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Abstrakt

Teoretickd cast predkladané diplomové prace pojednava o amyloiddze, vzacném
onemocnéni, charakterizovaném ukladanim patologickych proteint ve tkanich ve formé
amyloidu, které vede k poskozeni a selhani organti. Dale poskytuje ptehled o riiznych
typech amyloidozy, laboratornich metodach prukazu amyloidu ajeho typizaci.
Pro adekvatni 1éCbu je zapotiebi urCit typ abundantniho amyloidniho fibrilarniho
proteinu tvoficiho amyloidni depozita, nejCastéji pomoci imunohistochemie, nebo
proteomické analyzy. Pro ulely prukazu atypizace amyloidu se odebiraji vzorky
z postizenych organd, jejichz tkanové fezy se fixuji formalinem a zalévaji parafinem
(FFPE), nebo z bfisni tukové tkané, ktera obsahuje depozita systémového amyloidu.
Pokud jsou vzorky odebirany z tukové tkané, je pacientim pied aspiraci tkané injek¢éné
aplikovano lokalni anestetikum mesocain. Nicméné toto 1é¢ivo kontaminuje vzorek
a pti proteomické analyze zpusobuje pokles intenzity peptidovych signali v Case své
eluce.

Experimentalni ¢ast této prace se zameéfuje na hledani vhodného protokolu pro
zpracovani proteomickych vzorkl tukové tkané, ktery by odstranil externi kontaminaci
mesocainem. Za timto ucelem byly testovany ¢tyfi protokoly: ,,in StageTip*“ protokol —
protokol pro Stépeni proteini ve Spi¢ce (iST), protokol s proteinovou precipitaci
acetonem s naslednym zpracovanim pomoci iST protokolu (A-iST), ,,single-pot, solid-
phase-enhanced sample preparation protokol — protokol pro Stépeni proteinu
na paramagnetickych kulickach (SP3) a filter-aided sample preparation® protokol —
protokol pro Sté€peni proteini na filtru (FASP) na modelovych vzorcich plasmy
s klesajicim mnozstvim mesocainu. VSechny testované protokoly vykazovaly
srovnatelné a reprodukovatelné vysledky pro pét sledovanych parametrii: procentualni
peptidovy vytézek, pocCet identifikovanych proteini a peptidi, primémé sekvencni
pokryti proteind arelativni distribuce peptidi s vynechanymi S$t€pnymi misty
po enzymovém Stépeni. Nicméné zadny =z testovanych protokold nezajistil uplné
odstranéni mesocainu ze vzorku.
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CILE PRACE
Teoreticka ¢ast

e Studium odborné literatury o metodach typizace amyloidnich depozit.

e Sepsani teoretické ¢asti diplomové prace.
Prakticka cast

e Osvojeni si zakladnich pracovnich postupti pro zpracovani proteomickych vzorku.
e LC-MS analyza.
e Zpracovani dat a interpretace vysledkd.

e Sepsani praktické Casti diplomové prace.



1 UVOD

Amyloidoza je vzacné onemocnéni (Canneti et al., 2020) zpusobené produkci
patologickych proteint a jejich naslednym ukladanim ve tkanich ve formé amyloidnich
depozit, coz nasledné vede k poskozeni tkani a organt, az k selhani organt (Pinney &
Hawkins, 2012). Existuje celkem 42 typu amyloidéz, které jsou typizovany podle
abundantniho amyloidniho fibrilarniho proteinu tvoficiho amyloidni depozita.

Amyloid6zy mohou byt lokalizované, nebo systémové (Buxbaum et al., 2022).

Lécba raznych typt amyloidoz se zna¢né lisi, proto je nutné pro volbu spravného
1éCebného postupu urcit typ abundantniho amyloidniho fibrilarniho proteinu, ktery tvori
amyloidni depozita (Desport et al., 2012; Pika et al., 2017, Teng et al., 2020). Pro tcely
diagnostiky se provadi biopsie postizeného organu, nebo v pfipadé systémovych
amyloiddz biopsie biisni tukové tkan€ (Dogan et al., 2017; Benson et al., 2022). V ptipadé
prokazani amyloidnich depozit pomoci specifického barveni Kongo Cerveni se nasledné
provadi typizace amyloidnich depozit nejCastéji imunohistochemickymi nebo
proteomickymi postupy (Benson et al., 2022). Proteomicka typizace amyloidnich depozit
spociva v extrakci proteini z tkanovych vzorkl, §tépeni proteini enzymy a finalnim
precisténi peptidi pro LC-MS analyzu s cilem urcit nejabundantnéjsi amyloidni fibrilarni

protein ve vzorku (Holub et al., 2019).

Na samotnou LC-MS analyzu mohou mit vliv kontaminanty (interni, externi,
biologické), které se mohou dostat do vzorku (Cornes, 2016; Dogan, 2017; Varnavides
etal., 2022). Pfi odbéru tukové tkan€ hrozi kontaminace externi, napf. pouzitymi
lokalnimi anestetiky (Benson et al., 2022), a biologicka, napt. kontaminace vzorku krvi
(Dogan, 2017). Kontaminanty mohou mit vliv na extrakci proteint, $t€peni proteinu,
precisténi peptidd a naionizaci peptidi (Furey et al., 2013; Varnavides et al., 2022).
V prabéhu LC-MS analyzy mohou zptisobovat zvySeni, nebo sniZeni intenzity signalu
pro peptidy v Case eluce kontaminanty (Furey et al., 2013). Pro pfipravu vzorku na LC-
MS analyzu jsou tedy naprosto klicové kroky pro precisténi. V ramci bottom-up
proteomiky existuje cela fada postupt pro zpracovani vzorku, avSak neexistuje zadny
univerzalni postup pro odstranéni kontaminace ze vzorku (Varnavides et al., 2022).
Prikladem kontaminanty, ktera snizuje intenzitu signalu peptidi béhem LC-MS analyzy
je mesocain (diethyl-[2-0x0-2-(2,4,6-trimethylanilino)ethyl]azanium;chlorid). Jedna se
o lokalni anestetikum pouzivané v klinické praxi pro znecitlivéni mista pro odbér tukové
tkané. Biopticky vzorek tukové tkané tedy obsahuje i mesocain, jehoz obsah ve vzorku
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se muze liSit mezi jednotlivymi pacientskymi vzorky. Pokles intenzit signalu pro
analyzované peptidy béhem LC-MS analyzy tukové tkané se projevuje v Case eluce

mesocainu.

