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1 Uvod a cile préace

Lidsky vlas je pies svoji nepatrnou velikost pfirozené velmi pevna a chemicky
i mechanicky odolnd struktura, to zejména diky transglutaminazovym kiizovym
vazbam a disulfidickym mustkim v proteinech — keratinech (Fraser et al., 2012; 2014).
Diky této vlastnosti vlasy bézné tolik nepodléhaji poSkozeni vlivem prostiedi
a jsou schopny odolavat riznym podminkam. Velkd odolnost je vSak pficinou
nedostate¢né solubility proteinti pii analyze vlasu (Han et al. 2007), ktera by mohla byt
vyuzita v mnoha oblastech. Analyza proteini ve vlasech hraje dnes roli hlavné v oblasti
vlasove kosmetiky, dermatologie, ale také v medicing¢, kde jsou napt. sledovany
rozdilné exprimované proteiny ve vlasovém folikulu (Moll et al. 2008; Lee et al. 2015).

Vlas je ale také velmi Castou biologickou stopou na misté Cinu, proto se
uvazuje o vyuziti analyzy keratinh ve forenzni neboli kriminalistické biologii
a genetice. Tato aplikovand biologickd véda slouzi ke zkoumani, analyze
a vyhodnocovani biologickych stop, jejiz hlavnim ukolem je identifikace osob (Gunn,
2009).

Na zékladé proteinového polymorfismu by podle piedpokladu mélo byt mozné
sledovat heterogenitu v populaci (Parker et al. 2016). Jednalo by se o kvalitativni, ale i
kvantitativni rozdily v expresi proteini U jednotlivych profild osob. Protoze je
v proteomické analyze jednim z nejdulezitéjsich kroka ptiprava vzorku, zabyva se tato
diplomové préace optimalizaci pfipravy vzorku vlasu pro proteomickou analyzu na
hmotnostnim spektrometru Orbitrap, ktera by se mohla ve forenzni praxi uplatnit.

Hlavnim cilem prace bylo po nastudovani odborné literatury sepsat literarni
reSerSi tykajici se proteomiky vlasi, sestavit vhodny protokol, vyvinout a
experimentalné¢ optimalizovat postup pfipravy vzorku pro proteomickou analyzu,
zahrnujici extrakci proteinti, digesci a provést hmotnostné spektrometrickou (MS)

analyzu se statistickym vyhodnocenim dat.



2 Teoreticka Cast

2.1 Lidsky vlas

Vlasy a chlupy jsou anatomicky téméf stejné keratizované struktury (Yang et al. 2014),
nachazejici se de facto po celém téle (vyjma dlani ruky, chodidel, rtd, poslednich
&lank® prst, prsnich bradavek a &asti zevnich genetalii; Cihak 2002). Vlasy jsou
nejdelsi chlupy na lidském téle a stejné tak jako kozni zlazy (potni, mazové, mléEné)
a nehty se fadi tyto utvary mezi piidatné organy kiize neboli kozni derivat (Cihak
2002).

Primérnimi funkcemi chlupd byly u zvifat termoregulace a izolace, ochrana
pfed vn&jSim prostiedim, socialni a senzorické funkce. I kdyz srst u ¢lovéka témér

vymizela, zastava ochlupeni stale vétsinu téchto funkci (Robbins 2012).

2.1.1 Struktura vlasu

Vlas ma zakladni dvé ¢asti — ¢ast volnou, ktera vy¢niva nad pokozku, to je tzv. vlasovy
stvol (scapus pilli) a ¢ast pod pokozkou, tzv. kotfen vlasu (Castéji kotinek; radix pilli;
Shin et al. 2010; Robbins 2012). Terminalni ¢asti kofinku je vlasova cibulka (bulbus
pilli) se zarode¢nou matrix (vlasovym vazivem). Do vlasové cibulky z ¢asti ze spodiny
zasahuje vazivova pochva neboli papila s cévnim zasobenim
a inervaci. Soucasti celé struktury vlasu také vzpiimova¢ chlupti (musculus arrector
pilli) - svazek hladkych svalovych bunék, ktery je piipojeny k vazivové pochvé
a svou kontrakci napfimuje vlas a uleh¢uje vyprazdnéni mazové Zlazy (Wolfram 2003;
Robbins 2012; obr. 1).



dren
kira | viasovy stvol
kutikula

mazova Zlaza

vzpfimovac
chlupu
vnitini kofenova
pochva

vlasové vazivo

(matrix) vlasova cibulka

papila

cévni
zasobeni

Obr. 1 : Schematicka struktura lidského vlasu: vlasovy bulbus s vlasovymi pochvami, cévni a
nervové zasobeni, vlasovy stvol se tfemi vrstvami — medula, cortex a kutikula (pfevzato

a upraveno z: https://www.pantogar.com).

2.1.1.1 Vlasovy stvol

Vlasovy stvol je ¢ast vlasu vyénivajici nad pokozku a je tvofen tfemi vrstvami (Wilson
et al. 2005, Robbins 2012; obr. 1).
vnéjSim poSkozenim, a to tvorbou mazu z mazové zlazy, ktery vlas konzervuje. Je
chemicky odolna a pomérné tvrdd, zamezuje opotiebovavani vlasu a prianiku vodnych
roztokli a chemickych latek do vlasu. Kutikulu tvoti 5-10 vrstev odumielych bunck bez
pigmentu, které jsou uspotfadané soub&zné a stiiskovité (Gavazzoni-Dias 2015).
V priméru méfi asi 45-60 um, na piiéném fezu piiblizné 0,5 um. Bunky kutikuly se
prekryvaji do 1/7 délky, v oblasti cibulky maji cylindricky tvar a jsou kolmé na povrch
vlasu (Cihdk 2002). Tyto buiky keratizuji ze vSech bundk nejdfive. Zcela
keratinizované buniky se vSak nachazeji az v horni tfetiné vlasového folikulu.
Keratinizované vlasové bunky  maji stejny ~ tvar,  jsou ploché
a bezjaderné (Moll et al. 2008).

Pod kutikulou lidského vlasu se nachazi ktra neboli kortex (substantia
corticalis; Gavazzoni-Dias 2015). Sklddd se z protahlych, siln¢ keratizovanych

vietenovitych bunék a zabira nejvétsi podil vlasové hmoty, asi 75-80%. Mezi korovymi
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bunkami se vyskytuji dutinky vyplnéné vzduchem, tzv. ,,fusi“. Burky obsahuji difuzné
rozloZeny pigment nebo pigment v podobé shlukd, tzv. zm (Stefan et al. 2012).

Difent (medulla pili) je centralni casti vlasu a obvykle se sklada
z nekeratinizovanych bunék a to bud’ pigmentovanych, nebo bez pigmentu. Sitka dfené
se u jednotlivych osob lisi, nepiekracuje vSak vice nez jednu tetinu maximalni Sitky
vlasu. Ve vlasu muze byt pfitomna souvisle, pierusované (u tenkych vlast), jen
v urcitych Gsecich nebo zcela chybi (Yang et al. 2014). Keratin diené je houbovitého
charakteru a obsahuje mnoho dutinek. Jsou-li intercelularni a intracelularni prostory
vyplnény vzduchem jevi se dfeniovy kanal v optickém mikroskopu jako c¢erny.
Strukturu dfen¢ Ize pozorovat po vytlaCeni vzduchu vhodnym médiem, napi.
parafinovym olejem. Vyskyt meduly ve vlasu a jeji tvar jsou pii identifikaci dilezitymi

znaky.

2.1.1.2 Vlasovy folikul

Lidsky vlas vyrusta z vlasového folikulu (folliculus pilli) neboli vacku (Robbins 2012).
Dospély ¢loveék ma na téle asi 5 miliont téchto vlasovych folikult, z toho na hlave asi
200 000, pricemz ne vSechny folikuly jsou v aktivni formé. Pocet a druh vlasovych
vacku je dan geneticky a pak uz se jen vyviji (Gaudde 2000).

Vlasovy folikul tvoii kofen s cibulkou, ktery je obalen vlasovymi pochvami -
zevni, vnitini epitelova a vazivova pochva (obr. 2). Soucasti folikulu jsou také jiz
zminéné mazové, potni Zlazy, cévni zasobeni — kapilary a nervovy systém, dermalni
papila a vzptfimovac chlupd.

Dermalni papila (papilla pili) jako vazivova pochva Usti zdola do vlasové
cibulky (Robbins 2012). Je obklopena epitelovymi bunikami, od nichZz je oddélena
sklovitou membranou (obr. 2). Dermélni papila je mezenchymalni struktura tvoiena
fibroblasty zapusténymi ve stromé vaziva, obsahuje také cetnd nervova zakonceni
a cévni kliky (Gaudde 2000).

V prabéhu rastoveho cyklu prochazi vlasovy folikul znacnymi zménami — viz
kapitola rust vlasu. Folikuly vSech savct jsou sice totozné, dva zcela stejné folikuly se
na lidském téle pravdépodobné nenajdou. Lisi se napt. v  délce
a tlousce, ve zvInéni, barv¢, tvaru prafezu, citlivosti na hormony, v inervaci,

vaskularizaci i relativni dobé¢ stravené v jednotlivych fazich cyklu (Stenn, Paus 2001).
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Obr. 2: Pti¢ny tfez vlasovym folikulem, mikroskopicky snimek s vyznacenymi strukturami —
dfent (medulla) tvofici stfed vlasu, nad dieni je ktra (cortex) a kutila (cuticle). Dal$imi
strukturami jsou vnitini, vnéj$i kofenova pochva a sklovita membrana

(pfevzato a upraveno z https://secure.health.utas.edu.au/).

Rist vlasu

Proces od rustu po vypadnuti vlasu probiha ve tfech cyklicky se opakujicich fazich
(anagen, katagen a telogen; Robbins 2012). N&kdy je uvadéna Ctvrta faze ¢asny anagen,
kterd je de facto terminalni fazi felogenu (obr. 3). Anagen je faze, kdy vlas roste
a metabolicka aktivita cibulky je intenzivni. V této fazi se z celkového mnozstvi vlast
jednice vyskytuje asi 85% vlasu. V katagenu dochazi ke zpomaleni metabolické
aktivity folikulu. Jedna se o pfechodnou fazi, trvajici priblizné dva tydny. Vlasy, které
byly vytrhnuty vanagenu nebo v katagenu maji obalené kofinky epitelialnimi
pochvami nebo jejich fragmenty (Yang el al. 2014). V telogenni fazi vlas jiz neroste
a je pfipraven k vypadnuti. Takovy vlas pak charakterizuje kofinek bez zbytki
epitelidlnich pochev.

Znalost téchto jednotlivych fazi je dulezita napt. pti vySetfovani a to z hlediska
rozliSovani zplisobu excize vlasu (vytrzeni, vypadnuti, vycesani) a také z divodu
vybéru vhodného kofinku k dal§im analyzam. Pro izolaci jaderné DNA (nuDNA) se
vyuzivaji kofinky ve fazi anagenu a katagenu (Kligman, 1959).
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Obr. 3: Faze rstového cyklu vlasu — ¢asny anagen, anagen, katagen, telogen, ndvrat do faze
anagen (Pfevzato z: www.hairtsc.com/en/Hair-Growth-Cycle.html a upraveno podle Robbins
2012).

2.1.2 Slozeni vlasu

Z ptevazné ¢asti (65-95 %) jsou vlasy tvofeny proteiny, zejména skleroproteiny
keratiny (Barthlémy et al., 2011; Robbins 2012; Yang et al., 2014). Vedle struktur
slozenych z keratinu existuji ve vlasech i tzv. nekeratinové oblasti (epikutikula
a komplex bunécnych membran). Asi 50 % vSech proteinii tvoii amorfni
(neusporadané) proteiny a 50 % helikalni (Sroubovité) proteiny. Ve vlasu najdeme 20
riznych druh aminokyselin, jejichz skladanim vznikaji praveé proteiny (Gupta 2014).

Dale jsou z chemického hlediska ve vlasu obsazeny stopové prvky jako zelezo,
méd, zinek a jod (Cruz et al. 2016). Zastoupeni jednotlivych stopovych prvki je do
zna¢né miry variabilni, vyrazné se lisi mezi vlasy v jedné oblasti, méni se i po délce, od
koiene ke  konecku, vlasového stvolu.  Jejich  obsah  také  zavisi
na rastové fazi, ve které se vlas nachazi (Gaudette, 2000).

Vlas obsahuje také lipidy — napf. cholesterin. Vlasové lipidy lze rozdélit na
povrchové a vnitini, které dale délime na lipidy volné a lipidy strukturni. VétSina

extrahovatelnych lipida jsou lipidy volné, které jsou do vlasi inkorporovanymi
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produkty mazovych zlaz. Strukturni lipidy jsou pfevazné soucasti komplexu bunécnych
membran (Jolles, Zahn 1995; Robbins 2012).

Voda tvofi asi 12 % hmotnosti vlasu a jeji mnozstvi ovliviiuje jejich fyzikalni
vlastnosti. Resorpci vody umoziuji peptidické vazby a polarni postrani fetézce bilkovin
(Cruz et al. 2016).

