém cervikalniho hlenu.
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5.2.5 Metoda méieni v UV spektru

Vysledky méteni v UV spektru byly pravdépodobné zkresleny u vzorki ¢. 10, 12 1 14,
a to kontaminaci DNA. Pravdépodobné z tohoto divodu byly naméfeny nize uvedené
hodnoty (viz Tabulka 4). Kalibra¢ni kiivka a rovnice regrese byly ziskany méfenim
standardt BSA od 0 pg-ml™ po 2 000 ug-ml? (viz Obrazek 14).
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Obrazek 14: Kalibracni kiivka ziskana méfenim absorbance standardéi BSA (0-2 000 pg-ml?) pii 280 nm
pro modelovy systém cervikalniho hlenu.

5.2.6 Mgéfeni v IC spektru
Vysledky méfeni jednotlivych vzorkd v IC spektru byly velice rozptylené. U vzorkd
¢. 10 a vzorku €. 12 nebylo mozno koncentrace zméfit, jelikoz se pravdépodobné nachazely

pod detek¢énim limitem pfistroje (viz Tabulka 3 a 4).

Tabulka 3: Hodnoty koncentraci nefedénych vzorkt ziskanych méfenim v IC spektru.

Koncentrace [pg-ml™]

Metoda Vzorek &. 2 Vzorek ¢. 10 Vzorek &. 12 Vzorek &. 14

DirectDetect 2 480,00 0,00 0,00 224,00
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5.2.7 Porovnani pouzitych metod pro modelovy systém cervikalniho hlenu

Tabulka 4: Souhrn vysledki jednotlivych vySe popsanych metod méfeni.

Koncentrace [ng-ml™]

Metoda Vzorek &. 2 Vzorek ¢. 10 Vzorek . 12 Vzorek . 14
BCA —7 363,64 2 909,09 1 954,54 -4 500
Bradfordova 4 630,00 4 580,00 4 980,00 6 430,00
Fluorescence 2017,68 —644,50 -509,24 -292,95
BSA

Fluorescence 4 664,37 -1162,28 —866,24 -392,84
Trp

Pierce 660 nm 644,00 944,00 1674,00 1 934,00
uv 4 255,33 29 868,67 29 868,67 29 868,66
Direct Detect 2 480,00 0,00 0,00 224,00
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5.2.8 Méreni koncentrace proteinového obsahu ve vzorku po provedeni metody
FASP.

Po provedeni FASP metody bylo potieba zmétit koncentraci ziskanych peptidii ve vzorcich

pro jejich nasledné precisténi a analyzu hmotnostni spektrometrii. Hodnoty koncentraci

(viz Tabulka 5) byly ziskany metodou BCA, jelikoz se jedna o metodu kompatibilni s fadou

detergentd, které jsou Casto pouzivany V proteinovych analyzach, a je vhodna pro vétSinu

typt studovanych vzork.

Byla vytvofena kalibra¢ni kiivka a S vyuzitim rovnice regrese (viz Obrazek 15) byly

vypocitany koncentrace.
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Obriazek 15: Kalibraéni kiivka metody BCA ziskand méfenim absorbance standardtt BSA (0-2 000 pg-ml?)
pii 560 nm po provedeni FASP.

Tabulka 5: Koncentrace vzorku proteini po digesci ziskané metodou BCA.

Vzorek Koncentrace vzorku

[ng-ml”]
) 644,72
& 10 161,09
& 12 242,00
¢ 14 433,81
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6 DISKUZE

Biomedicinsky vyzkum obecné napomaha porozuméni Zivotnim procesim, ale také
pochopeni vzniku patologickych stavli pii onemocnénich. Validita rutinnich i vyzkumnych
praci je zavisld na reprodukovatelnosti vysledki publikovanych v literatuie, naptiklad
farmaceuticky i biotechnologicky primysl je zavisly na odbornych pracich, které tvoii
zaklad pro vyvoj novych terapii a hledani biomarkert (Freedman et al., 2017; Knudtson
et al., 2019)

Ackoliv je reprodukovatelnost klicova pro védeckou cCinnost (vyvoj 1é¢iv, doprovodna
diagnostika), tak jsou nereprodukovatelna data (pfedevsim z preklinickych testt) velmi
rozSifenym problémem (Begley et Ellis, 2012). Preklinicka data jsou dilezitd nejen
pro pacienty, ktefi ¢ekaji na vyvoj v 1é¢bé onemocnéni, ale také se z nich vychazi pti snaze
identifikovat Gplné nova 1é¢iva nebo biomarkery (Mobley et al., 2013). Reprodukovatelnost
je zakladnim piedpokladem védeckého vyzkumu, a proto se touto problematikou neustale
zabyvéa mnoho védeckych pracovist’. Bylo zjisténo, ze u velké vétSiny védeckych praci je jeji

hodnota velice nizka (Begley et Ellis, 2012; Freedman et al., 2017).