Cilem této diplomové prace bylo najit vhodny postup pro odstranéni nebo snizeni
obsahu mesocainu ve vzorku tukové tkan€, aby beéhem LC-MS analyzy nedochazelo ke

snizeni intenzity signalu pro analyzované peptidy v Case eluce mesocainu.

Béhem biopsie tukové tkané je odebrano pomérné malé mnozstvi nativni tkané
piiblizné 5-40 mg a pocet vzorku zaslanych k diagnostice se rocn€ pohybuje okolo deseti.
Mnozstvi tukové tkané, ktera by mohla byt vyuzita pro testovani jednotlivych protokold,
je omezené. Obsah mesocainu se navic mize mezi jednotlivymi vzorky lisit. Z téchto
divodu byly pro testovani jednotlivych protokoltl ptipraveny modelové vzorky plazmy

o ruzné koncentraci mesocainu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Amyloidézy

Amyloidozy predstavuji riznorodou skupinu onemocnéni, pro které je charakteristické
ukladani patologicky poskladaného amyloidniho proteinu do extracelularniho prostoru
v tkéni a organu. v pfipadé systémové amyloidozy dochazi k ukladani amyloidnich
depozit na riznych mistech v téle, kdezto u lokalizované amyloidoézy dochazi k jejich
ukladani v urCitém konkrétnim organu. Amyloidni depozita mohou tvofit rizné typy
amyloidnich proteini. Na zakladé slozeni amyloidnich depozit bylo dosud popsano
celkem 42 typt amyloidoz (Buxbaum et al., 2022). Amyloidozy jsou pomémé vzacnou
skupinou onemocnéni. Celosvétoveé postihuji 1z 10 000 obyvatel. Napt. v Narodnim
centru pro amyloidozu ve Spojeném kralovstvi bylo evidovano 2 000 klinickych vzorka

mezi lety 2013-2020 (Canneti et al., 2020).

2.1.1 Charakteristika amyloidu

Amyloid je proteinovy agregat s fibrilarni strukturou, ktery je nerozpustny, odolava
proteolyze a v organismu se ukladd do mezibunécného prostoru (Pika et al., 2017).
Hromadéni amyloidnich fibril v organismu muize vést k naruSeni funkce, poskozeni
az k iplnému selhani organli, ve kterych se amyloidni depozita nachazeji (Pinney
& Hawkins, 2012). Amyloidni depozita mohou v organismu vznikat z nemutovanych,

nebo z mutovanych proteint (Buxbaum et al., 2022).

Amyloid je slozeny z amyloidnich fibril v paralelnim uspotadani (Benson et al., 2020).
Amyloidni fibrily maji délku 1-3 pm a primér 100-200 A (Fitzpatrick et al., 2013).
Jednotlivé fibrily jsou sloZeny z protofilamentt sestavajicich z nékolika vrstev proteint
v antiparalelnim uspotfadani v konformaci B-skladaného listu (Obr. 1) (Benson et al.,

2020).

Amyloid je tvofen jednim ze 42 amyloidnich fibrilarnich proteinti. Kromé amyloidnich
fibrilarnich proteinii amyloid obsahuje dalSi proteiny (Buxbaum et al., 2022). Jedna
se o tzv. s amyloidem spojené proteiny. Radi se zde P-komponenta sérového amyloidu
(SAP), apolipoprotein A-IV (apoAlV) a apolipoprotein E (apoE), které jsou soucasti
,universalniho molekularniho amyloidového podpisu“ (Dasari et al.,, 2020). Dale
se mohou v amyloidnich depozitech vyskytovat proteoglykan heparansulfat (Benson

et al., 2020) a apolipoprotein A-I (ApoAl) (Vrana et al., 2014). Tyto proteiny mohou hrat
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Obr. 1: Na obrazku vlevo pofizeném pomoci transmisni elektronové mikroskopie je zachycena
a zIlut¢ vyznacena amyloidni fibrila (méfitko 50 nm). Na prostfednim obrazku je detailni
pohled na strukturu amyloidni fibrily. Na obrazku vpravo jsou zobrazeny protofilamenty
sloZzené zjednotlivych vrstev proteini v antiparalelnim usporfadani v konformaci
B-skladan¢ho listu. Pievzato od Fitzpatrick et al., 2013.

roli v patogenezi amyloidoz (Benson et al., 2020). Napt. SAP je protein s vysokou
afinitou k amyloidnim fibrildm (Emdin et al., 2023). Jeho vazba na amyloidni fibrily
je zavisla navapenatych iontech a je reverzibilni. SAP pravdépodobné inhibuje
proteolytickou degradaci amyloidnich fibril, ale mechanismus je zatim neznamy (Benson
et al., 2020). Soucasti amyloidnich depozit nachazejicich se v tukové tkani mize byt
i apolipoprotein A-I (ApoAl). ApoAl se nezafazuje mezi s amyloidem spojené proteiny,

protoze se jedna o béznou soucast zdravé tukové tkané (Vrana et al., 2014).