2.1.3 Pigmentace vlasu

Barva vlasi je primarné dana mnoZstvim pigmentu v kafe, tzn. rozptylenymi
pigmentovymi granulemi melaninu. Pigment vznika ¢innosti melanocyta v bazalni ¢asti
vlasove cibulky. Zbarveni vlasu muze byt, ale také ovlivnéno mimo pigmenty
dutinkami v kutikule a prusvitnosti vlasu (Grosvenor et al. 2016).

Pti mikroskopickém pozorovani muzeme vidét pouze Cerna, hnéda a zlutd
pigmentovd granula. Tmavé vlasy jsou tvofeny pigmentem eumelaninem, coz jsou
zpravidla kulata, homogenni zrna. Pigmenty blond vlast jsou nazyvany feomelaniny,
jsou to svétlejsi formy melaninu. Zrna maji elipsovity tvar a jsou mensi nez zrna
tmaveho pigmentu. Tyto pigmenty se nachazeji i ve tmavsSich odstinech, avSak
v kombinaci s eumelaninem. Cervena barva vlasu je dana pigmentem erytromelaninem,
ktery obsahuje zelezo a vyskytuje se u zrzavych vlast. Velikost
a tvar pimentovych granuli, stejné tak jako jejich hustota a rozmisténi po délce vlasu se
vSak mezi jednotlivcemi 1isi (Katz 2005).

Barvu vlasu lze klasifikovat spektrofotometricky nebo zrakem, srovnanim
s barevnym vzornikem (Michalikova 2002). Casto v antropologii a soudnim lékaistvi
pouzivanou vzorkovnici je Fischer-Sallerova (Deedrick et al. 2000; 2004). V této
diplomové praci byla charakteristika barvy provedena na zéklad€¢ jednodussiho tzv.
mezinarodniho kodu pro barvu vlasii (International Colour Code, ICC). Tento systém je
tvofen dvéma stupnicemi od 1 do 10. Prvni vyjadifuje hloubku barvy, tedy jak moc je
vlas svétly nebo tmavy, coZ je ddno mnozstvim proteinu melaninu a druhd stupnice

vyjadiuje podton barvy, ktery je dan pheomelaninem (obr. 4).
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Hair Depth and ICC Number § Undertone

10 - Lightest Blonde
9 - Very Light Blonde
8 - Light Blonde
7 - Medium Blonde
6 - Dark Blonde

3 - Dark Brown

2 - Darkest Brown
1 - Black

Obr. 4: Stupnice barvy vlasu podle mezinarodniho kodu ICC. Prvni sloupec vyjadiuje hloubku

il

barvy, od nejtmavsi (cerné) — 1, po nejsvétlejsi (blond) — 10. Druhy sloupec znazornuje podton
barvy (10-svétle zluta, 9-zluta, 8-Zlutozlata, 7-zlata, 6 - oranzovozlata, 5-oranzova, 4-
Cervenooranzova, 3-¢ervena, 2-¢ervenohnéda, 1 —hnéda; prevzato a upraveno z:

https://www.pantogar.com).

2.1.4 Druhy vlasia

Variabilitu vlasi mizeme shledavat jak mezi jednotlivci, tak mezi jednotlivymi etniky.
Rozeznavame tfi typy vlasu podle etnika a to asijské, evropské a africké vlasy
(Franbourg 2003; Cruz et al. 2016), pticemz kazdy profil ma vlastni charakteristické
znaky — tvar vlasu, hustotu, miru odolnosti, maximalni délku, obsah aminokyselin atd.
(obr. 5).

Asijské vlasy jsou obvykle rovné, tmavé hnedé az cerné barvy, rostou kolmo na
Evropské vlasy mohou byt rovné, vlnité nebo kudrnaté, jejich barva mize byt od blond
po tmavé hnédou, tento typ vlasi roste rychlosti asi 1,2 cm/mésic
a jejich hustota je nejvétsi ze vsech tii typt. Africké vlasy jsou nejcastéji Cerné barvy,
jsou charakterizovany pevnymi kadefemi sto¢enymi do spiral po celé délce vlasu, tento
typ vlast vSak roste nejpomaleji 0,9 cm/mésic (Cruz 2016).

Vlasy se také méni béhem vyvoje organismu, stejny folikul vytvari postupné
pod hormondlnim vlivem rizné typy vlast. Na lidském téle se Vv pribéhu zivota
nachazeji Ctyfi druhy chlupt - primordialni, lanugo, vellus a terminalni chlupy
(Robbins 2012).
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o Asijské Evropské Africké
Charakteristika (mongoloidni) (b&logské) (negroidni)

TOVNE e | l€DICE zvlnene Kudrnaté M
Tvar vlasu
lehce zvinéné \/_\ vinité W spirdlovité SenmSRRRATTRANTN
Maximalni délka 100 - 150 cm 60 - 100 cm 15 - 30 cm
Primérna hustota 175 ¢ / cm? 330g / cm? 295¢g / cm?
60-65g 40-45¢g 30-35¢

Odolnost tahu (zatéze)

Pricny fez vlasem kulaty @ ovélny @ plochy @ >

Cystin (um/g) 1175 - 1357 1268 - 1608 1310 - 1420

Rezistence pfi napinani rezistentni +/- rezistentni kfehké (lehce ldmavé)

Obr. 5: Typologie vlast dle etnika a jejich charakteristické rysy (Franbourg et al. 2003).

2.2 Vlasy ve forenzni biologii

Nejbeéznéjsimi biologickymi vzorky nachdzené na misté ¢inu, kromé dotekovych stop
a t&lnich tekutin, jsou chlupy a vlasy — tzv. trichologicky material (Stefan et al. 2012).
Forenzni genetika se zabyva zkoumanim téchto biologickych stop za ucelem zjisténi
puvodce. Pomoci forenznich metod je mozné ze zajiSténych biologickych vzorki
stanovit profil osoby, porovnanim s referenénim vzorkem pak lze potvrdit nebo vyvratit
identitu dané osoby. Existuje cela fada analytickych metod, které se pouzivaji
v kriminalistice pfi identifikaci (Rice et al. 2015).

Metody forenzni biologie umoznuji identifikaci osob nejcastéji pomoci
analyzy DNA ruznych biologickych materiala, a to na zakladé¢ genetického
polymorfismu. Molekula DNA se nachazi ve vSech Zivych bunkach (kromé& dospélé
cervené krvinky), proto je mozZné analyzu provést z kazdého typu lidské tkané -
z kosti, nehtt, ktize atd. DNA metody vSak nesou fadu nevyhod, jelikoz molekula
DNA vykazuje malou stabilitu v prostiedi, je snadno degradovana atd. (Parker et al.
2016).
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2.2.1 Metody zkoumani trichologického materialu

Ve forenzni praxi se v ramci trichologického zkoumani nejcastéji pouzivaji metody
makroskopické, mikroskopické, genetické, sérologické vysetieni a chemicka analyza
(Stefan et al. 2012).

Makroskopicky se trichologicky material zkouma pod stereolupou a zjistuje se,
zda neni znecistén biologickym materidlem, organickymi nebo anorganickymi latkami.
Povrchové necistoty jsou nasledn€¢ chemicky analyzovany a vzorky prevedeny do
mikroskopickych preparata.

Pomoci mikroskopické analyzy lze urcit typ a ptivod materidlu (vlasy, lidské
nebo zvifeci chlupy, rostlinnd vldkna atd.) vyhodnocenim mikromorfologickych znakt
(Thibaut 2007).

Kofinky vlasu s epitelidlnimi pochvami, které jsou zdrojem jaderné DNA
(nuDNA), jsou nejéastéji predavany pro genetické zkoumani. nuDNA slouzi
k individualni identifikaci jedince. Mitochondridlni DNA (mtDNA), ziskavana
z vlasového stvolu, se pouZziva ke zjisténi skupinové shody (Wilson et al. 1995).

Pied samotnym mikroskopovanim se trichologicky material musi zbavit necistot
vhodnym detergentem. Nésledné¢ se materidl odmasti (napf. smési acetonu
a etheru), vysusi a makroskopicky posoudi. Elektronovym rastrovacim mikroskopem se
vySetiuje kutikula, vnitini struktura pak optickym mikroskopem, coz umoziuje
detekovat poskozeni vlasu, patologické zmény a anomalie (Taupin 2004).

Analyza vlast pomoci mikroskopického vySeteni je sice rychld a pomérné
jednoducha, ale nedostatecna pro forenzni praxi — porovnani morfologickych odlisnosti
vyzaduje velké zvétSeni, pfi kterém mulZeme pozorovat pouze maly usek stvolu
a hloubka ostrosti je mensi nez pramér vlasu (Bisbing 2000). Proto se tyto techniky
dopliuji dal$imi metodami, jako jsou napf. sekvenovani mitochondrialni DNA, PCR

atd.

2.2.2 Proteomika vlasu

Proteiny tvoii zéklad prakticky vSech bunécnych struktur a vykondvaji dilezité funkce
(Kovarova, 2005). Pojmem ,proteom* se rozumi vSechny proteiny, které jsou

produkované z genomu daného organismu. Proteomika piedstavuje analyzu proteint ve
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velkém méfitku, pfedevsim jejich struktury, funkce a exprese. Podrobné&jsi reserSe
o proteomice viz bakalarska prace Validace diferen¢né exprimovanych proteini u
buné¢né linie CCRFM osetiené oxaliplatinou (Kalabova, 2014).

Za nejspolehlivéjsi nastroj vySetfovani a identifikace trichologického materialu
byla povazovana analyza DNA (Linch et al. 2001). Vyuziva se pfitom skute¢nosti, ze
kazdy jedinec ma jedine¢nou kombinaci genti (jejich alel) — tzv. geneticky
polymorfismus. DNA metody se vSak potykaji s fadou komplikaci, které mohou za
zkreslené nebo nedostatecné vysledky. Pro izolaci DNA je nutné mit
k dispozici vlas s epitelovou pochvou kofene, ve které¢ se nachazi nuDNA, Casto jsou
vSak nachazeny vlasy Vv telogenni fazi — tzn. bez zbytkid epitelidlnich pochev, nebo
1 bez kofene. Dal§im omezenim je, Ze DNA snadnéji degraduje v prostfedi a zaroveil
jsou tyto metody zavislé na pfitomnosti DNA templatu v dostate¢ném mnozstvi
amplifikovanych pomoci PCR.

Proteiny jsou chemicky vice stabilni a abundantnéj$i nez DNA (Parker et al.
2016). Vykazuji také geneticky polymorfismus, a to ve formé polymorfismt
jednotlivych aminokyselin (single amino acid polymorphism; SAPSs), které vychazeji
z nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismu (nsSNPs; Strnad et al., 2011)

Hmotnostni spektrometrie (MS), jedna ze zakladnich metod proteomiky,
umoznuje identifikovat mnoho bilkovin ve slozitych strukturach (Kalabova, 2014).
Konkrétn¢ u trichologického materidlu umoznuje MS individualizovat vzorek vlasu
keratinovych proteinti, bez nutnosti vlasové cibulky. Geneticky variabilni peptidy,
obsahujici SAP, mohou byt identifikovany pomoci shotgun proteomiky. ldentifikace
téchto peptidii umoziuje piecténi nsSNPs alel v individualnim genomu bez ohledu na
ptritomnost DNA templatu ve vzorku (Parker et al. 2016).

Proteomické ptistupy identifikace nejsou bézné pouzivané ve forenzni praxi,
protoze zpracovani materialu je provazeno né¢kterymi komplikacemi — zejména
nedostate€nou rozpustnosti vlasovych bilkovin zplsobenou transglutominazovou
kiizovou vazbou a disulfidickymi mustky, diky kterym je vlas v prostiedi velmi
odolnou strukturou, posttranslacnimi modifikacemi, atd. (Rice, 2011). I ptfes dobré
fyzikalni vlastnosti neni vlas bohatym zdrojem pro nuDNA, zejména kvuli apoptoze
keratinocytt  béhém  biogeneze, naslednému ,zvétravani“ béhém  Zivota

a biologickych a enviromentalnim procesim post mortem. Bez ohledu na stav zbytkové
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jaderné nebo mitochondrialni DNA si vlasy zachovavaji vysoky obsah bilkovin. Ve
vlasovém proteomu bylo detekovano vice nez 300 proteinu (Parker et al. 2016).

Podle studie Laatsche et al. 1ze pomoci proteomické analyzy vlast, na zaklad¢
rozdilnych profildi, rozli§it rizné etnické skupiny a vlasy a chlupy z rtiznych
anatomickych ¢asti téla. Rozdily mezi etnickymi skupinami byly v jeho studii mén¢
vyrazné, jednalo se zejména o proteiny asociované s keratinem (keratin-associated
proteins, KAPs). Nejvétsi rozdily byly nalezeny mezi riznymi druhy chlupt. Dale pak
profil izolovanych bunék vlasové kutikuly byl odlisSny od celkového vlasu

na urovni vice nez 20 proteinli — prominentich keratinti (Laatsch et al. 2014).