National Institute of Health (NIH) vydal na toto t¢éma smérnici ,,Rigor and Reproducibility®,
jejiz snahou je poukazat na nizké standardy pro poddvani vyslednych zprdv a na nutnost
feSeni faktord, které brani uspéSnému opakovani studii (,,Principles and Guidelines
for Reporting Preclinical Research,” 2015). Nedostate¢né kvalitni zpravy a informace
0 pouzitych technickych postupech jsou pravé davody vyvolavajicimi nizkou
reprodukovatelnost (Freedman et al., 2015). Publikace takovych dat jiz vedla k zneplatnéni
¢i odvolani n¢kolika prilomovych praci nebo klinickych testi (Freedman et Gibson, 2015).
Nejsou-li totiz preklinické vysledky spolehlivé, existuje vysoka pravdépodobnost,
ze klinické testy nebudou uspésné (Mobley et al., 2013).

Nejlepsim zptisobem kontroly, zda jsou metody ziskavani dat schopny poskytovat
reprodukovatelné vysledky, jsou mezilaboratorni studie (Collins et al., 2017). Aby bylo
mozno urcity experiment opakovat, je potieba kontrol a dokumentace procesu, pii kterém
jsou pouzivany pouze validované chemikalie (Freedman et al., 2017; Knudtson et al., 2019).
V USA je kazdym rokem proinvestovano okolo 28 miliard dolard za nereprodukovatelné
vyzkumy (Freedman et al., 2015). Také bylo zjisténo, Ze vice neZ polovina védct

ma nejméné jednu zkusenost s neschopnosti ovéfit uz publikovana data. Tento fakt je velice
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znepokojivy, jelikoz védecky pokrok a znalosti jsou zaloZeny na recenzovanych publikacich

(Mobley et al., 2013).

Pii publikovani dat musi byt autofi pIn¢ zodpovédni za jejich celistvost (integritu dat) a musi
byt schopni o datech diskutovat a byt napomocni ostatnim, ktefi se snazi jejich praci
opakovat (Mobley et al., 2013). Nereprodukovatelnost je zptisobovana naptiklad navrhem
studie, pouzivanymi reagenciemi a referenénimi materialy, protokoly laboratoii nebo také

analyzou dat a podavanim zprav (Collins et al., 2017; Freedman et Inglese, 2014).

Nutnost porovnavani vysledki mezi laboratofemi zdlrazinuje 1 proteomika jakozto odvétvi,
které produkuje velka mnozstvi heterogennich dat. Pii kontrolach je nejprve tieba zhodnotit
pfipravu vzorku a pfistroje oddélené a nasledné 1 dohromady. Zakladem pro vnitini kontroly
kvality jsou robustni a ovéfené protokoly. Pti kontrolach kvality se mohou vyuzivat
standardy, které jsou do experimentu v nékolika fazich procesu ptfidavany a pomahaji
zvyraziovat ruzné anomalie (Bourmaud etal., 2015). Kvalita a reprodukovatelnost
proteomickych dat jsou zasadni pro piesnost a platnost sledovanych proménnych
a pro vyvozeni zavéru proteomickych studii (Beasley-Green et al., 2012). V praxi
se vyuziva procesu normalizace, ktery ma zajistit porovnatelnéjsi vysledky a spolehlivost
analyz, které nasleduji (Chawade et al, 2014; Vilikangas et al., 2016). Casto
jsou proteomické vyzkumy soustied’ovany spiSe na optimalizace metod jako LC-MS,
nez na zakladni otazky typu: ,,Jak G¢inna byla extrakce proteinu? Budou mit rizné metody
méfeni koncentrace proteini odlisSné vysledky?“ JelikoZz je potieba proteiny ziskat
z bunéénych membran, cytoplazmy nebo z jinych organel, byly vyvinuty rizné postupy
extrakce a purifikace. Z teoretického hlediska by mély byt analyzovany vSechny proteiny
ze vzorku, coZ v praxi neni pravda. A protoze neni mozné vybrat jednu metodu a ostatni
prestat vyuzivat, vyslovili Gu et Yu (2014) hypotézu, zda by nebylo vhodné nastavit jakousi
standardni konverzi riznych metod meéfeni koncentrace proteinu tak, aby inter-

metodologické vysledky bylo mozné porovnat a posuzovat.