Ke vzniku amyloidu v organismu muze dochazet v disledku naruseni proteostazy, coz
vede k hromadéni patologicky slozenych proteini v konformaci [-skladaného listu
a jejich nasledné agregaci (Klaips et al., 2018; Benson et al., 2020). Proces agregace
ma 3 faze (Obr. 2). V prvni lag fazi dochazi ke shlukovani proteini v konformaci
-skladaného listu, coz vede ke vzniku oligomerd, které se dale mohou §ifit v organismu.
Ve druhé rastové fazi se oligomery spojuji a tvoii protofilamenty a filamenty. Ve tieti
fazi plato se rast a vznik novych protofilamentt a filamentt zastavi v dasledku ubytku

rozpusténych proteint se §patnou prostorovou orientaci (Stroo et al., 2017).



Oznaceni amyloid se v mediciné a v chemii pouziva odlisné (Benson et al., 2020).
V medicin€ jsou pojmem amyloid oznaCovana pouze patologicka depozita, ktera maji
charakteristickou mikroskopickou strukturu a po obarveni Kongo cerveni vykazuji
v polarizovaném svétle dvojlom projevujici se zelenym, cervenym, nebo Zzlutym
zbarvenim (Desport et al., 2012; Benson et al., 2020). V chemii pojem amyloid oznacuje
jakékoliv proteiny a proteinové fibrily v konformaci B-skladaného listu bez ohledu
na jejich druh a ptivod. Nékdy se v literatufe pouziva pro oznaceni amyloidu pojem plak.
Jedna se o literaturu tykajici se Alzheimerovy choroby, kde se pojem plak pouziva
k oznaceni malych extracelularnich AP depozit Sificich se v cerebralnim kortexu. Toto
oznacCeni je chybné, protoze pojem plak oznacuje plochou strukturu, coz neodpovida

globularni struktufe AP depozit (Benson et al., 2020).

Lze se také setkat s pomem funk¢ni amyloid, ktery oznacuje nepatologické proteiny
s fibrilarni  strukturou v konformaci B-skladaného listu, které se bézné vyskytuji
v organismu. Konformace B-skladaného listu je kli¢ova pro jejich tlohu v organismu
(Benson et al., 2020). Funkéni amyloidy mohou v organismu plnit mnoho funkci (napf.
stavebni a skladovaci funkce), pficemz nékteré funkéni amyloidy mohou plnit vice funkci

zarovel (Otzen & Riek, 2019). Stavebni funkci zajistuji pfenaSece pro malé

Lag faze Faze rastu Faze platé

c——

Agregace

Obr. 2: Proces agregace amyloidnich proteini probiha ve tfech fazich. V uvodni lag fazi vznikaji
oligomery z proteinu v konformaci B-skladaného listu. V druhé rustové fazi vznikaji
protofilamenty a filamenty. V posledni plato fazi dochazi k zastaveni rtistu protofilamenti
a filamenti. Pfevzato od Stroo et al., 2017.



molekuly (napf. melanocytarni protein (p-mel)), slozky bakterialnich biofilmi a jinych
struktur vyskytujicich se u bakterii (napt. hydrofobiny u bakterii rodu Streptomyces)
(Otzen & Riek, 2019), vlaknitych hub (napt. hydrofobin EAS houby Neurospora crassa)
a hmyzu (napft. slozky hedvabi) (Buxbaum et al., 2022). Amyloidni struktura nékterych
peptidi/proteini muze slouzit jako jejich skladovaci forma v organismu. Jedna se napft.
o peptidové hormony v sekrecnich granulich u savca (Otzen & Riek, 2019), mezi které
patii napf. prolaktin, ristovy hormon, B-endorfin, adrenokortikotropni hormon, insulin,
kalcitonin, atrialni natriureticky faktor, hormon uvoliiujici kortikotropin a somatostatin

(Maji et al., 2009).

2.1.2 Nazvoslovi amyloidéz

Jednotlivé typy amyloidoz se od sebe lisi proteinovym slozenim amyloidd, proto jejich
nazvy obsahuji protein, ze kterého je amyloid nejvice tvoren. Vzdy je nejprve uveden
nazev kazdého amyloidniho proteinu, za kterym nésleduje oznafeni onemocnéni —
amyloidéza. Nazev kazdého amyloidniho fibrilarniho proteinu za¢ina oznacenim protein
a (A), kekterému je pfipojeno oznaceni specifického proteinu — napf.:
AL (L — imunoglobulinové lehké fetézce — ,,immunoglobulin light chains*) nebo ATTR
(TTR - transthyretin). Pro bliz§i specifikaci se pouziva pfipona wt, nebo v,
napi.. ATTRwt nebo ATTRv (wt = nativni, nemutovany typ proteinu —, wild type";
v = varianta — ,,variant®). Pfipona v miZze byt nahrazena oznaenim specifické mutace,
napi.. ATTRV30M. Pocet aminokyselinovych residui by mél byt uvadén u zralych
proteintl, tj. bez zapoteni aminokyselinovych residui v signalni sekvenci. Cislovani
prekurzoru obsahujiciho i signalni sekvenci je mozné uvadét pouze v zavorce za nazvem
s poCtem aminokyselinovych residui zralého proteinu — napt.. TTRV3OM (p.
TTRV50M). Ve vyjimecnych piipadech je mozné nahradit pfiponu v ptredponou h (h=
dédicny — hereditary”) napf.. hATTR misto ATTRv, avSak nejednd se o nazev

doporuc¢eny Mezinarodni komisi pro nazvoslovi amyloidéz (Benson et al., 2020).



2.1.3 Typy amyloidéz

Celkové bylo do dnesniho dne popsano 42 typi amyloidéz podle abundantniho
amyloidniho fibrilarniho proteinu tvotficiho amyloidni depozita (Tab. 1) (Buxbaum et al.,
2022). Nejcasteji se vyskytuje AL lambda, AL kappa, ATTR a amyloid6za odvozena od
sérového amyloidu A (AA) (Ravichandran et al., 2020; Buxbaum et al., 2022).