2.2.2.1 Keratiny

Pojem ,keratin“ se dfive pouzival pro vSechny proteiny extrahované z klze
a koznich modifikaci, jako jsou vlasy a nehty u ¢lovéka, ale 1 drapy a rohy u zvifat.
Nésledné bylo zjiSténo, Ze tento extrahovany protein je smési keratinu, KAPs
a dalsich proteinti (Plowman 2007). Keratiny byly pak definovany jako proteiny tvofici
vlakna se specifickymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi extrahované ze zrohovatélé
vrstvy pokozky, zatimco proteiny ziskané z zivé vrstvy epidermis byly definovany jako
prekeratiny neboli cytokeratiny (Bragulla, Homberger 2009). Pojem ,,cytokeratin“ je
uzivan od 70. let, kdy byly tyto proteiny poprve popsany Franke et al., v roce 2006 byla
vytvorena systematicka klasifikace (Schweizer et al. 2006).

Keratiny jsou fazeny mezi skleroproteiny a obecné jsou to nerozpustné vlaknité
strukturalni proteiny, které patii do superrodiny intracelularnich intermedialnich
filament (IF; Lange et al. 2016). Rozd¢luji se na dva typy, a to typ I. kyselé, které jsou
mensi (K9-K23, Hal-Ha8, Irs1-4) a typ II. neutralni az bazické proteiny, které maji
vétsi velikost (K1-K8, Hb1-Hb6, K6irsl-4). V zavislosti na této klasifikaci, genovée
struktufe a schopnosti vytvafet heterodimery s ostatnimi typy miZeme rozliSit
pokozkové neboli epidermalni cytokeratiny, vlasové keratiny
a folikulové specifické vlasové keratiny (Shimomura et al. 2005; Lange et al. 2016).

Clovék ma 54 gent, kodujicich keratiny. Proteinova rodina keratinl se tedy
skladé ze dvou sad s 54 ¢leny, z nichz 28 je typu L. a 26 typu II. Z celkového poctu 28
kyselych proteini je 17 epitelovych a 11vlasovych keratini. Podobné u skupiny II. je
keratint 20 epitelovych a 6 vlasovych (Schweizer et al. 2007).
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Ve vétsSing epitelt se vyskytuji tzv. meékké cytokeratiny, v koznich derivatech (vlasy
a nehty) se vyskytuji tzv. tvrdé keratiny. Ve vlasu tvofi tyto proteiny vnéj$i ochrannou
kutikulu a poskytuji tvar, pevnost a integritu vlasového vldkna. Diky své odolnosti viici

proteolyze jsou tak vlasy nejtrvanlivéjsi struktury lidského téla, které mohou byt za

urcitych okolnosti uchovany stovky i tisice let (Honda et al. 2012).

Keratinizace vlasu

Vznik ,,tvrdych keratind v koznich modifikacich, jako jsou nehty a vlasy, se vyznacuje
intenzivni tvorbou aminokyselin cysteinu a metioninu s vysokym obsahem siry (Zahn
et al. 2002). Zvyseny obsah cysteinu v piednich i zadnich ¢astech globularnich domén
je proto charakteristicky pro ,,tvrdé“ keratiny savcul, tedy a-keratiny (Lange et al.
2016). Proces keratinizace vlasu zacina ve vlasovém folikulu se specifickymi vzory

exprese v ruznych epitelidlnich vrstvach (obr. 6).
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Obr. 6: Schematické znazornéni exprese keratinii ve vlasovém folikulu. A — plné vyvinuty
folikul, B — prifez vlasového folikulu. Na obrazku je uvedeno, které proteiny se exprimuji
Vv jednotlivych ¢astech vlasového folikulu. Keratiny typu 1. jsou zobrazeny fialové, keratiny
typu II. jsou zobrazeny zelené. K25, K27, K28 a K71 jsou vytvafeny ve vSech tfech vrstvach
vnitini kofenové pochvy, dale i ve dfené vlasu spolecné s K37 a K40. K26, K72, K73 jsou
exprimovany pouze v kutikule, zatimco K74 je vytvofen pouze v Henleho vrstvé (pievzato

a upraveno z Du et al. 2016).
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V klife vlasu se nachéazi tzv. keratinovy komplex, ktery se skladd z paralelné
uspoiadanych fibril a z amorfniho materiau zakladni hmoty (Barthélemy et al. 2012).

Monomery keratini jsou tvofené asi 500 aminokyselinami, ty se dostavaji
k folikularnim bunkdm z krevniho ob&hu aktivnimi transportnimi mechanismy.
Monomery se skladaji v dimery.

Dimery keratini nejsou tvoieny dvéma stejnymi fetézci. Jeden fetézec je
kyselého charakteru, druhy zasaditého, proto je vznikajici dimer oznaCovan jako
heterodimer. Typ 1. a II. tedy tvofi stoCenou Sroubovici, tzv. heterodimery
prostfednictvim interakce jejich a-helikalnich domeén (Lupas et al., 2005).

Dva dimery se shromazd’uji a tvofi tetrametry, nasledn¢ dva tetrametry tvoii
oktamer a Ctyfi oktamery se spoji opét dohromady a tvoti valcové dlouhé vldkno (unit
length filament, ULF). Spojené koncové vazby ULF a proces dotvafeni umoznuji vznik
zralych intermediélnich filament (IF) s pramérem 10 nm, které plni diky silnym
kovalentnim vazbam mechanické funkce, ale také biologické
a signaliza¢ni. IF tvofi zakladni stavebni jednotku ktry — mikrofibrilu.

Mikrofibrily se seskupuji do kruhu, tvofi snopecky a vytvareji tak dalsi
ohranic¢enou jednotku — makrofibrilu (Zahn et al., 2002). Cela struktura poskladana
z jednotlivych fibril se nazyva ortokortex a jedna se o ¢ast vlasové kury s pravidelnym

usporadanim (obr. 7; Lange et al. 2016).
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Obr. 7: Hiearchickd struktura vlasu na béazi primarni struktury proteini: Délka
jednotlivych monomeri keratinii je asi 400-644 AMK, ty sevétvi do polymerd o velkych
rozmérech. Konecny tvar molekuly — tzv. tercidlni struktura je zajistena disulfidickymi mustky

(pfevzato a upraveno z Lange et al. 2016)

2.2.2.2 Proteiny asociované s keratinem (KAPS)

Proteiny asociované s keratinem jsou nevlaknité proteiny, které tvoti hlavni slozku
vlasoveho vlakna. Tyto proteiny hraji dulezitou roli pfi vytvafeni silného vlasového
stvolu prostfednictvim zesitovani s keratinovymi intermedialnimi filamenty (KIF),
které jsou produkovéany vlasovymi keratiny. Doposud bylo charakterizovano pét skupin
lidskych gentt KAP, coz vede k identifikaci vice nez 80 individulnach lidskych gent
KAP (Barthélemy et al. 2012).

In situ hybridizacni studie prokazaly sekvencni i prostorové expresni vzory
téchto KAPs ¢lenti v rozdilnach Castech kortexu a kutikuly vlasového vlakna. Nekteré
lidské KAPs geny maji velikostni polymorfismy, které jsou ptedev§im z ditvodu

rozdilnych poctu opakujicich se segmenti bohatych na cystein a vzory téchto
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velikostich variant se li§i mezi jednotlivymi lidskymi populacemi (Laatsche et al.
2014).

Na zdkladn¢ aminokyselinového slozeni KAPs byly tyto proteiny rozdéleny do
3 skupin. Prvni skupina byla s vysokym obsahem siry (<30 mol% obsah cysteinu),
druhd s extrémné vysokym obsahem siry (> 30 mol% obsah cysteinu), teti skupiny
byla s vysokym obsahem glycinu/tyrosinu.

Ptestoze bylo identifikovano nékolik KAPs, jejich nomenklatura byla stale
velkym problémem. Rogers a Powell (1993) navrhli jednotnou nomenklaturu pro
KAPs, kde jsou tyto proteiny rozdéleny do rodin na zakladé jejich sekven¢ni homologie
a povahy opakujicich se struktur. Kazdy protein dostal jméno ve tvaru "KRTAPmM-n",
"KAPmM-n"; "m" oznacuje rodinu a "n" se tyka identifikacniho ¢isla komponentu.
Aktualitace byla provedena vroce 2012, ktera neznamenala zmény v Systému
nomenklatury, ale byly doplény nékteré¢ informace (Gong et al. 2006). Dnes je vice nez
nez 100 KAPs izolovano z ovce, mysi, potkana, krélika a také ¢lovéka, a rozdéleno do
celkem 23 rodin., z nichz rodiny 1-3, 10-16 a 23 patii ke skupiné¢ s vysokym obsahem
siry, rodiny 4, 5, 9 a 17 se tadi do skupiny s extrémné vysokym obsahem siry a rodiny
6-8 a 18-22 jsou skupinami s vysokym obsahem glycinu /tyrosinu (Rogers et al., 2006).

2.2.2.3 Proteiny nekeratinovych oblasti

Kromé keratini a KAPs jsou ve vlasech zastoupeny i proteiny, u kterych nedochézi ke
keratinizaci, jednd se o tzv. proteiny nekeratinovych oblasti (non-keratins regions
proteins; NKPs). NKPs jsou soucasti komplexu bunéénych membran a epikutikuly
spole¢né s endokutikulou. Komplex bunéénych membran je dileZzita struktura, kterd se
skldda z buné¢nych membran a adhezivnivh latek spojujicich kutikulu a bunky kiry
dohromady. Epikutikula je velmi tenkd membrana (60 nm), kryjici povrch kutikuly
a obsahujici velké mnozstvi cystinu. Tyto oblasti kutikuly jsou velmi zranitelné ¢asti
vlasu, podléhajici zejména chemickému poskozeni, jako je trvala ondulace a barveni,
ale i napf. Cesani (Robbins 2012). Stejn¢ tak jako keratiny kraji NKPs dilezitou
roli  pifi  tvorbé bunénych  struktur, zajiStuji  mechanickou  pevnost
a jsou také zodpoveédny za rizné bunécné procesy. Jedné se predevsim o proteiny IF —

desmozomy, tubuliny atd.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Deionizovana voda pro MS; hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Na2HPO4.2H20);
dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat (NaH,PO,.H,0); dodecylsiran sodny (SDS,
NaCi2H25504);  dithiothreitol (DTT, Cs4H1002S2); mocovina (UA, CHaN20);
thiomocovina (TUA, CHsN2S); uhli¢itan amonny (NHsHCOs), jodacetamid (IAA,
ICH2CONHy); tris (C4H11NO3); kyselina chlorovodikova (HCI); kyselina octova (AA,
CH3COOH); aceton (CsHsO); kyselina triflouroctova (TFA, C2HF30); kyselina
mravenéi (FA, CH20,); acetonitril (ACN); ethanol (C2HsOH); methanol (CH3OH);
hydroxid sodny (NaOH); beta-merkaptoetanol (R-ME, C2Hs0S);
ethylendiamintetraoctovd  kyselina (EDTA, CioH1sN20g); detergent CHAPS
(C32Hs58N207S); amfolyty; glycerol (CsHgOs3); Trypsin; Lysin C

3.1.2 Roztoky

- 0,1M fosfatovy pufr (pH 7,8): 45,75 ml roztoku A (3,59 Na2HPO4.2H,0 ve 100
ml dH20); 4,25 ml roztoku B (2,79 NaH,PO,.H,O ve 100 ml dH20); 50 mi
dH>0

- Promyvaci pufr: 2% SDS. 0,1M fosfatovy pufr (pH 7,8)

- Extrakéni pufr 1: 2% SDS; 0,1M fosfatovy pufr (pH 7,8); 25 mM DTT

- Extrak¢ni pufr 2: 2% SDS; 0,1M fosfatovy pufr (pH 7,8; 25 mM DTT); 8M UA

- Extrakéni pufr 3: 2% SDS; 0,1M fosfatovy pufr, pH 7,8; 25 mM DTT; 8M UA;
6M TUA

- 0,1M Tris/HCI (pH 8,5)

- 8M UA: 8M UA; 0,1 M Tris/HCI (pH 8,5)

- ABC: 0,05M NH4HCOs3; dH20

- 1AA: 0,05M ICH2,CONH_; 8M UA

- Pufr A: 0,5% AA
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- Pufr B: 80% aceton; 0,5% AA

- Rozpousteci pufr: 2% aceton; 0,1% TFA
- Lyza¢ni pufr: 0,2M NaOH; 1% SDS; 2%R-ME; 0,01M EDTA

- Vzorkovy pufr: 8M UA; 2M TUA; 4% CHAPS; 2% amfolyt; 5% glycerol
- BSA protein assay standard (Thermo Scientific, USA)

- BCA protein assay reagent (Thermo Scientific, USA)

- Bradford assay kit (Thermo Scientific, USA)

3.1.3 Biologicky material

Pro ptipravu vzorkli byly vyuzity vlasy pfedem vybranych osob zndmého pivodu.
Z kazdého vlasu byla pfedem skalpelem ufiznuta vlasova cibulka a nadale se pracovalo
jen s vlasovym stvolem. Kazda osoba byla charakterizovana pohlavim, vékem, bylo

zjisténo, jestli jsou vlasy oSetfené barvou a na zakladé ICC (obr. 4) byla ur¢ena barva