Aby se tato situace zlepSovala, tak National Institute of Health (NIH) zacalo poskytovat
Skoleni o zvySovani reprodukovatelnosti a transparentnosti vysledki vyzkumii s diirazem

na spravné navrzeni prubéhu experimentu (Collins et Tabak, 2014).

Cilem experimentalni ¢asti této uvedené bakalaiské prace bylo porovnat vybrané metody
meéfeni koncentrace proteind, a to u modelového kontrolniho systému BSA a vzorki

cervikalniho hlenu, a nasledné urcit nejvhodnéjsi metodu. U modelu BSA byly pouzity
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vzorky o znamé koncentraci a vzorky po digesci. Z vysledkt (viz Tabulka 2) vyplyva,
ze nejpiesnéjSich hodnot (pro vzorky pred digesci) bylo dosazeno Bradfordovou metodou
a metodou DirectDetect. Naopak méfeni fluorescence se standardem Trp a Pierce 660 nm
vykazovaly nejvétsi odchylky. Pro vzorky po digesci si nejvice odpovidaly metody
DirectDetect, méfeni fluorescence Trp a Bradfordova metoda. Z vysledki méteni vzorkl
cervikalnich hlent (viz Tabulka 4) je ziejmé, Ze Si jednotlivé metody neodpovidaji. Tento
nez je BSA. K praci bylo vybrano 5 vzorki hlenu, pficemz pouzity byly 4. Jeden vzorek

byl siln€ hemolyticky a nebylo mozné jej pouzivat.

Srovnavani riznych metod kvantifikace proteint bylo testovano jiz v roce 1992 Michaelem
Fountoilakisem a jeho spolupracovniky. Jako standardni metodu pouzili analyzu
aminokyselin, ke které¢ byly dal$i metody vztazeny. Bylo zjiSténo, ze 1 ptes jednoduchost
Bradfordovy metody je vazba Coomassie barviva silné zavisld na hydrofobnosti
jednotlivych proteinii. Pro neglykosylované polypeptidy byla urcena jako nejspolehlivéjsi
BCA metoda. Nesrovnalosti mezi kolorimetricky stanovenymi hodnotami mohou
byt ovlivnény i vybranym proteinovym standardem, ke kterému byvaji vysledky
vztahovany. Vysledkem této prace bylo zjisténi, ze kolorimetrické metody
jsou spolehlivéjsi, pokud jsou pouzivany pro neglykosylované proteiny (Fountoulakis et al.,
1992). Burcu Okutucu et al.,, (2007) taktéz srovnavali n¢kolik metod na vzorcich
plazmatickych proteind, K vypoctu koncentraci proteinti pouzili dva zpusoby. Prvnim
byl vypocet z rovnice regrese kalibracni kiivky, stejné jako v této bakalaiské praci. Druhym

zpisobem byl vypocet z rovnice (s vyuzitim informaci o pouzitém standardu) ve tvaru:
Koncentrace proteinu (mg - ml™1) = (':—“) SC - DF,
S

kde A, a As jsou hodnoty absorbanci znamého vzorku a znamého standardu,

SC je koncentrace standardu a DF ptedstavuje faktor fedéni.

V praci jsem pro vypocet koncentrace proteinit ve vzorku pouzivala rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky ziskané métfenim standardi BSA a Trp. Na oba modelové systémy
jsem se pokusila pouzit i vySe uvedenou rovnici. Hodnoty z grafu i z rovnice si byly
u modelového systému BSA velice podobné (viz Tabulka 6), pro modelovy systém

cervikalniho hlenu si hodnoty z grafu a rovnice neodpovidaly (viz Tabulka 7).
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Tabulka 6: Srovnani hodnot koncentraci BSA (500 pg-ml™?) ziskané vypoétem z grafu

a vypoctem z rovnice.

Metoda Graf [ng-ml*] Rovnice [ug-mi™]
BCA 616,69 555,00
Bradfordova 548,44 536,00

Pierce 660 nm 925,33 1 130,00
Fluorescence BSA 449,57 331,00
Fluorescence Trp 1 268,82 15,00

DirectDetect *

* Pro metodu DirectDetect nebyl vypocet proveden, jelikoz se principem odliSuje od ostatnich metod.