Tab. 1: Amyloidni fibrilami proteiny a jejich prekurzory u clovéka. Prevzato a upraveno podle
Buxbaum et al., 2022.

Fibrilarni Prekurzorovy Systétmova  (S), Ziskana(Z), Cilov¢ organy
protein protein lokalizovana (L), vrozena (V)
nebo iatrogenni (I) amyloidoza
amyloidoza
AL Imunoglobulinovy S, L Z,V Vsechny organy,
lehky fetézec krome¢ centralni
nervove soustavy
(CNS)
AH Imunoglobulinovy S, L Z Vsechny organy
tézky retézec krom¢ CNS
AA (Apo) Sérovy S 7,V Vsechny organy
amyloid A kromé CNS
ATTR Transthyretin, S Z Srdce hlavné u muzi,
nativni plice, vazy
Transthyretin, S v Periferni nervova
varianty soustava (PNS),

autonomni  nervova
soustava (ANS),
srdce, oko, ledviny

ABM B2-mikroglobulin, S Z Muskuloskeletalni
nativni systém
B2-mikroglobulin, S \" ANS, jazyk, srdce
varianty

AApoAl Apolipoprotein A1, S v Srdce, jatra, ledviny,
varianty PNS, testis, larynx

(C terminalni
varianty), kaze
(C terminalni
varianty)

AApoAll Apolipoprotein I, S v Ledviny
varianty

AApoAIV Apolipoprotein S Z Ledviny medulla
A 1V, nativni a systémova

amyloidoza

AApoCII Apolipoprotein C S v Ledviny
I, varianty

AApoCIll Apolipoprotein C S v Ledviny
I, varianty

AGel Gelsolin, varianty S v Ledviny, PNS,

rohovka




Tab. 1: Amyloidni fibrilami proteiny a jejich prekurzory u Clovéka (pokracovani). Prevzato
a upraveno podle Buxbaum et al., 2022.

Fibrilarni Prekurzorovy Systétmova  (S), Ziskana (Z), Cilové organy
protein protein lokalizovana (L), vrozena (V)
nebo iatrogenni (I) amyloidoza
amyloiddza
ALys Lysozym C S v Ledviny
varianty
ALECT2 Leukocytami S zZ Ledviny, primamé
chemotakticky
faktor 2
AFib Fibrinogen a S v Ledviny, primameé
varianty
ACys Cystatin C, S \Y% PNS, kaze
varianty
ABri ABri protein, S \Y% CNS
varianty
ADan” ADan  protein, L \Y CNS
varianty
AP AP protein, L Z CNS
nativni
AP protein, L v CNS
varianty
AoSyn a-synuklein L Z CNS
ATau Tau L Z CNS
APrP Prionovy protein, L Z Creutzfeldt-
nativni Jakobova  choroba
(CJD), fatalni
insomnie
Prionovy protein, L \Y% CID, Gerstmann-
varianty Straussler-Scheinker
syndrom, fatalni
insomnie
ATMEM106 TMEMI106B L Z Onemocnéni
B frontotemporalni
lobarni degenerace
ACal (Pro)kalcitonin L Z C-bunky nadoru
§titn¢ zlazy
S Z Ledviny
AIAPP Amylin L Z Langerhansovy
ostravky, insulinom
AANP Atrialni L Z Srdecni sin
natriureticky
peptid
APro Prolaktin L Z Hypofyzami
prolaktinemie,
starnouci hypofyza
ASom (Pro)somatostatin L Z Somatostatinom
AGluc Glukagon L Z Glukagonom
APTH Parathyroidni L Z Nadory piistitnych
hormon télisek, starnouci
pristitna téliska
Alns Insulin L Z latrogenni,  lokalni
injekce




Tab. 1: Amyloidni fibrilami proteiny a jejich prekurzory u ¢lovéka (pokracovdni). Prevzato
a upraveno podle Buxbaum et al., 2022.

Fibrilarni Prekurzorovy Systétmova  (S), Ziskana (Z), Cilové organy
protein protein lokalizovana (L), vrozena (V)
nebo iatrogenni (I) amyloidoza
amyloidoza
AEnf Enfuvirtid L Z latrogenni,  lokalni
injekce
AGLP1 Glukagonu L I latrogenni,  lokalni
podobny peptid 1 injekce
AIL1RAP Antagonista L latrogenni,  lokalni
receptoru pro injekce
interleukin-1
ASPCT Plicni L Z Plice
surfaktantovy
protein C
ACor Korneodesmosin L Z Zrohovaté¢lé epitely,
vlasové folikuly
AMed Laktadherin L Z Senilni aorta,
(MFG-EB) elastické tepny
AKer Keratoepithelin L Z Rohovka, vrozena
Alac Laktoferin L Z Rohovka
AOAAP Odontogenni L Z Odontogenni nadory
ameloblasticky
protein
ASeml Semenogelin 1 L Z Vesicula seminalis
ACatk* Katepsin K L Z Spojeny s nadory
AEFEMP1!  EGF-containing L Z Zily, spojené

fibulin-like
extracellular
matrix protein 1
(EFEMP1)

se starnutim

* ADan je produktem stejného genu jako ABri.
T Nebylo ovéfeno analyzou aminokyselinové sekvence.