(tab. 1)

Tab. 1: Tabulka pouzitych vzorkii viasi jednotlivych osob v experimentech a jejich
charakteristika. Podle stupnice barvy viasu na zdkladée ICC byla zrakem charakterizovana

aktualni barva vlasu. Kod tvori dvé cisla, z nichz prvni znaci hloubku barvy od nejtmavsi (1) po

nejsvetlejsi (10); druhé cislo odpovida podtonu barvy od hnédé (1) po svétle Zlutou (10).

vzorek pohlavi vék barveni ICC
T muz 32 nebarvené 6; 4
J zena 28 barvené 4:5
P zena 24 barvené 3;2
K zena 25 barvené 8;9
E zena 24 nebarvené 7:8
Vv zena 22 barvené 6;7
B zena 31 nebarvené 5:4
L zena 27 barvené 4:3
z zena 28 nebarvené 4:6
Mj zena 26 nebarvené 4:3
Jp zena 29 nebarvené 5:4
R zena 47 barvené 6; 6
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3.1.4 Pristroje
- centrifugacni filtra¢ni mikrozkumavky Microcon YM-30 (Millipore, Francie);
- spektrofotometr PerkinElmer Envision (PerkinElmer, USA);
- sonikéator Branson Digital Sonifier 450 (Emerson Industrial Automation, USA);
- centrifuga eppendorf (Eppendorf, Némecko);
- Milli-Q Direct Systém (Millipore, Francie);
- termomixer comfort (Eppendorf, Némecko);
- MS inkubétor (Biotech);
- Vakuova odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)

3.1.5 Software

EnVision Manager verze 1.13.3009.1401 (PerkinElmer, USA); Perseus verze 1.4.0.6
(Max Plank Institute of Biochemistry 2012, Némecko), MS Excel 2007 (Microsoft
Corporation, USA), Venn diagram plotter 1.5; MaxQuant verze 1.4.1.2 (Max Plank
Institute of Biochemistry 2012, Némecko)

3.2 Metodika

3.2.1 Optimalizace zpracovani odebraného vzorku vlasu

Pro zpracovani vzorku vlasu a jeho homogenizaci bylo navrZzeno né¢kolik pfistupd,
Z nichz se vybral ten nejefektivnési.
Do pfedem zvazené mikrozkumavky bylo odebrano ur¢ené mnozstvi vlasa (40,

12 a 5) mg vlast, u kterych byla skalpelem utiznuta vlasova cibulka.

3.2.1.1 Postup 1 (Lee et al. 2006)

- Vzorky vlasi byly jednou kratce proplachnuty v pfisluSném mnozstvi

promyvaciho pufru (tab. 2) a vysuSeny ve vakuové odparce po dobu 10 minut.
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Tab. 2: Prislusnd mnozstvi pufiii pro pripravy vzorku a mnozstvi alkoholu pro vysrdazeni

proteinii vyuzitych v experimentu, kterd odpovidaji mnozstvi viasu

mnozstvi vlast (mg)

promyvaci pufr (ml)

extrakcni pufr (ml)

precipitace (etanol
nebo aceton; ml)

40 5 5 10
12 1.5 1.5 3
5 0.7 0.7 1200

Extrakce proteinii:

Pro extrakci proteinti byly navrzeny rizné postupy, pfi¢emz se po stanoveni
koncentrace vybral ten nejefektivnéjsi.

U prvniho pfistupu bylo ke vzorkiim pfidano ptislusné mnozstvi extrakéniho
pufru 1 nebo 2 (tab. 2) a vzorky byly inkubovany pti 65 °C 2 hodiny nebo ptes
noc. Dalsi den byl materidl homogenizovan pomoci ultrazvukového sonikéatoru
1-2 minuty p#i amplitudé 20% (puls-on 0,5 s; puls-of 0,5 s). Po rozmé&lnéni byly
vzorky centrifugovany 15 min pfi 12 000 g a supernatant byl pfenesen do nové

mikrozkumavky.

Optimalizace pecipitace proteinii:
K supernatantu bylo pfidano pfislusné mnozstvi etanolu nebo acetonu (tab. 2),
obsah byl protiepan a centrifugovan po dobu 15 min pii 12 000 g. Supernatant
byl odebran a pelet vysusen ve vakuové odparce po dobu 15 minut. Ten samy

postup byl proveden s acetonem.

Méreni obsahu proteinti pomoci BCA assay:
- VysuSené vzorky byly rozpu$tény v 500 ul 8 M mocoviny a inkubovany
Vv termobloku pii 80 °C a 600 rpm 30 minut. Vzorky byly pfed méfenim
nafedény na koncentraci mocoviny, Kterd neinterferuje pti BCA, a to na 2 M.
Koncentrace proteinil ve vzorcich byla métena pomoci kitu BCA assay. Na 96-
ti jamkovou desti¢ku bylo napipetovano vzdy 10 ul BCA standart, 10 pl blanku
(H20 pro MS), 10 ul pufru (2 M mocovina) a 10 pl vzorku rozpusténych
v daném pufru.Do vSech jamek bylo nasledné napipetovano 200 pl roztoku pro

BCA assay. Desticka byla inkubovana 30 minut pti 37 °C.
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- Znaméfenych hodnot byl v programu Excel vypoéitan priamér, vytvofena
kalibra¢ni pifimka a z rovnice linearni regrese vypoctena koncentrace proteint.
Nasledovalo §tépeni proteint na zéklad¢ ptipravy vzorku pomoci filtru (FASP,
Filter-Aided Sample Preparation) nebo in solution $té€peni s protedzami Lysin C
a Trypsinem. Nasledné byly vzorky pfecistény pomoci ,,Stage Tips“ a
piipraveny pro analyzu na hmotnostnim spektrometru (viz dale - optimalizace

digesce)

- U dalsiho navrzeného pfiistupu bylo ke vzorkiim pfidano pfislusné mnozstvi
extrak¢niho pufru 3 a vzorky byly inkubovany pii 65 °C ptes noc. Dalsi den byl
materidl homogenizovadn pomoci ultrazvukového sonikatoru 2 minuty pfi
amplitud¢ 20 %. Po rozmélnéni byly vzorky centrifugovany 15 min pii 12 000 g
a 200 ul supernatantu bylo pieneseno na filtr Microcon YM-30 ve filtracni

mikrozkumavce a byla provedena digesce proteint jako u piedchoziho ptistupu.

3.2.1.2 Postup 2: dvoukrokové extrakce (Wong et al. 2016)

Extrakce proteinii:

Vzorky vlasi byly inkubovany ve 300 pl lyza¢niho pufru po dobu 30 minut pii
90 °C. Nasledn¢ byla smés centrifugovana pii 14 000 g po dobu 5 minut. Po
oddéleni nerozpustnych frakci se extrakt prenesl do nové mikrozkumavky
a uschoval do chladnicky se 4 °C. Ke zbyvajici peleté se pridalo opét 300 pl
lyzacniho pufru a smés se nechala inkubovat pii pokojové teplot€¢ 30 minut.
Nasledné byly vzorky homogenizovany pomoci ultrazvukového sonikatoru po
dobu 1 minuty pii amplitudé 20%. Vzorky byly opét centrifugovany po dobu 5
minut pii 14 000 g. Supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky.

Precipitace proteini:
Vzorek proteini byl nasledné procistén a vysrazen smichanim 1 objemu
supernatantu se 4 objemy pfedem vychlazeného acetonu. Smés byla protiepana
a centrifugovana po dobu 5 minut pifi 12 000 g. Po oddéleni supernatantu byly

vysrazené proteiny na dné¢ zkumavky rozpustény v 500 pl vzorkového pufru pii
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65 °C. Mnozstvi proteini v kazdém vzorku bylo méfeno Bradfordovou metodou

pii 595 nm.

Méreni obsahu proteinii pomoci Bradford assay:
Do 96-ti jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 2 ul BCA standart,
2 ul blanku (H20 pro MS), 2 ul pufru (2 M mocovina) a 2 ul vzorku
rozpusténych ve vzorkovém pufru (pozice viz Méfeni obsahu proteinii pomoci
BCA assay). Do vSech jamek bylo nasledné napipetovano 100 ul roztoku pro
Bradford assay a promichano. Desti¢ka byla inkubovana pii pokojové teploté 5
minut. Pomoci spektrofotometru byla méfena absorbance pii 595 nm.
Z naméfenych hodnot byl v programu Excel vypocitan pramér, vytvorena
kalibracni pfimka a z rovnice linedrni regresevypoctena koncentrace proteint

a prepocitana na objem vzorku.

3.2.2 Optimalizace digesce

Pro digesci proteini pited MS analyzou byly navrzeny 2 postupy: in solution digesce
S naslednym ptecisténim a digesce na zakladé FASP, kdy u obou metod byla riizna
délka inkubace s proteazami Lysinem C a Trypsinem. Z navrzenych postupti se po
zhodnoceni vysledki nakonec vybral nejvhodnéjsi. Pokud je v protokolu psano pies

noc (o/n), délka inkubace odpovida 18 hod.

In solution digesce
- Do mikrozkumavek bylo napipetovano 100 pg proteinti ze vzorku a pfidano 20
pl 25 mM DTT. Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 65 °C. Nasledné bylo
napipetovano 20 pl 65 mM IAA a vzorky se nachaly inkubovat 1 hodinu ve
tmé. Poté byly pfidany 2 pl protedzy Lys C a vzorky se nechaly inkubovat bud’
2 hodiny pii 37°C nebo ptes noc. Déle bylo ptidano 50 pl 0,1 ABC a 3 ul
proteazy Trypsinu, vzroky byly opét inkubovany pi#i 37 °C bud’ 3 dny, nebo 2
dny. Vzorky byly piecistény pomoci filtru Microcon 30 a néasledné byla méteny

koncentrace pomoci BCA assay.
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Digesce na zakladé pripravy vzorku za pomoci filtru

Digesce byla provedena na filtru Microcon YM-30 ve filtra¢ni mikrozkumavce
(obr. 8). Naneseny obsah 100 ul proteini s 200 pul 8M mocoviny v 0,1M
Tris/HCI (pH = 8,5, dale jen UA) byl centrifugovan pii 14 000 ¢
po dobu 15 minut. Nasledné bylo pfidano 200 ul UA
a mikrozkumavky byly opét stoCeny pii 14000 g 15 minut. Obsah
mikrozkumavky, ktery prosel pies filtr, byl vylit a bylo pfidano 100 ul 0,05M
jodacetamidu v UA. Mikrozkumavky se nechaly tfepat pii 600 rpm
V termomixeru po dobu 1 minuty a nasledné¢ inkubovat ve tm¢ 20 minut. Po
inkubaci byly mikrozkumavky sto¢eny pii 14 000 g 10 minut. Na filtr bylo
napipetovano 100 pl UA a mikrozkumavky byly centrifugovany pii 14 000 g 15
minut. Tento krok byl zopakovan dvakrat. Bylo pfidano 100 pl 0,05M roztoku
ABC a mikrozkumavky byly stoCeny pii 14 000 g po dobu 10 minut. Tento
krok byl zopakovan dvakrat. Nasledné¢ byly ptidany 2 upl Lysinu C
a vzorky byly inkubovény pii 37 °C bud’ 2 hodiny, nebo ptes noc. Po inkubaci
bylo ptfidano 40 upl 0,025M ABC s Trypsinem (vpoméru 1:100)
a mikrozkumavky byly tfepany v termomixeru 1 minutu pii 600 rpm. Filtry
byly pfeneseny do novych mikrozkumavek a inkubovany po dobu 48 hodin
nebo 24 hodin pii 37 °C. Mikrozkumavky byly sto¢eny pii 14 000 g 10 minut
a bylo pfidano 100 pl 0,05M ABC. Mikrozkumavky byly opét stoceny na 10
minut pii 14 000 g a byla spektrofotometricky zméfena absorbance peptida
metodou BCA pii 562 nm.

Obr. 8: Microcon-30kDa filtr v centrifuga¢ni zkumavce (ptevzato z www.merckmillipore.com)
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Precisténi peptidové smési

Pro piecisténi peptidové smési byly ptipraveny CI18 ,,Stage Tips“ (obr. 9).
Provedla se aktivace pfidanim 100 pl methanolu, mirozkumavky byly sto¢eny
pfi 3000 g po dobu 2 minut. Bylo pfidino 100 pl pufru A
a mikrozkumavky byly opét stoceny pii 3000 g po dobu 2 minut. Dale bylo
pfidano 100 pl pufru B, mikrozkumavky byly centrifugovany za stejnych
podminek jako v pfedchozim kroku. Nasledné¢ bylo piidano 15 pg vzorku
a mikrozkumavky byly opét stoCeny jako v ptredchozim kroku. Bylo pifiddno
100 pl pufru A a mikrozkumavky byly centrifugovany jako v predeslém kroku.
Spi¢ky byly piesunuty do nové mikrozkumavky a bylo p¥idano 100 pl pufru B,
mikrozkumavky byly stoceny pii 3000 g po dobu 2 minut a objem, ktery prosel
pres filtr, se nechal odpafit. Odparek byl rozpustén ve 150 ul 2% ACN, 0,1%
TFA, obsah byl pienesen do inzertu a analyzovdn pomoci hmotnostniho

analyzatoru Orbitrap.