Tabulka 7: Srovnani hodnot koncentraci vzorkd cervikalnich hlenti ziskané vypocétem

z grafu (a) a vypoctem z rovnice (b).

a)
Metoda Graf [pg-ml?]
Vzorky &2 & 10 & 12 & 14
BCA —7 363,64 2 909,09 1 954,54 -4 500,00
Bradfordova 4 630,00 4 580,00 4980,00 6 430,00
Pierce 660 nm 644,00 944,00 1774,00 1 934,00
Fluorescence BSA 2 017,68 —644,50 -509,24 -292,95
Fluorescence Trp 4 664,37 -1 162,28 —-866,24 -392,84

DirectDetect *
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b)

Metoda Rovnice [pg-ml™]

Vzorky ¢.2 ¢. 10 ¢. 12 ¢. 14
BCA 4719,00 9 523,00 9 077,00 6 050,00
Bradfordova 4 618,00 4 612,00 4 662,00 4 843,00
Pierce 660 nm 321,00 374,00 502,00 521,00
Fluorescence BSA 2 071,00 16,00 43,00 98,00
Fluorescence Trp 60,00 1,00 5,00 1,20

DirectDetect * - - - -

* Pro metodu DirectDetect nebyl vypocet proveden, jelikoz se principem odliSuje od ostatnich metod.

U modelového systému cervikdlniho hlenu bylo blizSich hodnot dosazeno pouze
u Bradfordovy metody. Duvodem odlisnosti vysledki mohou byt velice nizké hodnoty

A4

standardu pro méfeni (125 pg-ml™).

Somchai Chutipongtanate etal.,, (2012) ve své praci také testovali né&kolik
spektrofotometrickych a kolorimetrickych metod pro méteni koncentraci proteinti, peptidil
a aminokyselin (ve vzorcich hovéziho sérového albuminu, extraktu z prasecich ledvin,
trypsinem nastépenych peptidi z hovéziho sérového albuminu a ve vzorku glycinu).
Za nejpresnéjsi metodu pro méfeni koncentrace vzorkti BSA a komplexnich vzorkt (extrakt
z prasecich ledvin) byla ur¢ena Bradfordova metoda. Tento zavér odpovida i1 vysledkiim

U naSeho kontrolniho modelu BSA.

Ackoliv maji kolorimetrické metody mnoho vyhod (rychlost, jednoduchost provedeni
a automatizace), jejich vysledky jsou Casto ovliviiovany riznymi interferencemi (Okutucu
etal., 2007). Ty mohou nastat jako dusledek pfitomnosti mnohych chemickych latek
V lyzacnich a extrakénich pufrech. Podle charakteru latek mohou bud’ zvySovat, nebo
snizovat  ziskané hodnoty koncentraci protein, peptidi nebo aminokyselin

(Chutipongtanate et al., 2012).

Nejcastéji pouzivanymi pufry jsou 2-D pufr a Laemlliho pufr. Bylo prokazano, Ze oba pufry
maji velmi silny negativni efekt na vétSinu bézné pouzivanych metod kvantifikace proteini,
pricemz pti méteni purifikovaného BSA a extraktu z prasecich ledvin byla nejvice ovlivnéna
Biuretova reakce a nejmén¢ Bradfordova metoda. Je striktné doporucovano, aby vzorky

a standardy byly rozpoustény stejnymi rozpoustédly a aby rozpoustédlo slouzilo i jako
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blank. Tento pfistup je povaZzovan za nejlepSi a pravdépodobné nejjednodussi cestu,

jak zamezit interferencim (Okutucu et al., 2007).