1 Je potfebné stanovit tiplnou aminokyselinovou sekvenci.



2.1.3.1 AL amyloidéza

Nejcastejsim typem amyloidozy je AL amyloidoza (Ravichandran et al., 2020). Je typicka
amyloidnimi depozity tvofenymi imunoglobulinovymi lehkymi fetézci (Ig LC)
se Spatnou konformaci, nebo jejich fragmenty. Ig LC jsou produkovany populaci
klonélnich plazmatickych bunék (Desport et al., 2012; Pika et al., 2017). VétSinou
se jedna o systémové onemocnéni, kdy se amyloidni depozita mohou ukladat v celém
organismu kromé centralni nervové soustavy (CNS), ojedinéle muze byt AL amylodoza
lokalizovana. Systémova AL amyloid6za nej¢astéji postihuje ledviny, srdce, dale je Casto
zasazen gastrointestinalni trakt, méné Casto periferni nervy, jazyk, jatra, slezina, plice,
kize aexokrinni zlazy. Lokalizovana AL amyloidoza nejCast€ji postihuje mocovy
meéchyt, mocCové cesty, tracheobronchialni systém, plice, hrtan, o¢ni kouli a kazi. Typy
symptomu a jejich zavaznost u AL amyloiddzy zavisi na lokalizaci depozit (Obr. 3).
U lokalizovanych AL amyloidéz byvaji zpravidla mirnéjsi ptiznaky, které jsou dobte
l1éCitelné. U systémovych amyloidoz byvaji pfiznaky zavaznéj§i az zivot ohrozujici
a je volena agresivni 1écba. Mezi bézné symptomy AL amyloidéz patii celkova télesna
slabost (astenie) a dusnost. AL amyloidoza nejCastéji postihuje starSi populaci —
prumérny vek pfi stanoveni diagnozy je 65 let (Desport et al., 2012). Primérma délka
doziti u pacientd s AL amyloidozou se zvysila z 18 mésich (pted r. 2005) az na 5 let
(r. 2019), nicméné i piesto je pfedCasnd mortalita stale vysokd (Ravichandran et al.,

2020).

2.1.3.2 ATTR amyloidéza

Druhym  nejzastoupengjSim  typem  amyloidozy je ATTR  amyloidoza
(Ravichandran et al., 2020). V ptipadé ATTR amyloidozy dochazi k agregaci defektniho
TTR se Spatnym prostorovym uspotradanim, ktery tvofi amyloidni depozita. TTR
je transportni protein pro vitamin A a thyroxin vyskytujici se v plazmé a mozkomisnim
moku. Strukturné se jedna o tetramer slozeny ze dvou dimerd sestavajicich ze Ctyft
oligomert. K agregaci TTR dochazi v pfipadé, Ze je tetramer nestabilni a dojde
k disociaci jednotlivych oligomerd, které vytvareji amyloidni depozita. ATTR
amyloidoza muize byt bud dédicna, anebo tzv. senilni (Teng et al., 2020). Udédicné
amyloidozy je v jatrech v disledku genové mutace produkovan mutovany TTR, ktery
je nachylny k agregaci. Existuje mnozstvi mutaci TTR, znichz jsou nejcastéjsi

ATTRV1221, ATTRV30M a ATTRT60A. Vyskyt jednotlivych typd mutaci je ovlivnén
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Obr. 3: Mezi projevy systémové AL amyloidozy patfi makroglosie s lateralnim hiebinkovanim
jazyka (A), oboustranna periorbitalni purpura (B), pseudoatleticky vzhled sekundarné
zpusobeny difuzni svalovou infiltraci (C), objemna hepatomegalie zpiisobena jaterni
amyloidozou (D), difuzni oboustranné intersticialni plicni onemocnéni (E), zvétSeni
podcelistni zlazy (F). Mezi projevy lokalizované AL amyloiddzy se fadi nodularni
amyloidoza spojivek (G) alaryngealni supragloticka amyloidni bulka (H). Pfevzato
od Desport et al., 2012.

i geografickou lokalitou. Naopak u stafeckého typu ATTR amyloidézy (ATTR-wt) jsou

amyloidni depozita tvorena nativnim TTR, ktery zaujima nespravnou prostorovou

konformaci v disledku narusené proteostazy ve stafi. Dédicna forma amyloidozy
se projevuje ve veku 30-80 let, kdezto ATTR-wt se projevuje u starSich lidi (65 let a vice)

a Castéji postihuje muze (Teng et al., 2020). Senilni typ ATTR amyloidézy se v populaci

vyskytuje Castéji, nez jeji dédi¢na forma (Ravichandran et al., 2020). ATTR amyloidéza

nejCastéji postihuje srdce, periferni nervovou soustavu (PNS) a autonomni nervovou

soustavu (ANS). Dale mohou byt zasazeny ledviny a gastrointestinalni trakt. Klinické
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projevy ATTR amyloidozy jsou nespecifické aneurcité. ATTR kardiomyopatie
se projevuje dusnosti, unavou, bolesti hlavy a perifernimi otoky, coz jsou typické projevy
srdeCniho selhani. DalSimi pfiznaky, které mohou provazet ATTR amyloidozu, jsou
fibrilace sini, synkopa, onemocnéni pfevodniho systému srde¢niho, cévni mozkova
piihoda, periferni neuropatie, autonomni dysfunkce, poruchy funkce stiev a mocového
meéchyfie (Teng et al., 2020). U pacientt s dédicnym typem ATTR amyloidézy je median
preziti 11,61 let pro nelécenou skupinu a 24,73 let pro skupinu po transplantaci jater.
U skupiny pacientt, u které byl pouzit 1€k tafamidis nebyl median pfeziti stanoven,
nicméné bylo prokazano, ze 1écba tafamidinem snizila riziko umrti 0 91 % oproti nelécené
skupin€ a 0 63 % oproti skupin€ po transplantaci jater (Coelho et al., 2018). U pacientd
s ATTR-wt amyloidézou je median preziti od stanoveni diagnozy 46,69 mésicti. Median
Casu od nastupu pfiznakt do stanoveni diagnozy je 0,8 roku (Connors et al., 2016).