T pipetovaci 3picka

| [~ mikrozkumavka Eppendorf

—+— (18 kolona

U - kapalina proZla kolonou

Obr. 9: Pfipravena ,,Stage Tips“ kolona pro piecisténi peptidové smési (pievzato a upraveno
z Spruijt et al. 2013).

3.2.3 Hmotnostni analyza na Orbitrapu Elite

Hmotnostni analyza byla provedena na ptistroji Orbitrap Elite (Thermo) spojeném

s iontovym zdrojem Proxeon Easy-Spray a chromatogramem Ultimate 3000 RSLC

nano. Na odsolovaci kolonu PepMap 100 (75 pm x 2 cm, 3 pm, velikost pori 100 A;

Thermo) zapojenou ,,in-line” s analytickou kolonou PepMap RSLC (75 um x 15 c¢m, 3

um, velikost portt 100 A; Thermo) vyhfivanou na 35 °C se nanasel 1 pl vzorku.

Separace peptidii probehla na analytické kolon¢ s linedrné rostoucim gradientem

organické faze z5 % na 35 % s celkovou délkou béhu 150 minut. Vodna faze byla
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voda s0,1% kyselinou mraven¢i a organicka faze acetonitril s 0,1% kyselinou
mravenci. Rozliseni orbitdlni  pasti  bylo nastaveno na 120000
a prekurzorové ionty byly skenovany v hmotnostnim rozsahu 300-1950 m/z. V kazdém
cyklu bylo vybrano dvacet nejintenzivnéjsich iontd pro fragmentaci kolizi indukovanou

disociaci a analyzovano v linearni pasti s kolizni energii 35 eV (Ozdian et al., 2016).

3.2.4 Zpracovani vysledkii z MS analyzy

Vysledna hmotnostni spektra byla zpracovana pomoci programu MaxQuant
v. 1.3.0.5 pouzivajici databdzi UniProt (aktudlni k4 _4 2013) omezenou na lidske
proteiny. Data byla nasledn¢ odeslana do softwaru Perseus 1.4.0, kde doslo
k identifikaci proteini pomoci vyhledavacich algoritmill. Ze tfech naméfenych hodnot
kazdého vzorku se stanovil primérny pocet identifikovanych peptidi a proteind,
Vv programu Microsoft Excel byly primérné hodnoty vyneseny do grafu se smérodatnou
odchylkou. Pomoci programu Venn diagram plotter 1.5 byly vizualizovany Vennovy
diagramy. Pro porovnani metod byly vyuzity identifikované proteiny. Proteinové
rodiny a konkrétni proteiny se identifikuji skladanim peptidi. K ur¢eni peptidu slouzi
uspésna identifikace MS/MS spekter (Ozdian et al., 2016). Pomoci Vennovych
diagramt byla uréena mira prekryvu identifikovanych proteinti
a pocet unikatnich proteint u jednotlivych metod. Z celkového poctu identifikovanych
proteinii se dale stanovil pocet proteinu Vv jednotlivych skupindch (keratiny, KAPs,
NKPs) a v programu Microsoft Excel byl vytvoien graf s podilem riznych proteini ve
vlasovém stvolu. Data z MS analyzy byla odeslana do softwaru Perseus 1.4.0, kde byla
pomoci hierarchického klastrovani a analyzy hlavnich komponent (Principal

komponent analysis; PCA) analyzovana podobnost mezi vzorky jednotlivych osob.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace protokolu pro zpracovani vlasu a pripravy vzorku
pro MS

Piedmétem prace bylo optimalizovat piipravu vzorku vlasu pro hmotnostné-
spektrometrickou analyzu, tzn. najit optimalni mnozstvi vlast pro efektivni extrakci
proteint, nejlépe vyhovujici slozeni extrakéniho pufru, délku inkubace a vhodnou
teplotu. Bylo tfeba zvolit zpusob pro homogenizaci vlasového stvolu a vhodné
organické rozpoustédlo k precipitaci proteint. Dalsi ¢asti byla optimalizace digesce,
bylo nutné vybrat nejlépe vyhovujici enzym, metodu a dobu pro $tépeni proteind.
Ptiprava proteinovych vzorkl byla provedena na zaklad¢ dvou pfistupt, a to
extrakci na bazi DTT (Lee et al., 2006) s naslednou modifikaci postupu. Déle byla
testovana dvoukrokova extrakce (Wong et al., 2016). Vyslednd koncentrace
extrahovanych proteinii byla porovnana a byl vybrdn nejefektivngj§i pfistup

u vybranych vzorki a ozna¢enim P a T.

4.1.1 Protokol podle Lee et al. 2006

V prvni Casti experimentu byla provedena extrakce proteinli na bazi DTT (Lee et al.

2006) a protokol byl postupné upravovan.

4.1.1.1 Piiprava vzorku dle parametri protokolu

Pro ptipravu vzorku bylo pouzito dle protokolu 40 mg vlast (cca 45-50 kust dle délky
vlasu). Ve vzorcich vlasu byla stanovena koncentrace proteini na zakladé kalibra¢ni
ptimky z rovnice linearni regrese po spektrofotometricém méfeni pomoci BSA assay

pfi 562 nm ve 3 opakovanich. Vysledné koncentrace shrnuje tabulka 3.
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Tab. 3: Vyslednd koncentrace proteinii stanovend spektrofotometricky pri 562 nm BCA
metodou. Vzorky byly pFipraveny ze 40 mg vlasii s extrakcnim pufrem obsahujicim 2% SDS, 25
mM DTT (Lee et al. 2006).

vzorek | mnozstvi (mg) extrakcni pufr inku:eal:lit(?in); precipitace | c (ug/ml) proteint
P 40 2% SDS; 25 mM DTT o/n; 65°C etOh 845.17
T 40 2% SDS; 25 mM DTT o/n; 65°C etOh 1101.75
J 40 2% SDS; 25 mM DTT o/n; 65°C etOh 444

4.1.1.2 Upravené parametry extrakéniho pufru — pridani SM UA

Pro ptipravu vzorku ze 40 mg vlasi je zapotfebi mit k dispozici cca 50 vlast 10 cm
délky. S cilem snizit mnozstvi materialu pro ptipravu vzorku a urychlit extrakci za
zvySené efektivity bylo v dalsim kroku upraveno mmnozstvi vlasi. Soucasné byly
navrzeny 4 postupy pro extrakci. Prvni vzorek byl piipraven za stejnych podminek jako
v pifedchozim kroku, ve druhém vzorku byla zkracena doba extrakce na 2 hodiny,
u tretiho vzorku byla do extrakéniho pufru pfidaina 8M mocovina (Namakura et al.
2002) a ctvrty vzorek se piipravil opét po 2 hodinach inkubace v lyza¢nim pufru

obohaceném o mocovinu (tab. 4).

Tab. 4: Vyslednd koncentrace proteinii stanovend spektrofotometricky pri 562 nm BCA

metodou. Vzorky byly pripraveny s upravenymi parametry protokolu ¢tyFmi rozdilnymi pristupy
(Lee et al., 2006).

vzorek m?;igs)tvi extrakcni pufr inkutbea:I(:’t(;nin); precipitace prﬁn:;z;tceg:glml)
P 12 2% SDS, 25 mM DTT o/n; 65 etOh 137.46
T 12 2% SDS, 25 mM DTT o/n; 65°C etOh 89.74
P 12 2% SDS, 25 mM DTT 120; 65°C etOh 101.26
T 12 2% SDS, 25 mM DTT 120; 65°C etOh 139.67
P 12 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C etOh 366.22
T 12 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C etOh 432.62
P 12 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA 120; 65°C etOh 362.9
T 12 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA 120; 65°C etOh 123.92
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4.1.1.3 Optimalizace sonikatoru

V dal$im kroku bylo tfeba upravit parametry homogenizace vzorku vlasu pomoci

sonikatoru s cilem efektivnéj$iho rozmélnéni vlasového stvolu (tab. 5)

Tab. 5: Optimalizace homogenizace vzorku vlasu pomoci sonikdtoru. Tucné vyznaceno nejlépe

vyhovujici nastaveni.

amplituda . puls on/ puls off .
(%) cas (s) (s) vysledek
50 120 0.5/0.5 prilis velka aplituda
50 60 1/1 prilis velka aplituda
25 60 0.5/0.5 prilis velka aplituda
10 60 0.5/0.5 mala aplituda -témér zadné rozmélnéni
15 60 0.5/0.5 mala aplituda - nedostatecné rozmélnéni
20 60 0.5/0.5 optimalni amrihtluda, krvatkvy clas -
nedostatecné rozmélneéni
20 120 0.5/0.5 optimalni nastaverrl - dostatecna
homogenizace

4.1.1.4 Uprava mnoZstvi materialu a precipitace acetonem

Dale bylo opét snizeno mnozstvi potiebnych vlasi pro pfipravu vzorku na 5 mg
a soucasné byl upraven i precipitani krok — k vysrdzeni proteini byl pouzit aceton.
Vysledna koncentrace byla stanovena pomoci BCA assay a vysledky byly porovnany
(tab. 6)

Tab. 6: Vyslednd koncentrace proteinii stanovena Spektrofotometricky pii 562 nm BCA
metodou. Vzorky byly pripraveny s upravenymi parametry protokolu (Lee et al., 2006),

precipitace byla provedena acetonem.

vzorek mnozstvi extrakcni pufr LTI precipitace  (ug/ m !,)
(mg) teplota proteinu
P 5 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C etOh 465.89
T 5 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C etOh 743.11
P 5 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C aceton 1077.66
T 5 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA o/n; 65°C aceton 1316.01
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4.1.1.5 Digesce trypsinem na zakladé FASP

Po dosazeni dostatecné koncentrace proteinii byla provedena digesce proteinii na

zakladé piipravy vzorky za pomoci filtru (FASP) s enzymem trypsinem pies noc.

Koncentrace peptidl byla stanovovana spektrofotometricky pomoci BCA assay pii 562

nm (tab. 7). V experimentu bylo pouzito pro srovnani vice riznych druht vlasa.

Tab. 7: Vysledna koncentrace peptidii stanovend spektrofotometricky p7i 562 nm BCA

metodou. Stépeni proteinii probéhlo na zdkladé metody FASP s trypsinem pres noc.

vzorek mrz;%gs)t el extrakcni pufr (miirr‘ml;;utbeapflita precipitace :)f-tfé :: 2 digesce cp‘::é?é)

p 5 ZTSTS?- Sélf/ls’u”/l'\" o/n, 65 °C aceton | 51933 | TRY | 86.66
T 5 ZTSTS?- Sélf/ls’u”/l'\" o/n, 65 °C aceton 417 TRY | 80.23
K 5 ZTSTS?- Sélf/ls’u”/l'\" o/n, 65 °C aceton | 269.67 | TRY 92.5
B 5 Z(VE)TSTDI_ Séf/ISU”;M o/n, 65 °C aceton 499 TRY -

J 5 ZTSTS?,- SéEASU”AM o/n, 65 °C aceton | 580.67 | TRY -

Vv 5 Z(T;_?_?SésﬂSUr;M o/n, 65 °C aceton 534 TRY 74.17
E 5 2%5D5, 25mM |, ec e aceton 73 TRY | 29.7

DTT; 8M UA

4.1.1.6 Uprava digesce

Digesce pomoci trypsinu nebyla dostate¢né u¢inna, proto se hledaly jiné efektivni

zpusoby pro Stépeni proteintl. Byly navrzeny dva postupy: prvni zpisob digesce byl

proveden v roztoku (in solution), druhy zptsob pomoci metody FASP, pfiemz se

V obou pfipadech enzym trypsin kombinoval s lysinem C (Saveliev et al. 2013; tab. 8).
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Tab. 8: Vysledna koncentrace peptidii stanovena spektrofotometricky pii 562 nm BCA metodo
a srovnani jednotlivych metod. Peptidy byly ziskany Stépenim proteinii in solution s lysinem C a

trypsinem a metodou FASP se stejnymi protézami jako u in solution metody.

¢ (ug/ml) peptidii in solution ¢ (ug/ml) peptida FASP
vzorek | € (ng/ml) | o/nLysC+48 | 2hodLysC+72 | 2hodLysC+48 | o/nLysC+ 24
proteint hod Try hod Try hod Try hod Try

P 312.17 480.2 232.2 329.6 189.6
T 417 368.2 389.2 117.6 374.6
J 276.33 569.2 397.2 235.6 308.6
Vv 179.67 523.2 369.2 206.6 335.6
B 233.83 435.2 351.2 361.6 381.6

Koncentrace peptidi po $tépeni v roztoku pies noc s lyseinem C a dalSich 48
hodin s trypsinem byla nejvyssi, proto byl tento zpisob oznacen jako nejefektivnéjsi.
Pii digesci v roztoku ma enzym lepsi pfistup k proteinim a $té€pi v celém objemu. Po
precisténi na filtru Microcon vSak hodnoty koncentrace Kklesly (tab. 9). Z praktického
hlediska byl vybran zptisob digesce pomoci FASP s lysinem C pfes noc a naslednych
$tépenim trypsinem 24 hod. Stepeni p¥imo na filtru pfedstavuje zejména tu vyhodu, Ze
dochazi soucasné k separaci peptidi od vysokomolekularnich latek, piedstavujicich

kontaminaci. Tento piistup byl tedy pouzit pro vSechny nadchazejici digesce.