Bylo zjisténo, ze na Bradfordovu metodu nemaji vliv latky jako chlorid hofec¢naty (draselny,
nebo sodny), ethanol ani siran amonny. Mirnou interferenci ale zpasobuji Tris, kyselina
octova, 2—merkaptoethanol, EDTA, glycerol a také stopova mnozstvi detergentli. Detergenty
jsou hojné vyuzivané pii piipravach vzorkl a obsahuji latky jako Triton X—100 nebo SDS
(Bradford, 1976). Pravdépodobnost naméteni ptili§ vysokych nebo nizkych hodnot 1ze snizit
pouzivanim fadnych kontrol (Compton et Jones, 1985). Metoda BCA je k interferujicim
latkam tolerantnéjs$i v porovnani s Lowryho metodou, jelikoz detergenty, stejné jako soli
obsazené v pufrech, mohou metodu zkreslovat tvorbou nerozpustnych srazenin
s Folin—Ciocalteau cinidlem. BCA metoda neni pfili§ citliva Kk bézné¢ pouzivanym
detergentiim a ani k denaturujicim ¢inidldim (4,0 mol.I* guanidin-HCI nebo 3 mol.I*
modovina). Nevyhodou metody je citlivost k redukujicim sacharidim (redukce Cu?" ionti
na Cu® ionty), k chelatatnim (EDTA) a redukénim &inidlam (DTT) (Smith et al., 1985).
Pokud je pfed pouzitim BCA metody provedena selektivni precipitace proteinil
deoxycholatem a kyselinou trichloroctovou, mtize byt interference snizena az 090 %
(Brown et al., 1989). Metoda Pierce 660 nm vykazuje kompatibilitu s vysokou koncentraci
vétSiny detergentli, reduk¢nich Ccinidel 1 dalSsimi bézn€ pouzivanymi chemikdliemi.
Po ptidani IDCR je metoda tolerantni i k Lammeliho SDS pufru. IDCR zvysuje toleranci
metody pro SDS z 0,0125 na 5 % (Antharavally et al., 2009).

Pfi stanovovani koncentrace proteinli méfenim fluorescence Trp je potieba brat v tivahu
citlivost metody Kk polarité rozpoustédla, metoda je citliva ik detergentim, které jsou
soucasti pufrd, intenzita fluorescence mize byt dale ovliviiovana také hodnotou
pH a teplotou. Tuto citlivost Ize snizit, pokud je pouzivam pufr s 8 mol-I'* mogovinou
apokud je po dobu experimentu udrzovdna konstantni teplota prostiedi (Wisniewski
et Gaugaz, 2015). Dalsim zpusobem kvantifikace je méfeni v UV oblasti spektra. Tato
metoda je velmi citlivd ke kontaminaci nukleovymi kyselinami, které vyrazné zkresluji
vysledna data (Contreras-Martos et al., 2018). Pokud je kvantifikace proteini provadéna
v IC spektru, je mozné vyuzit podobnosti slozeni detergentii a lipidi, které jsou p¥itomny
V bunécnych membranach, podobnost umoziuje sledovat Gi¢innost odstranéni detergentt
ze vzorki pred samotnou analyzou. Kvantifikace je mozna Vv pfitomnosti az S0mmol.I": DTT

a p—merkaptoethanolu s koncentraci az 150 mmol-It. Vysledky nejsou ovlivitovany
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ani pritomnosti 5% Tween 20 nebo Tritonu X-100, avSak pii obsahu amidu (CHAPS)

Vv detergentu je vznik interference mozny (Strug et al., 2014).

Vysledky jsou zavislé kromé latek pouzivanych pro zpracovani vzorku ptfed analyzou

I na spravném zachazeni s chemikaliemi a dodrzovani protokold (Krohn, 2002).

39



7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo porovnat vybrané metody métfeni koncentrace proteint
U vzorki cervikalnich hlent a vybrat nejvhodnéjsi metodu. Z vysledkl experimentalni ¢asti
lze fici, ze pro kontrolni systém BSA je nejvice presnd Bradfordova metoda a méfeni

ptistrojem DirectDetect, pticemz metoda BCA vykazovala mirnou odchylku.

Experimentalnimu modelovému systému cervikalnich hlenti nejvice odpovida Bradfordova
metoda. Tento zavér byl vyvozen na zakladé experimentalné ziskanych hodnot koncentraci
a vypocétem z grafu, pfiCemz byl nasledné¢ potvrzen nezavislym vypoltem z rovnice

(viz Diskuse). Vysledné hodnoty ostatnich pouzitych metod byly velmi nizké.

40



8 LITERATURA

Aebersold, R., Mann, M. (2016): Mass-spectrometric exploration of proteome structure
and function. Nature 537, 347-355.

Aebersold, R., Rist, B., Gygi, S.P. (2006): Quantitative Proteome Analysis: Methods
and Applications. Annals of the New York Academy of Sciences 919, 33-47.

Anderson, R.J., Bendell, D.J., Groundwater, P.W. (2004): Organic spectroscopic analysis,
Tutorial chemistry texts. Royal Society of Chemistry, Cambridge.

Antharavally, B.S., Mallia, K.A., Rangaraj, P., Haney, P., Bell, P.A. (2009): Quantitation
of proteins using a dye—metal-based colorimetric protein assay. Analytical
Biochemistry 385, 342—-345.