Nejcastejsi pri¢inou umrti na ATTR amyloidozu je kardiomyopatie (Teng et al., 2020).

2.1.3.3 AA amyloidéza

Ttetim nejcastéj§im typem amyloidozy je AA amyloidoza (Ravichandran et al., 2020).
U AA amyloidéz jsou amyloidni depozita tvorena sérovym amyloidem A (SAA). SAA
je apolipoprotein spojeny s lipoproteinem s vysokou hustotou (HDL — | High-density
lipoprotein®), ktery patii do skupiny nespecifickych reaktantti akutni faze zanétu. SAA
v organismu zajistuje transport HDL do jater, chemotaxi imunitnich bunék do mista
zanétu a indukci enzymu degradujicich extracelularni matrix. Biosyntéza SAA probiha
v jatrech aje regulovana prozanétlivymi cytokiny (tumor nekrotizujici faktor,
interleukin 1 a interleukin 6) (Pika et al., 2017). Hladiny SAA se ulidi pohybuji
od 1 do 3 000 mg-1"!'. Dlouhodobé& zvysené hladiny SAA u &asti pacientti vedou k rozvoji
amyloidézy (Simons etal., 2013). SAA amyloidoza se vyskytuje u pacientd s chronickym
zanétem provazejicim chronickd autoimunitni onemocnéni (revmatoidni artritis,
Bechtérevova choroba, nespecifické stfevni zanéty), chronicka infekéni onemocnéni
(osteomyelitida, tuberkuldza) a autoinflamatorni stavy (napf. familidrni stfedozemni
horCeka), ale maze provazet i nadorova onemocnéni (Castlemanova choroba, lymfomy).
Tento typ amyloidozy muze postihovat cely organismus kromé CNS. Nejcastéji jsou
zasazeny ledviny, slezina a nadledviny, naopak srdce je zasazené vyjimecné. Zasazeni
ledvin se muze projevovat proteinurii, nefrotickym syndromem a riznym stupném
renalni nedostateCnosti. Zasazeni sleziny a nadledvin je obvykle bez pfiznaku (Pika et al.

2017). Celosvétové tvoii AA amyloidoza 40 % viech amyloidoz. V Ceské republice
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sejedna o 4-7 % vsech potvrzenych piipadi amyloidoz (Pika et al., 2017). Béhem
poslednich let podle Narodniho centra pro amyloidézu ve Spojeném kralovstvi pocet
pacienti s AA amyloidozou klesl z 13 % vSech amyloidoz (pfed r. 2010) na 3 % (r. 2016—
2019). Tento pokles je zpusobeny diky ucinné [é¢bé onemocnéni, které provazi chronicky
zanét (Ravichandran et al., 2020). Median pteziti u pacienti s AA amyloidoézou je 11,9

let (Palladini et al., 2017).

2.1.3.4 Iatrogenni amyloidoza

Amyloidni depozita mohou vzniknout lokalné také v dusledku dlouhodobé 1écby 1éky
proteinové, polypeptidové, nebo peptidové povahy (tj. rizné hormony, analogy hormont,
monoklonalni protilatky), které jsou injek¢né aplikované do podkozi. Takové amyloidozy
nazyvame iatrogenni (Dogan, 2017). Radi se zde napi. amyloidéza odvozena od insulinu
vzacné se vyskytujici u pacienti s diabetem mellitu 1. typu. Amyloidni depozita jsou
v tomto pifipadé tvofena insulinem, ktery si pacienti aplikuji injekéné do podkozi,
a vyskytuji se v misté opakované aplikace insulinu. Kromé zvySené rezistence vuci
podavanému insulinu v dusledku snizené difuze do mista ureni pfes amyloidni masu

nezpusobuje pacientim zadné dalsi komplikace (Vrana et al., 2014).

2.1.4 Lécba amyloidoz

Lécba amyloidoz se lisi v zavislosti na konkrétnim typu amyloidniho proteinu, tvoticiho
amyloidni depozita, proto je pro volbu vhodné 1é¢by nezbytna spravna diagnostika. Napf.
1écba AA amyloidozy spociva ve snizovani hladin SAA v cirkulaci a kontrole zanétu
(Pikaetal., 2017). Pti 1écbé AL amyloidéz se vyuzivaji léky a pristupy vedouci ke snizeni
hladiny Ig LC se Spatnou konformaci v cirkulaci. Jedna se o chemoterapii a rizné postupy
vyuzivané pii lécb€é mnohocetného myelomu a lymfoproliferativnich onemocnéni
(Desport et al., 2012). U lécby ATTR amyloidézy jsou pouzivany léky pro inhibici
genové exprese TTR s patologickou konformaci (napf. patisiran) a stabilizaci tetrameru
TTR (napi. tafamidis). Pfi 1écbé tohoto typu amyloidozy se muze pristoupit
i k transplantaci jater, kterd jsou zdrojem produkce patologického TTR, nebo

ke kombinované transplantaci jater i srdce (Teng et al., 2020).