Tab. 9: Vysledna koncentrace peptidii ziskanych Stépenim in solution po precisténi na filtru

Microcon. Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky p#i 562 nm BCA metodou.

vzorek o/n LysC + 48 hod Try 2 hod LysC + 72 hod Try
P 129.34 70.66
T 88.46 191.44
J 333.52 215.81
Vv 117.98 322.13
B 50.46 171.26

4.1.1.7 Zefektivnéni extrakce 6M TUA
Pro dalsi zvyseni efektivity extrakce proteini bylo na zaklad¢ inforamci z literatury

(Nakamura et al. 2002; Han et al. 2007; Venkatesh et al. 2015) upraveno slozeni

extrakéniho pufru pfidanim 6M thiomocoviny (tab. 10).

37



Tab. 10: Vysledna koncentrace peptidii stanovena spektrofotometricky pri 562 nm BCA

metodou. Vzorky byly pripraveny s upravenymi parametry protokolu (Lee et al., 2006),

S pridavkem 6M thiomocoviny.

(mnozstvi) _ inkubace . . . ¢ (ug/ml)
vzorek - extrakcni pufr (min) precipitace | digesce peptid
2% SDS; 25 mM
P 5 DTT: 8M UA o/n aceton LysC + Try 189.6
2% SDS; 25 mM
T 5 DTT: 8M UA o/n aceton LysC + Try 132.9
2% SDS; 25 mM
P 5 DTT; 8M UA; o/n aceton LysC+ Try 3238.6
6M TUA
2% SDS; 25 mM
T 5 DTT; 8M UA; o/n aceton LysC + Try 3965.4
6M TUA

Optimalizace protokolu dle Lee et al. 2006 je shrnuta na obrazku 10. Nejefektivné&jsi

postup extrakce proteint byl vyuzit pro ptipravu dalSich vzorkd pro rozsiteni databaze

profila (tab. 11).
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Obr. 10: Graf s vyvojem extrakéniho postupu podle protokolu Lee et al. 2006 u vybranych

vzorkt P, T a J. Koncentrace byly piepocitany na 5 mg vlasového materialu.
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Tab. 11: Vysledna koncentrace peptidii stanovena spektrofotometricky pii 562 nm BCA

metodou. Vzorky byly pripraveny optimalizovanym postupem pro extrakci a digesci protein.

.. inkub
vzorek | (mnoistvi) extrakéni pufr IMHIDACE | precipitace | digesce ¢ (ug/ml)
(min)
e min peptidt
o, . .
! > Z/ZiADfJ,AZ-SG:\n/lﬁuDATT’ o/n aceton | LysC+Try 2185.6
2% SDS; 2 M DTT;
Vv 5 /OSM Z’ASGI"\; TUA ’ O/n aceton Lysc + Try 4608.6
2% SDS; 2 M DTT;
L 5 % S;25m ’ o/n aceton LYSC + Try 2641.40

8M UA; 6M TUA

2% SDS; 25 mM DTT;
s > 8M UA; 6M TUA o/n aceton LysC + Try 6461.40

2% SDS; 25 mM DTT;

z 5 8M UA; 6M TUA o/n aceton LysC + Try 3017.40
Mj 5 Z‘V;iﬂDZ;AZ;SJ'\:l\;_IUD;T; o/n aceton LysC + Try 2358.40
Ip 5 Z‘V;iﬂDZ;AZ;SGr'\erUD:T; o/n aceton LysC + Try 6819.40
R 5 2% SDS; 25 mM DTT; o/n aceton | LysC+Try | 6748.40

8M UA; 6M TUA

4.1.2 Protokol podle Wong et al. 2016

Ve druhé ¢asti experimentu byly vzorky vlasi pripravovany tzv. dvoukrokovou
extrakci (Wong et al., 2016), proteiny byly §tépeny optimalizovanym piistupem pomoci

FASP s lysinem C pies noc a naslednych §tépenim trypsinem 24 hod.

Pro pfipravu vzorku bylo zachovano mnozstvi 5 mg, extrakéni pufr se lisil ve
slozeni, obsahoval 1%SDS; 0,2M NaOH; 0,01M EDTA. Vzorky byly inkubovany po
dobu 30 min, pti 90°C. Koncentrace proteint byla stanovovana Bradfordovou metodou
pii 595 nm (tab. 12).
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Tab. 12: Vysledna koncentrace peptidii stanovend spektrofotometricky pri 595 nm

Bradfordovou metodou.

¢ (ug/ml)
peptidd

vzorek mnozstvi extrakeni pufr |.nkubace precipitace c(p.g/-m I.)
(min); teplota proteinti

digesce
(mg) 8

1%SDS; 0.2M
P 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 327 LysC + Try 618.7
EDTA
1%SDS; 0.2M
T 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 318.5 LysC + Try 238.5
EDTA
1%SDS; 0.2M
B 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 281.5 LysC + Try 179.5
EDTA
1%SDS; 0.2M
\Y 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 213.5 LysC + Try 594.5
EDTA
1%SDS; 0.2M
E 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 136 LysC+Try | 156.75
EDTA
1%SDS; 0.2M
K 5 NaOH; 0.01M 30; 90°C aceton 228 LysC + Try 288.5
EDTA

Pouzité metody (optimalizovany protokol dle Lee et al. 2006 s upravenymi parametry
a postup dle Wong et al. 2016) byly srovnany ve vysledné koncentraci peptidi u
vybranych vzork (obr. 11). Na grafu mizeme vidét velky rozdil ve
stanovenych koncentracich, tudiz byla metoda podle Lee et al. 2006 na zaklad¢ téchto

® Lee et al., 2006
Wonget al.,, 2016
I
I
E K

Obr. 11: Srovnani vyslednych koncentraci peptidi u pouzitych metod - Lee et al. 2016 a

vysledkl povazovana na efektivné;si.
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Wong at al. 2016 znazornéno pomoci grafu se smérodatnou odchylkou.
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4.2 Vlasy oSetiené peroxidem vodiku

Soucasti experimentu bylo zjistit, zda ma barveni vlast vliv na vyslednou extrahovanou
koncentraci proteint ve vzorku. Vzorek vlasu, které nebyly nikdy barveny, byl po dobu
20 min inkubovan ve 4% peroxidu vodiku, kontrolou byly vlasy nebarvené.
Koncentrace proteint byla stanovovana pomoci BCA assay pii 562 nm (tab. 13).

Tab. 13:Vyslednd koncentrace peptidii stanovend spektrofotometricky pii 562 nm BCA
metodou. Srovndni vzorkii nikdy nebarvenych viasii oSetrenych v4%  peroxidu vodiku

s kontrolnimi vzorky.

vzorek extrakéni pufr ¢ (ug/.m !,) digesce ¢ (p.g/.mol )
proteint peptidl
0, . ()
B 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA + 4% 8723 LysC + Try 547
H202
0, . )
E 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA + 4% 389 8 LysC + Try 239.5
H202
B - kontrola 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA 751.5 LysC + Try 247.83
E - kontrola 2% SDS, 25 mM DTT; 8M UA 639 LysC+ Try 223.67

Podle téchto vysledkll nelze jednoznaéné urcit, jestli barveni vlast ovliviiuje obsazené
proteiny. Vysledky nejsou statisticky vyznamné, jelikoZz byl experimnet proveden jen
jednou, bez potiebného opakovani. Podle vyzkumu Fujii T. v8ak Gc¢inek peroxidu
vodiku vlasové proteiny ovliviiuje, zejména jejich rozpustnost. Po oSetfeni vzorkt
obsahujicich moc¢ovinu peroxidem vodiku nebo bélidlem byla podle jejich vysledki
solubilita proteini snizena (Fujii et al. 2012). Tato problematika by mohla byt soucasti
dalSiho zkoumdani vlasu z hlediska proteomiky, jelikoZz barveny vlas mulze byt

vyznamnym faktorem, ovliviiujici celkovou koncentraci extrahovanych proteind.

4.3 Analyza na hmotnostnim spektrometru Orbitrap Elite

Proteinové vzorky pro hmotnostni analyzu byly pfipraveny na zéklad¢ riznych piistupi
(viz kapitola Optimalizace ptipravy vzorku vlasu pro hmotnostné-spektrometrickou

analyzu). Pokud byla dosaZena dostate¢na koncentrace peptidi po enzymatickém
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Sté€peni (minimaln¢ 100 pug/ml), vzorky byly pieéistény a piipraveny pro MS analyzu,

kde byl pro kazdé méfeni pouzit 1 pg peptidové smési.

4.3.1 Pocet identifikovanych peptidi a proteint

Pro srovnani byly testovany vzorky pfipravené extrakci proteinii na bazi mocoviny
(modifikovany protokol Lee et al. 2006) a nasledny S$tépenim pomoci FASP
S trypsinem pies noc s proteinovymi vzorky pfipravenymi extrakci na bazi mocoviny
a thiomocoviny (modifikovany protokol Lee et al. 2006) a §tépenim protézami lysinem
C pfes noc a trypsinem 24 hod a se vzorky piipravenymi dle protokolu Wong et al.
2016. U vzorkli se posuzoval pocet identifikovanych peptidit (obr. 12) a nasledné
proteinti (obr. 13) ve tfech biologickych opakovanich.

400

350 T I

300

250 ~

200 ~ 1

150 ~

Pocet peptidll

100 -+

30 A

P T ] B v

Vzorek
HE8MUA; Try m8MUA; 6M TUA; Lys C+ Try  ® 1%SDS; 0.2M NaOH; 0.01M EDTA; LysC+ Try

Obr. 12: Pocet identifikovanych peptida u jednotlivych vzorkli v primérnych hodnotach ze ti
biologickych opakovani s vyznacenou smérodatnou odchylkou. Vzorky byly pfipraveny
extrakci proteini na bazi mocoviny (Lee et al. 2006) a nasledny St€penim proteinii pomoci
FASP s trypsinem pfes noc. Druhym zplisobem byly pfipraveny extrakci proteind na bazi
mocoviny a thiomocoviny (Lee et al. 2006) a Stépenim protézami lysinem C pfes noc
a trypsinem 24 hod, tfetim zptisobem byly vzorky pfipraveny dle protokolu Wong et al. 2016

s digesci lysinem C pies noc a trypsinem 24 hod.
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Obr. 13: Pocet identifikovanych proteind u jednotlivych vzorki v pramérnych hodnotach ze tii
biologickych opakovéni s vyznadenou smérodatnou odchylkou. Peptidové vzorky byly
pripraveny extrakci proteinti na bazi mocoviny (Lee et al. 2006) a nasledny §tépenim proteint
pomoci FASP s trypsinem pfes noc. Druhym zpisobem byly pfipraveny extrakci proteinti na
bazi mocoviny a thiomocoviny (Lee et al. 2006) a $tépenim protézami lysinem C pies noc
a trypsinem 24 hod, tfetim zptisobem byly vzorky pfipraveny dle protokolu Wong et al. 2016

s digesci lysinem C pfes noc a trypsinem 24 hod.

Na zékladé¢ téchto vysledkii byl pocet identifikovanych peptidi nejvyssi
u druhého zplsoby ptipravy vzorku, tedy extrakci proteini na bdzi mocoviny
a thiomocoviny (Lee et al. 2006) a §t€penim protézami lysinem C pfes noc a trypsinem
24 hod (347; 320; 331; 334; 279). Nejnizsi pocet peptidi byl ziskan piipravou vzorku
dle protokolu Wong el al. (112; 50; 81; 68; 47) V ptipadé proteini, stejné tak jako u
peptidli, je mozno pozorovat vyznamny rozdil mezi 1./3. a 2./3. postupem. Nejvice
identifikovanych proteinti poskytoval druhy zpisob piipravy vzorku (177; 159; 139;
171; 145), nejméné bylo nalezeno proteint u tietiho postupu (40; 29; 42; 37; 23).
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Pomoci Vennovych diagramii byla srovndna mira piekryvu identifikovanych
proteintt u vybranych vzorki po MS analyze na zakladé rtiznych pfistupt piipravy
vzorku vlasu (obr. 14). Kazdy vzorek byl méfen ve tiech biologickych opakovanich,
pficemz se celkovy pocet stanovoval z poctu proteinil, které se vyskytovaly alespoii

v jednom z replikata.