Avelino, K.Y.P.S,, Silva, R.R., da Silva Junior, A.G., Oliveira, M.D.L., Andrade, C.A.S.
(2017): Smart applications of bionanosensors for BCR/ABL fusion gene detection
in leukemia. Journal of King Saud University - Science 29, 413-423.

Bantscheff, M., Schirle, M., Sweetman, G., Rick, J., Kuster, B. (2007): Quantitative mass
spectrometry in proteomics: a critical review. Analytical and Bioanalytical
Chemistry 389, 1017-1031.

Bateman, N.W., Goulding, S.P., Shulman, N.J., Gadok, A.K., Szumlinski, K.K., MacCoss,
M.J., Wu, C.C. (2014): Maximizing Peptide ldentification Events in Proteomic
Workflows Using Data-Dependent Acquisition (DDA). Molecular & Cellular
Proteomics 13, 329-338.

Beasley-Green, A., Bunk, D., Rudnick, P., Kilpatrick, L., Phinney, K. (2012): A proteomics
performance standard to support measurement quality in proteomics. Proteomics 12,
923-931.

Begley, C.G., Ellis, L.M. (2012): Raise standards for preclinical cancer research. Nature 483,
531-533.

Bourmaud, A., Gallien, S., Domon, B. (2015): A quality control of proteomic experiments
based on multiple isotopologous internal standards. EUPA Open Proteomics 8,
16-21.

Bradford, M. (1976): A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical
Biochemistry 72, 248-254.

41



Brown, R.E., Jarvis, K.L., Hyland, K.J. (1989): Protein measurement using bicinchoninic
acid: elimination of interfering substances. Analytical Biochemistry 180, 136—139.

Chawade, A., Alexandersson, E., Levander, F. (2014): Normalyzer: A Tool for Rapid
Evaluation of Normalization Methods for Omics Data Sets. Journal of Proteome
Research 13, 3114-3120.

Chutipongtanate, S., Watcharatanyatip, K., Homvises, T., Jaturongkakul, K.,
Thongboonkerd, V. (2012): Systematic comparisons of various spectrophotometric
and colorimetric methods to measure concentrations of protein, peptide and amino
acid: Detectable limits, linear dynamic ranges, interferences, practicality and unit
costs. Talanta 98, 123-129.

Collins, B.C., Hunter, C.L., Liu, Y., Schilling, B., Rosenberger, G., Bader, S.L., Chan, D.W.,
Gibson, B.W., Gingras, A.-C., Held, J.M., Hirayama-Kurogi, M., Hou, G., Krisp, C.,
Larsen, B., Lin, L., Liu, S., Molloy, M.P., Moritz, R.L., Ohtsuki, S., Schlapbach, R.,
Selevsek, N., Thomas, S.N., Tzeng, S.-C., Zhang, H., Aebersold, R. (2017): Multi-
laboratory assessment of reproducibility, qualitative and quantitative performance
of SWATH-mass spectrometry. Nature Communications 8, 291.

Collins, F.S., Tabak, L.A., 2014. Policy: NIH plans to enhance reproducibility. Nature 505,
612-613.

Compton, S.J., Jones, C.G. (1985): Mechanism of dye response and interference
in the Bradford protein assay. Analytical Biochemistry 151, 369-374.

Contreras-Martos, S., Nguyen, H.H., Nguyen, P.N., Hristozova, N., Macossay-Castillo, M.,
Kovacs, D., Bekesi, A., Oemig, J.S., Maes, D., Pauwels, K., Tompa, P., Lebrun, P.
(2018): Quantification of Intrinsically Disordered Proteins: A Problem Not Fully
Appreciated. Frontiers in Molecular Biosciences 5, 83.

Dremann, D.N., Chow, C.S. (2019): The use of electrospray ionization mass spectrometry
to monitor RNA-ligand interactions, in: Hargrove, A.E. (ed.): Methods
in Enzymology, pp. 315-337, Elsevier, Durham.

Fenn, J.B., Mann, M., Meng, C.K., Wong, S.F., Whitehouse, C.M. (1989): Electrospray
ionization for mass spectrometry of large biomolecules. Science 246, 64—71.
Fountoulakis, M., Juranville, J.-F., Manneberg, M. (1992): Comparison of the Coomassie
brilliant blue, bicinchoninic acid and Lowry quantitation assays, using non-
glycosylated and glycosylated proteins. Journal of Biochemical and Biophysical

Methods 24, 265-274.