Bézna lécba amyloiddéz spocivad v inhibici produkce amyloidniho proteinu
a v zabranéni ukladani amyloidu v téle, ale neovliviiuje jiz vznikla amyloidni depozita,
ktera maji vliv nafunkci organd, ve kterych se nachazeji. Proto byla vyvinuta

protilatkova 1écba podporujici degradaci amyloidnich depozit, ktera je zatim ve fazi
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klinickych studii. Pro 1écbu se pouzivaji protilatky — imunoglobuliny typu G (IgG).
U 1écby AL amyloidoézy se pouzivaji IgG specifické pro lidské plazmatické buiky, které
se vazi na konkrétni typ povrchového antigenu na plazmatickych buikach (napt. CD 38),
coz nasledné vede k indukci apoptdzy plazmatickych bunék. U 1écby ATTR amyloidozy
se pouzivaji IgG specifické pro linearni epitop EFPVA, ktery je typicky pro amyloidni
depozita u ATTR amyloidozy a pro patologicky slozeny TTR. Vazba IgG na epitop
EFPVA vede k indukci fagocytézy amyloidnich depozit a nespravné slozeného TTR.
U vSech typu systémovych amyloidoz lze pouzit i IgG specifické pro SAP, protoze
se SAP vyskytuje ve vSech typech amyloidi. Vazba anti-SAP protilatek na SAP vede
k indukei fagocytdzy, coz vede k destabilizaci amyloidnich depozit (Emdin et al., 2023).
Pii 1écbé anti-SAP byla pozorovana redukce amyloidnich depozit v jatrech, ledvinach

a dalsich organech (Richards et al., 2015).

2.2 Laboratorni diagnostika amyloido6z

Pro ucely laboratorni diagnostiky amyloiddz je nutna biopsie tkané zasazeného organu.
V piipad€ systémovych amyloid6z se nejprve provadi biopsie bii$ni tukové tkanég, tkané
drobnych slinnych zlaz, gastrointestinalniho traktu, nebo kostni dfené€ (Dogan et al., 2017;
Benson et al., 2022). Odbér biisni tukové tkané probiha v lokalni anestezii pomoci tlusté
punk¢ni jehly (Benson et al., 2022). Jako lokalni anestetikum se bézné v klinické praxi
pouziva mesocain (diethyl-[2-0x0-2-(2,4,6-trimethylanilino)ethyl]azanium;chlorid).
Jedna se o malou molekulu s molekulovou hmotnosti 284,82 g - mol™! (National Center

for Biotechnology Information, 2024).

Biopticky vzorek tkané odebrany z vySetfovaného organu se pied analyzou fixuje
formalinem a zaléva se parafinem (FFPE). Nativni vzorek tukové tkané se po odbéru
zamrazuje (Dogan et al., 2017). V tukové tkani a FFPE vzorcich je zapottebi prokazat
pfitomnost amyloidu pomoci specifického barveni Kongo Cerveni (Dogan et al., 2017),
nebo Saturnovou Cerveni (Ortowska et al., 2019). V ptipad€ pozitivniho nalezu se provadi
LC-MS nebo imunohistochemickd typizace amyloidniho prekurzorového proteinu

(Benson et al., 2022; Dogan et al., 2017).
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2.2.1 Prukaz amyloidu

Amyloid lze ve vzorku identifikovat mikroskopicky. Amyloidni depozita maji pod
mikroskopem amorfni strukturu (Desport et al., 2012). K prukazu amyloidu se provadi
selektivni barveni amyloidnich depozit Kongo Cerveni (Obr. 4 (a)) (Desport et al., 2012),
nebo Saturnovou cerveni (Ortowska et al., 2019). Obarvena depozita vykazuji
v polarizovaném svétle charakteristicky dvojlom projevujici se jablkové zelenym
(Obr. 4 (b)) (Desport et al., 2012; Orlowska et al., 2019), Cervenym, piipadné zlutym
zbarvenim v zavislosti na typu tkané a orientaci amyloidnich fibril (Desport et al., 2012).
Mikroskopicky nalez je zapotiebi fadné zaznamenat, aby se predeslo chybné interpretaci

ziskanych vysledkt (Desport et al., 2012; Benson et al., 2020).

2.2.2 Typizace amyloidu

Pro ucely typizace amyloidniho prekurzorového proteinu lze vyuzit rizné metody.
Nejcastéji se pouziva imunohistochemicka typizice (Benson et al., 2022) nebo
proteomicka typizce pomoci LC-MS analyzy (Canneti et al., 2020). Méné Ccasto
se pouziva imunoelektronova mikroskopie, western blot a ELISA metoda (Benson et al.,
2022). Sekvenacni techniky se v klinické praxi nepouzivaji, protoze jsou zdlouhavé,

finan¢né nakladné a vyzaduji velké mnozstvi zmrazené tkané (v jednotkach mg) (Rezk

et al., 2019; Canneti et al., 2020).

Obr. 4: K prukazu amyloidu v tkanovém fezu se pouziva barveni pomoci Kongo cervene.
Amyloidni depozita se barvi ¢erven¢ (a) a v polarizacnim mikroskopu sviti jablkove zelené
diky charakteristickému dvojlomu (b). Pfevzato od Bajpai, 2018.
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2.2.2.1 Imunohistochemicka typizace

Imunohistochemicka typizace (Obr. 5) amyloidnich fibrilarnich proteint je zaloZena
na pouziti protilatek specifickych pro konkrétni amyloidni protein (Benson et al., 2022).
Pouzité protilatky jsou pro ucely vizualizace znaené enzymem (Benson et al., 2022),
nebo fluorochromem v pfipadé imunofluorescencni typizace (Pika et al., 2017).
U protilatek znaCenych enzymem se pro vizualizaci pouziva enzymova reakce, pfi niz
dochazi k pfeméné rozpustné bezbarvé formy barviva nabarevnou srazeninu
(Katikireddy & O’Sullivan, 2011). Pro ucely imunohistochemické typizace se pouziva
barvivo 3, 3’-diaminobenzidin (Benson et al., 2022), které je substratem kifenové
peroxidasy (Katikireddy & O’Sullivan, 2011) (HRP; EC 1.11.1.7) (Kyoto University
Bioinformatics Center, b. r.;). Pro imunihistochemickou typizaci lze pouzit jak zmrazené
vzorky, tak FFPE vzorky (Benson et al., 2022), kdezto pro imunofluorescencni typizaci

se pouzivaji pouze zmrazené vzorky (Pika et al., 2017).