Vzorek J

Lee et al. 2006 (1)

Lee et al. 2006 (2)

Wong et al. 2016
\\b

Obr. 14: Vennovy diagramy znazorujici spole¢né a unikatni identifikované proteiny po MS

analyze u vzorkti P, T a J, které byly pfipraveny na zakladé riznych ptistupt. Lee et al. 2006
(1) - extrakce proteini na bazi mocoviny a nasledny S$tépenim proteintt pomoci FASP
s trypsinem pfes noc; Lee et al. 2006 (2) — extrakce proteinti na bazi mo¢oviny a thiomocoviny
a §tépenim protézami lysinem C pies noc a trypsinem 24 hod; Wong et al. 2016 — extrakce dle

protokolu a $tépenim protézami lysinem C pfes noc a trypsinem 24 hod.
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4.3.2 ldentifikované proteiny

Identifikované proteiny ve vybranych vzorcich byly rozdéleny do jednotlivych skupin
proteint (keratiny, KAPs a ostatni proteiny) a stanovil se jejich pocet. Na obr. 15 grafy
znazornuji podil skupin z celkového poctu proteini. Celkovy pocet se stanovil z poctu

proteint, které se vyskytovaly alespon v jednom z replikatti u vsech pouzitych metod.

vzorek P vzorek T vzorek J
keratiny
38 31 29
2
/ 4 e / W KAPs
133 94 105
ostatni
proteiny

Obr. 15: Grafy vybranych vzorki s distribuci riznych proteini ve vlasovém stvolu — keratiny,
KAPs a ostatni proteiny nekeratinového charakteru.

Nejvetsi zastoupeni vSech proteint maji proteiny nekeratinového ptivodu. Jedna
se piedevSim o NKPs, které jsou soucasti komplexu bunéénych membran
a epikutukuly.

Keratiny tvofi asi ¢tvrtinu celkového poctu identifikovanych proteinti. Pfitom
60 % z této Casti pfipada na keratiny 1. typu, z nichz polovinu tvoii kutikularni a druhou
polovinu cytoskeletalni keratiny. Zbylych 40 % je zastoupeno keratiny Il. typu se
stejnym pomeérem kutikuldrnich a cytoskeletalnich keratinti.

Zbylou ¢ast grafu zastupuji KAPs, kde se vétSinou jednalo o rodiny s vysokym
obsahem siry nebo glycinu/tyrosinu. Tabulka se seznamem identifikovanych proteint

u vzorku P je uveden v piiloze.

4.3.3 Analyza podobnosti vzorki osob

Po MS analyze vzorka vlast, které byly pfipraveny optimalizovanym postupem,

byla analyzovana mira podobnosti vzorku jednotlivych osob pomoci statistickych
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metod. Bylo vyuzito shlukové analyzy, konkrétn¢ hierarchického klastrovani (obr. 16)
a PCA (obr. 17).
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Obr. 16: Hiearchické klastrovani na zakladé¢ identifikovanych proteini u vzorkd ptipravenych

optimalizovanym postupem.
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Obr. 17: Analyza hlavnich komponent identifikovanych proteini u vzorkl pfipravenych
optimalizovanym postupem.
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5 Diskuze

Lidsky vlas je z proteomického hlediska dosud ne zcela objasnénou strukturou. Hlavni
pfi¢inou je velka mechanicka i chemickd odolnost vlasu, branici efektivni extrakci
proteinii. Déale nerozpustnost vlasovych proteind dana disulfidickymi mistky, tedy
kovalentnimi vazbami mezi dvéma atomy siry a kifizovymi vazbami. Jednou z pfi¢in
strohych informaci o vlasovém proteomu je také nedostatek popsanych metod pro
ptipravu vzorku k analyze nebo malo t¢innych metod.

Cilem této prace bylo vyvinout postup metody extrakce, solubilizace a digesce
proteint lidského vlasu pro MS analyzu. Piiprava vzorku byla provedena na zakladé¢
riznych pfistupt, pficemz byl nakonec vybran ten nejlépe vyhovujici. Byly
uskute¢nény dva experimenty — prvni postup byl proveden podle Lee et al. 2006, kde
byly jednotlivé kroky postupné upravovany, druhy postup vychazel z ¢lanku dle
Wonga et al. 2016 slibujici vysoky vytézek proteini. Bylo navrzeno nékolik ptistupt
pro $tépeni proteint liSici se provedenim, kombinaci enzymi a délkou inkubace.
Koncentrace extrahovanych proteini i ziskanych peptidi byla v kazdém kroku
pribézné stanovovana pomoci BCA assay pii 562 nm nebo Bradfordovou metodou pii
595 nm.

Po vyhodnoceni vSech ziskanych vysledkii mél nejlépe vyhovujici sloZeni
extrakéni pufr obsahujici 2% SDS v 0,1M fosfatovém pufru, pH 7,8; 25 mM DTT,; 8M
UA; 6M TUA, ve kterém se vlasy inkubovaly pies noc pii 65 °C. Rozpoustéci pufr
obsahoval 8M mocovinu a optimalni rozpusténi bylo za podminek 80 °C pii 600 rpm
30 min. Extrakéni, neboli lyza¢ni pufr by mél obsahovat chaotropni a redukéni €inidla,
nebo detergenty a amfolyty. Dithiotreitol (DTT) je velmi silné reduk¢ni Einidlo,
pouzivané k pteruSeni disulfidickych mustkd, které udrzuji tercialni a kvartérni
strukturu proteini. DDT vSak neni schopno rozruSit disulfidické mustky uvniti
molekuly, redukce proto musi probihat za ptitomnosti SDS, mocoviny a pii vyssi
teploté, tedy za tzv. denaturujicich podminek. Thimocovina, stejné tak jako mocovina
jsou chaotropni ¢inidla, ktera efektivné denaturuji proteiny a zvysuji jejich solubilitu
(Vana, Smarda 2004).

Nejvyhodnéjsim zplisobem digesce proteini pro tyto ucely bylo zvoleno Stépeni
proteinti pomoci FASP s lysinem C pfes noc a trypsinem 24 hod. Metoda FASP, tedy

ptiprava vzorku za pomoci filtru ma ¢étyfi zakladni kroky. Prvnim krokem je odstranéni
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nezadoucich nizkomolekularnich latek, pak redukce a alkylace, dalSimi kroky jsou
Stépeni proteinli a eluce peptidi. Vyhodou metody FASP je, ze béhem eluce peptidi
zustanou na filtru vysokomolekuldrni latky, které by mohly narusit naslednou MS
analyzu peptidid. Trypsin je nejpouzivanéjsi protéza v MS, diky své vysoké
proteolytické aktivité a specefité. Avsak stabilni proteiny, jako jsou keratiny, mohou
proteolyze odolavat a Stepeni pouze trypsinem je V tomto piipadé malo uc¢inné. Navic
cela fada Cinidel, ktera jsou vyuzita pii piipravé vzorku, inhibuji aktivitu trypsinu.
Resenim této situace je kombinace trypsimu s proteadzou lysinem C (Saveliev et al.
2013).

Efektivitu metody digesce vySe uvedenym zpusobem potvrdily i vysledky
z MS analyzy na Orbitrapu Elite, kde byl u optimalizované extrakce proteinti na bazi
mocoviny a thiomoc¢oviny nejvyssi pocet identifikovanych peptida i proteinii. Pomoci
Vennovych diagrami byla demonstrovana mira piekryvu identifikovanych proteini,
tedy spolecnych proteini u jednotlivych metod. Ve vzorku P byl pocet spole¢nych
proteini u analyzovanych metod 29, ve vzorku T 21 a 19 ve vzorku J. Za timto
relativné nizkym poétem spole¢né se vyskytujicich proteinti stoji nizky pocet
identifikovanych proteind u metody dle Wonga a jeho skupiny.

Déle byl podrobngji zkoumén vlasovy proteom z hlediska zastoupeni
jednotlivych skupin identifikovanych proteind, tedy keratinti, KAPs a NKPs. Podle
zvefejnénych vysledk studie vlasovych keratinmt Wonga a jeho skupiny bylo
z celkového poctu 60 identifikovanych proteinti 31 keratintl, jeden KAPs a zbyla ¢ast
pfipadala na ostatni proteiny nekeratinového pivodu (Wong et al. 2016). Na zakladé¢
proteinim. Divodem muze byt fakt, Ze zastoupeni jednotlivych skupin proteinil se
posuzovalo ze vsech proteind, vyskytujicich se alespon v jednom z replikatu a vSech
pouzitych metod. NKPs jsou soucasti komplexu bunéénych membran a epikutukuly
s nizkym obsahem cystinu (Cruz et al. 2016) — kadheriny, proteiny aktinovych
filament, proteiny s ATPasovou aktivitou, histony a zejména proteiny IF, zarucujici
mechanickou odolnost a stabilitu struktury. Mezi vyznamné proteiny, které byly
identifikovany, patii desminy, desmozomy a desmoplakiny. Desmoplakiny jsou
proteiny o velké molekulové hmotnosti (332 kDa), piedstavujici strukturalni slozkou
cytoskeletu, ktera hraje dilezitou roli pti adhezi keratinocytl (Young et al. 2006). Dale

laminy,  proteiny tvofici  hustou sit’ intermediarnich ~ filamentna  vnitinim
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povrchu bunééného jadra a neurifilamenta. Ze skupiny mikrotubul jsou to tubuliny,
dilezité proteiny cytoskeletu. Keratiny zastupovaly asi c¢tvrtinu celkového poctu
identifikovanych proteint, piiblizné 60 % z této ¢asti ptipadalo na keratiny I. typu, tedy
kyselé, z nichz polovinu tvofily kutikularni a druhou polovinu cytoskeletalni keratiny.
Zbylych 40 % bylo zastoupeno keratiny Il. typu, neutralnimi az bazickymi, se stejnym
pomérem kutikularnich a cytoskeletalnich keratint jako u I. typu. Proteiny ze skupiny
KAPs piipadaly na zbylou c¢ast celkového poctu, jelikoZz nomenklatura KAPs neni
poiad zcela jasna, jednalo se pravdépodobné o rodiny s vysokym obsahem siry nebo
glycinu/tyrosinu. Proteiny ze skupiny KAPs jsou dilezité pti zesitovani s IF, tvofenymi
keratiny, prosttednictvim disulfidickych vazeb a s né&jvétsi pravdépodobnosti se podili
na vlastnostech vlasu jako pevnost a rigidita (Gong et al. 2012).

Mira podobnosti jednotlivych vzorkti byla analyzovana hiearchickym
Klastrovanim a PCA na zakladé identifikovanych proteini u vzorkd pfipravenych
optimalizovanym postupem. Jedna se o vicerozmérné statistické metody, které slouzi
jako néstroj pro zpracovani a hlavné zjednodusenou vizualizaci velmi slozitych dat.
Hierarchického klastrovani poméaha tridit podobné jednotky, v nasem piipadé vzorky,
do shlukt neboli klastri. Metoda PCA pak vyuziva rozplytu hlavnich komponent.
Vystupy z téchto analyz vykazuji vysokou podobnost jednotlivych vzorkd. Tato
podobnost je logicka, protoze se analyzovaly pouze bélosské vlasy, znemoziuje vSak
zvazovanou forenzni analyzu. DalS$i optimalizace protokolu by méla vést k lepSimu
proteinovému pokryti a tim padem i ke zvySeni zachytu rozdilné exprimovanych
proteinll. Timto zvySenim poté dosdhneme kyZeného cile. Vzhledem k tomu, Ze
ptiprava vzorku byla optimalizovéna v této praci a hmotnostné spektrometricka detekce
vyuzivajici spektrometr Orbitrap je v soucCasnosti jednou z nejlepSich metod pro
analyzu proteinli, jsou moznosti dal$i optimalizace v podstaté jen dvé. Prvni je
pokracovat v optimalizaci pfipravy vzorkll a druhd moZnost je zlepSeni proteinového
vyhledavani, napiiklad pomoci opakované analyzy s exclusion Kritérii, nebo pomoci
dals$i optimalizace proteinové identifikace. MozZnosti optimalizace vzorkll jsou
omezené, protoze jiZz v tuto chvili se pro solubilizaci proteinli pouzivaji velmi drsné
podminky, proto bychom se v dalsi fazi zaméfili na bioinformatické vyhodnoceni
zméfenych dat, pfipadné na alternativni metody proteomické MS analyzy, které by
mohly zvysit pomér identifikovanych spekter, ktery je relativné nizky (Ozdian et al.,

2016).
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6 Zavér

V teoretické ¢ati diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe na téma dané
problematiky, byla popsana struktura lidského vlasu a vyuziti trichologického materialu
ve forenzni biologii. Do reSerSe byly dale mimo jiné zahrnuty doposud zjisténé
poznatky o proteomice vlast a byla navrhnuta hypotéza o vyuziti proteomické analyzy
vlasu ve forenzni praxi.

Na zaklad¢ informaci zdostupné literatury byl Vv experimentalni ¢&asti
optimalizovan postup piipravy vzorku pro proteomickou analyzu, zahrnujici volbu
vhodné metody pro extrakci proteint z vlasového stvolu, nejlépe vyhovujiciho enzymu
a zpusobu pro $tépeni proteint. Z nékolika navrhnutych ptistupti byl po vyhodnoceni
vysledku a srovnani metod vybran nejefektivné;si ptistup.