42



Freedman, L.P., Gibson, M. (2015): The Impact of Preclinical Irreproducibility on Drug
Development. Clinical Pharmacology & Therapeutics 97, 16-18.

Freedman, L.P., Cockburn, .M., Simcoe, T.S. (2015): The Economics of Reproducibility
in Preclinical Research. PLoS Biology 13, e1002165.

Freedman, L.P., Inglese, J. (2014): The Increasing Urgency for Standards in Basic Biologic
Research. Cancer Research 74, 4024-4029.

Freedman, L.P., Venugopalan, G., Wisman, R. (2017): Reproducibility2020: Progress
and priorities. F1000Research 6, 604.

Ghisaidoobe, A., Chung, S. (2014): Intrinsic Tryptophan Fluorescence in the Detection
and Analysis of Proteins: A Focus on Forster Resonance Energy Transfer
Techniques. International Journal of Molecular Sciences 15, 22518-22538.

Gu, Q., Yu, L.-R. (2014): Proteomics quality and standard: From a regulatory perspective.
Journal of Proteomics 96, 353—-359.

Hansen, S.K., Skibsted, E., Staby, A., Hubbuch, J. (2011): A label-free methodology
for selective protein quantification by means of absorption measurements.
Biotechnology and Bioengineering 108, 2661-2669.

He, B., Shi, J., Wang, X., Jiang, H., Zhu, H.-J. (2019): Label-free absolute protein
quantification with data-independent acquisition. Journal of Proteomics 200, 51-59.

Hoffmann, E. de, Stroobant, V. (2007): Mass spectrometry: principles and applications,
3rd ed. J. Wiley, Chichester, West Sussex, England; Hoboken, NJ.

Imperlini, E., Santorelli, L., Orru, S., Scolamiero, E., Ruoppolo, M., Caterino, M. (2016):
Mass Spectrometry-Based Metabolomic and Proteomic Strategies in Organic
Acidemias. BioMed Research International 2016, 1-13.

Kisluk, J., Ciborowski, M., Niemira, M., Kretowski, A., Niklinski, J. (2014): Proteomics
biomarkers for non-small cell lung cancer. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis 101, 40-49.

Knudtson, K.L., Carnahan, R.H., Hegstad-Davies, R.L., Fisher, N.C., Hicks, B., Lopez, P.A.,
Meyn, S.M., Mische, S.M., Weis-Garcia, F., White, L.D., Sol-Church, K. (2019):
Survey on Scientific Shared Resource Rigor and Reproducibility. Journal
of Biomolecular Techniques 30, 36-44.

Krohn, R.I. (2002): The Colorimetric Detection and Quantitation of Total Protein. Current
Protocols in Cell Biology 15, A.3H.1-A.3H.28.

Li, Z., Adams, R.M., Chourey, K., Hurst, G.B., Hettich, R.L., Pan, C. (2012): Systematic

Comparison of Label-Free, Metabolic Labeling, and Isobaric Chemical Labeling

43



for Quantitative Proteomics on LTQ Orbitrap Velos. Journal of Proteome Research
11, 1582-1590.

Lovric, J. (2011): Introducing proteomics: from concepts to sample separation, mass
spectrometry and data analysis. Wiley-Blackwell, Chichester, West Sussex, England,;
Hoboken, NJ.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J. (1951): Protein measurement with
the Folin phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry 193, 265-275.
Mahajan, N. (2015): Endometrial receptivity array: Clinical application. Journal of Human

Reproductive Sciences 8, 121.

Maia, T.M., Staes, A., Plasman, K., Pauwels, J., Boucher, K., Argentini, A., Martens, L.,
Montoye, T., Gevaert, K., Impens, F. (2020): Simple Peptide Quantification
Approach for MS-Based Proteomics Quality Control. ACS Omega 5, 6754-6762.

Matous, B. (2010): Zéklady 1ékaiské chemie a biochemie. Galén, Praha.

Mobley, A., Linder, S.K., Braeuer, R., Ellis, L.M., Zwelling, L. (2013): A Survey on Data
Reproducibility in Cancer Research Provides Insights into Our Limited Ability
to Translate Findings from the Laboratory to the Clinic. PLoS ONE 8, €63221.

Noyes, R.W., Hertig, A.T., Rock, J. (1950): Dating the Endometrial Biopsy. Fertility
and Sterility 1, 3-25.