Po MS analyze na Orbitrapu Elite byly identifikované proteiny kvantifikovany,
byl stanoven jak pocet peptidd, tak proteint. Dale byla demonstrovana mira piekryvu
identifikovanych proteint, jednalo se o spolecné proteiny u jednotlivych metod.
Vlasovy proteom byl analyzovan i na zakladé zastoupeni jednotlivych skupin
identifikovanych proteintt ve vzorcich. Pomoci vicerozmérnych statistickych metod
byla analyzovéana mira podobnosti jednotlivych vzorkii.

Stanovene cile v avodu prace byly timto splnény, optimalizovany postup

ptipravy vzorku vlasu miiZe byt podkladem pro dalsi studie vlasového proteomu.
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SEZNAM ZKRATEK

AA
ABC
ACN
BCA
BSA
DNA
DTT
EDTA
FA
FASP
CHAPS
IAA
ICC

IF
KAPs
Lys C
R-ME
MS
NKPs
NSSNPs
nuDNA
PCA
SAPs
SDS
TFA
Tris
Try
TUA
UA

kyselina octova

hydrogenuhli¢itan amonny

acetonitril

bicinchoninic acid (kyselina bicinchoninova)

bovine serum albumine (hovézi sérovy albumin)
deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

ethylendiamintetraoctové kyselina

kyselina mravenci

Filter-Aided Sample Preparation (pfiprava vzorku za pomoci filtru)
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonéat
jodacetamid

international colourcode (mezinarodni kod pro barvu)
intermedialni filamenta

proteiny asociované s keratinem

lysin C

beta-merkaptoetanol

hmotnostni spektrometrie

proteiny nekeratinovych oblasti

nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismi
jaderna DNA

Principal component analysis (analyza hlavnich komponent)
polymorfismi jednotlivych aminokyselin

dodecylsiran sodny

kyselina trifluoroctova

tris(hydroxymethyl)aminomethan

trypsin

thiomocovina

mocovina
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PRILOHY

I. Seznam identifikovanych proteinii u vzorku P

Nazev genu Nazev proteinu

PNKD Probable hydrolase PNKD

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
TMF1 TATA element modulatory factor

ABLIM3 Actin-binding LIM protein 3

GGH Gamma-glutamyl hydrolase

KRT14 Keratin, type | cytoskeletal 14
MEMOZ1;C2orf4 Protein MEMO1

KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
DSG4 Desmoglein-4

TRIM29 Tripartite motif-containing protein 29
ATP5A1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
SFN 14-3-3 protein sigma

DSP;DSP variant protein

Desmoplakin

KRT32

Keratin, type | cuticular Ha2

OoTuB2

Ubiquitin thioesterase OTUB2

LAP3

Cytosol aminopeptidase

58




Nazev genu

Nazev proteinu

ANXAL Annexin;Annexin Al
CSTB Cystatin-B
ARL8B;ARL8A ADP-ribosylation factor-like protein 8B;ADP-ribosylation factor-like protein 8A

EEF1A1L14;PTI-1;EEF1AL,EEF1A2

Elongation factor 1-alpha;Putative elongation factor 1-alpha-like 3;Elongation factor 1-alpha 1;Elongation factor 1-alpha 2

KRT81

Keratin, type Il cuticular Hb1

CRYAB

Alpha-crystallin B chain

H3F3B;H3F3A;HIST2H3A;HIST3H3

Histone H3;Histone H3.2;Histone H3.1t;Histone H3.3;Histone H3.1;Histone H3.3C

ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial

NFKB1 Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit;Nuclear factor NF-kappa-B p50 subunit
KIAA2026 Uncharacterized protein KIAA2026

KRT82;KRTHB2 Keratin, type Il cuticular Hb2

KRT36 Keratin, type | cuticular Ha6

HNRPAL;HNRNPAL;HNRNPA1L2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like 2

KRTAP7-1 Keratin-associated protein 7-1

UBTF Nucleolar transcription factor 1

KRT35 Keratin, type | cuticular Ha5

KRT6A Keratin, type Il cytoskeletal 6A

KRTAP24-1 Keratin-associated protein 24-1

LAMP2 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2

PTCD1;ATP5J2;,ATP5J2-PTCD1

ATP synthase subunit f, mitochondrial

KRT76

Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral

HSPB1 Heat shock protein beta-1
S100A3 Protein S100-A3
KRT19 Keratin, type | cytoskeletal 19

TUBB2A;TUBB2B;DKFZp566F223

Tubulin beta-2A chain;Tubulin beta-2B chain
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Nazev genu

Nazev proteinu

LMNA Lamin-B1;Lamin-B2;Prelamin-A/C;Lamin-A/C

PPP2CA:PPP2CB i((e);i(;]ril]threonine-protein phosphatase;Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform;Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta
EPS15 Epidermal growth factor receptor substrate 15

RPS18 40S ribosomal protein S18

LYG2 Lysozyme g-like protein 2

PFN1 Profilin-1

CJo12 Uncharacterized protein C100rf12

APOB Apolipoprotein B-100;Apolipoprotein B-48

GPNMB Transmembrane glycoprotein NMB

NPAS1 Neuronal PAS domain-containing protein 1

C1QBP Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial
DNAJB6 DnaJ homolog subfamily B member 6

YPEL5 Protein yippee-like 5

KRT83 Keratin, type Il cuticular Hb3

FHOD1 - FH1/FH2

FH1/FH2 domain-containing protein 1

PPIA

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Cs

Citrate synthase;Citrate synthase, mitochondrial

FABPS

Fatty acid-binding protein, epidermal

HNRNPH2;HNRNPH1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2

NEU2 Sialidase-2

BTK Tyrosine-protein kinase BTK

FAM26D Protein FAM26D

H2AFY Histone H2A;Core histone macro-H2A.1

DCC Netrin receptor DCC

MDH2 Malate dehydrogenase;Malate dehydrogenase, mitochondrial
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Nazev genu

Nazev proteinu

MUC19 Mucin-19
TGM3 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E;Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E 50 kDa catalytic chain
TUBA1C;TUBA1B;TUBA1A Tubulin alpha-1C chain;Tubulin alpha-1A chain;Tubulin alpha-1B chain

HIST1H4H;HIST1H4A;HIST1H4L

Histone H4

AIM1

Absent in melanoma 1 protein

DSC3 Desmocollin-3

KAT5 Histone acetyltransferase KAT5

S100A14 Protein S100-A14

HEPHL1 Hephaestin-like protein 1

HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial

KRT34 Keratin, type | cuticular Ha4

LDHA L-lactate dehydrogenase A chain;L-lactate dehydrogenase
KRT31 Keratin, type | cuticular Hal

KRT38 Keratin, type | cuticular Ha8;Keratin, type | cuticular Ha7
KIAA1109 Uncharacterized protein KIAA1109

KRT33B Keratin, type | cuticular Ha3-Il

RNF39;HCGV RING finger protein 39

RRP15 RRP15-like protein

DKFZp686M148;CSRP1

Cysteine and glycine-rich protein 1

PKP3 Plakophilin-3
TUBA1C;TUBA1B;TUBA1A; TUBA3E | Tubulin alpha-1C chain;Tubulin alpha-1B chain;Tubulin alpha-1A chain;Tubulin alpha-3C/D chain;Tubulin alpha-3E chain
DUSP14 Dual specificity protein phosphatase 14

HIST1H2BL;HIST1H2BM;HIST1H2BN

Histone H2B type 1-L;Histone H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F

YWHAZ

14-3-3 protein zeta/delta

OASL

2-5-oligoadenylate synthase-like protein
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Nazev genu

Nazev proteinu

KRT33A

Keratin, type | cuticular Ha3-I

RPSA;LAMR1P15;RPSAPS58

40S ribosomal protein SA

ALB

Serum albumin

MYO18A;hCG_27198

Unconventional myosin-XVllla

KRTAP19-5 Keratin-associated protein 19-5

CTNNB1 Catenin beta-1

KRT85 Keratin, type Il cuticular Hb5

ANXA2P2 Annexin;Annexin A2;Putative annexin A2-like protein

EIF4A2;EIF4A1

Eukaryotic initiation factor 4A-I;Eukaryotic initiation factor 4A-I|

GRM2 Metabotropic glutamate receptor 2

PLCD1;DKFZp686K101 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase delta-1
LGALS7 Galectin-7

RPLP1 60S acidic ribosomal protein P1

HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2

KRT75 Keratin, type Il cytoskeletal 75

PS1TP5BP1;ACTG1;ACTB;ACTAL Actin, cytoplasmic 2;Actin, cytoplasmic 2, N-terminally processed;Actin, cytoplasmic 1;Actin, cytoplasmic 1, N-terminally processed
JUP Junction plakoglobin

KRT4 Keratin, type Il cytoskeletal 4

ANXA2;ANXA2P2 Annexin A2;Annexin;Putative annexin A2-like protein

KRT5 Keratin, type Il cytoskeletal 5

RPL11 60S ribosomal protein L11

KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1

MRPS28 28S ribosomal protein S28, mitochondrial

LRRC15 Leucine-rich repeat-containing protein 15

NEB Nebulin
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Nazev genu

Nazev proteinu

KRT80 Keratin, type Il cytoskeletal 80

UFM1 Ubiquitin-fold modifier 1

HRSP12 Ribonuclease UK114

KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9

ATP5B ATP synthase subunit beta;ATP synthase subunit beta, mitochondrial
KRT13 Keratin, type | cytoskeletal 13

UBB;RPS27A;UBC;UBA52;UbC

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40;Ubiquitin;60S ribosomal protein L40;Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a

SLC25A6;SLC25A5;SLC25A4

ADP/ATP translocase 3;ADP/ATP translocase 2;ADP/ATP translocase 1;ADP/ATP translocase 4

KRT39

Keratin, type | cytoskeletal 39

TXNRD1 Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic

LMNA Prelamin-A/C;Lamin-A/C

PMVK Phosphomevalonate kinase

LDHB L-lactate dehydrogenase;L-lactate dehydrogenase B chain
LAMP1 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1

GDPD3 Glycerophosphodiester phosphodiesterase domain-containing protein 3
NPC1 Niemann-Pick C1 protein

SELENBP1 Selenium-binding protein 1

PDCD5 Programmed cell death protein 5

GBP1 Interferon-induced guanylate-binding protein 1

KRT86 Keratin, type Il cuticular Hb6

KRT38 Keratin, type | cuticular Ha8

SLC25A3 Phosphate carrier protein, mitochondrial

STOML2 Stomatin-like protein 2, mitochondrial

CALML3 Calmodulin-like protein 3

HNRNPH3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3
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Nazev genu

Nazev proteinu

HADHA

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial;Long-chain enoyl-CoA hydratase;Long chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase

HISTIH1C;HISTIH1E;HIST1H1D

Histone H1.2;Histone H1.4;Histone H1.3

PKP1

Plakophilin-1

KRT6B Keratin, type Il cytoskeletal 6B;Keratin, type Il cytoskeletal 6C

BLMH Bleomycin hydrolase

DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X

VDAC?2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2

VSIG8 V-set and immunoglobulin domain-containing protein 8

VDAC1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1

KRT81 Keratin, type Il cuticular Hb6;Keratin, type Il cuticular Hb3;Keratin, type Il cuticular Hb1;Keratin-81-like protein KRT121P
LGALS3 Galectin-3

ATP5A1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial;ATP synthase subunit alpha
KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10

CSNK1A1 Casein kinase | isoform alpha

KRT16 Keratin, type | cytoskeletal 16

FABP4;PMP2 Fatty acid-binding protein, adipocyte;Myelin P2 protein

PLP2 Proteolipid protein 2

KRT86 Keratin, type Il cuticular Hb6;Keratin, type Il cuticular Hb1

RPS2;0K/KNS-cl.7;rps2

40S ribosomal protein S2

HNRNPHZ1;HNRNPF

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H; N-terminally processed;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F

KRT17 Keratin, type | cytoskeletal 17

PDCD6 Programmed cell death protein 6

MAGT1 Magnesium transporter protein 1

KRTAP13-2 Keratin-associated protein 13-1;Keratin-associated protein 13-2

HIST1H2AJ;HIST1H2AH;H2AFJ

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A;Histone H2A.J;Histone H2A type 2-C;Histone H2A type 1-C;Histone H2A type 3
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Nazev proteinu

SERPINB13 Serpin B13

PLD3 Phospholipase D3

GBP2 Interferon-induced guanylate-binding protein 2

TXN Thioredoxin

LOXHD1 Lipoxygenase homology domain-containing protein 1

TUBB2C;TUBB4B;TUBB4A Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain

GDI2;GDI1 Rab GDP dissociation inhibitor beta;Rab GDP dissociation inhibitor alpha

PPP1CB;PPP1CA Serine/threonine-protein phosphatase;Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit;Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit
TUBB Tubulin beta chain

XDH Xanthine dehydrogenase/oxidase;Xanthine dehydrogenase;Xanthine oxidase
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