Okutucu, B., Dinger, A., Habib, O., Zihnioglu, F. (2007): Comparison of five methods
for determination of total plasma protein concentration. Journal of Biochemical
and Biophysical Methods 70, 709-711.

Olson, B.J. and Markwell, J. (2007): Assays for Determination of Protein Concentration.
Current Protocols in Protein Science 48: 3.4.1-3.4.29

Ong, S.-E., Blagoev, B., Kratchmarova, I., Kristensen, D.B., Steen, H., Pandey, A., Mann,
M. (2002): Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture, SILAC,
as a Simple and Accurate Approach to Expression Proteomics. Molecular & Cellular
Proteomics 1, 376-386.

Parnis, J.M., Oldham, K.B. (2013): Beyond the Beer—Lambert law: The dependence
of absorbance on time in photochemistry. Journal of Photochemistry
and Photobiology A: Chemistry 267, 6-10.

Pereira, L., Reddy, A.P., Jacob, T., Thomas, A., Schneider, K.A., Dasari, S., Lapidus, J.A.,
Lu, X., Rodland, M., Roberts, Charles T., Gravett, M.G., Nagalla, S.R. (2007):
Identification of Novel Protein Biomarkers of Preterm Birth in Human
Cervical—Vaginal Fluid. Journal of Proteome Research 6, 1269-1276.

44



Principles and Guidelines for Reporting Preclinical Research [online] [navstiveno 7.2.2020]
Dostupné z _https://www.nih.gov/research-training/rigor-reproducibility/principles-
guidelines-reporting-preclinical-research

Sap, K.A., Demmers, JA.A. (2012): Labeling Methods in Mass Spectrometry Based
Quantitative Proteomics, in: Leung, H.C. (ed.): Integrative Proteomics, pp. 111-132,
InTech, Rijeka.

Sharma, N., Singh, A.N. (2016): Exploring Biomarkers for Alzheimer’s Disease. Journal
of clinical and diagnostic research 10, KE01-06.

Smith, P.K., Krohn, R.1., Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Provenzano, M.D.,
Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J., Klenk, D.C. (1985): Measurement
of protein using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry 150, 76-85.

Strug, 1., Utzat, C., Cappione, A., Gutierrez, S., Amara, R., Lento, J., Capito, F., Skudas, R.,
Chernokalskaya, E., Nadler, T. (2014): Development of a Univariate Membrane-
Based Mid-Infrared Method for Protein Quantitation and Total Lipid Content
Analysis of Biological Samples. Journal of Analytical Methods in Chemistry 2014,
1-12.

Tuli, L., W. Ressom, H. (2009): LC—MS Based Detection of Differential Protein Expression.
Journal of Proteomics & Bioinformatics 02, 416—438.

Vilikangas, T., Suomi, T., Elo, L.L. (2016): A systematic evaluation of normalization
methods in quantitative label-free proteomics. Briefings in Bioinformatics 19(1),
1-11.

Wal, L. van der, Demmers, JA.A. (2015): Quantitative Mass Spectrometry-based
Proteomics, in: Magdeldin, S. (ed.): Recent Advances in Proteomics Research,
pp 1-18, InTech, Rijeka.

Wang, M., You, J., Bemis, K.G., Tegeler, T.J., Brown, D.P.G. (2008): Label-free mass
spectrometry-based protein quantification technologies in proteomic analysis.
Briefings in Functional Genomics 7, 329-339.

Wardah, W., Khan, M.G.M., Sharma, A., Rashid, M.A. (2019): Protein secondary structure
prediction using neural networks and deep learning: A review. Computational
Biology and Chemistry 81, 1-8.

Wisniewski, J.R., Gaugaz, F.Z. (2015): Fast and Sensitive Total Protein and Peptide Assays
for Proteomic Analysis. Analytical Chemistry 87, 4110-4116.

Yang, M., Xi, Q., Jia, W., Wang, X. (2019): Structure-based analysis and biological

characterization of imatinib derivatives reveal insights towards the inhibition of wild-

45



type BCR-ABL and its mutants. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 29,
126758.
Zheng, K., Wu, L., He, Z., Yang, B., Yang, Y. (2017): Measurement of the total protein
in serum by biuret method with uncertainty evaluation. Measurement 112, 16-21.
Zheng, W., Zhang, C., Bell, EW., Zhang, Y. (2019): I-TASSER gateway: A protein
structure and function prediction server powered by XSEDE. Future Generation
Computer Systems 99, 73-85.

46