Imunohistochemicka typizace amyloidnich proteini je dostupna, na vybaveni
nenarocna a relativné levnad metoda, jejiz vysledky lze pfimo vyhodnotit. AvSak pro
spravnou diagnostiku je potfebné pouziti specifickych protilatek, které se vazou
i na proteiny se Spatnou prostorovou orientaci a agregované proteiny. To muze byt
problém piti pouziti komercné dostupnych protilatek, které nemusi byt primarné vyvinuty
pro ucely typizace amyloidu (Benson et al., 2022). Navic proti nékterym typum

amyloidnich proteind nemusi byt dostupné komeréni protilatky (Dogan, 2017). Proto

Obr. 5: Pro typizaci amyloidnich depozit se¢ pouziva imunohistochemické barveni. Priklad
pozitivniho imunohistochemického barveni stény cév pro amyloidni depozita
AA-amyloiddzy je uveden na obrazku. Prevzato od Olmos-Martinez et al., 2017.

16



si nékteré laboratore pripravuji své vlastni protilatky proti proteinim izolovanym
z amyloidnich depozit, nebo proti syntetickym peptidim, které strukturné odpovidaji
doménam proteinti v amyloidnich fibrilach. Nicméné pouziti vlastnich protilatek mize
byt v akreditované laboratofi problematické (Benson et al., 2022). Imunohistochemickou
typizaci muze komplikovat obarveni pozadi kvili kontaminaci sérem, nebo ztrata epitopti
v dasledku vzniku vazeb mezi proteiny po fixaci formalinem v pfipadé FFPE vzorku

(Dogan, 2017).

Nevyhodou této metody je omezeni typizace pouze na nami hledané amyloidni
proteiny a rtizna uspésnost typizace u odliSnych typa amyloidoz. Imunohistochemicka
typizace amyloidnich depozit se provadi pouze ve specializovanych centrech, protoze
je nutna urcita zkuSenost pro vyhodnocovani vysledki (Dogan, 2017; Benson et al.,

2022).

2.2.2.2 Proteomicka typizace

Pro ucely proteomické typizace amyloidnich depozit se pouziva LC-MS analyza, béhem
které se identifikuji vSechny proteiny obsazené ve vzorku — tzv. , shotgun proteomika“.
Pro tento typ typizace se pouziva FFPE, nebo tukova tkan. Pfed samotnou analyzou jsou
z FFPE tkané po obarveni Kongo Cerveni pomoci laserové mikrodisekce vyfiznuty
oblasti, ve kterych se nachazi amyloidni depozita. Vyftiznuté oblasti jsou nasledné
analyzovany LC-MS. U bfisni tukové tkané se neprovadi barveni Kongo cerveni

ani laserova mikrodisekce (Obr. 6) (Sethi et al., 2012; Vrana et al., 2014).

Z pripravenych vzorkd se nejprve extrahuji proteiny, které jsou nasledné enzymové
roz§tépeny na peptidy — nejcastéji se pouziva enzym trypsin (Varnavides et al., 2022)
(EC: 3.4.21.4) (SIB Swiss Institute of Bioinformatics, b. r.), pfipadn€é smeés trypsinu
a lysozymu C (Varnavides et al., 2022) (Lys-C, EC 3.4.21.50) (Sigma-Aldrich, c2014).
Trypsin je serinova proteasa, ktera Stépi proteiny specificky na C-konci za argininem
a lysinem (pokud neni nasledujici aminokyselinou prolin) za vzniku peptidi o pfiblizné
velikosti 700-1 500 Da (Promega, c2023). Lys-C je serinova proteasa, ktera Stépi
proteiny specificky za lysinem (a to i v pfipad¢, ze je néasledujici aminokyselinou prolin)

(Thermo Fisher Scientific Inc., c2006-2023; Sigma-Aldrich, c2014).
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Obr. 6: Pro proteomickou typizaci amyloidnich depozit se nejprve odebira vzorek tkané
ze zasazen¢ho organu. Nasledn¢ se tkan fixuje formalinem a zaléva se do parafinovych
blockt. Poté se provadi morfologicky prikaz amyloidu pomoci barveni Kongo cerveni.
Obarven¢ oblasti obsahujici amyloidni depozita se vyfiznou pomoci laserové
mikrodisekce. Vzorek se dale zpracovava pro LC-MS analyzu a ziskana data jsou nasledné
analyzovana. Pfi odbéru vzorku tukové tkang se fixace, morfologicky prikaz ani laserova
mikrodisekce neprovadi. Vzorek tukové tkané se rovnou zpracovava pro LC-MS analyzu.
Vytvoreno pomoci BioRender.com.

Vzniklé tryptické peptidy se nasledné separuji pomoci LC na zakladé hydrofobnich
vlastnosti za pouziti gradientu mobilnich fazi. Nasleduje detekce pomoci MS.
Pro MS detekeci je zapotiebi ziskat nabité peptidy, k cemuz slouzi ionizace elektrosprejem
(EST - Electrospray Ionization). Ionizované peptidy vstupuji do hmotnostniho
spektrometru. Béhem tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) jsou v MS skenu
meétfeny hodnoty poméru hmotnosti iontu ku jeho naboji (m/z) a jejich intenzita (Dogan,
2017). Nasleduje fragmentace deseti nejintenzivng€jSich prekurzorovych iontd (Holub et
al., 2019) pomoci kolizniho plynu — nejcasteji se pouziva helium. V MS/MS skenu se
méti hodnoty m/z pro vzniklé fragmenty a jejich intenzita, ¢imz se ziskaji fragmentacni
spektra vybranych prekurzorovych iontd (Dogan, 2017). Kazdy trypticky peptid
z lidského proteomu ma své charakteristické fragmentacni spektrum (Dogan, 2017), coz
muze byt vyuzito pro identifikaci prekurzorovych proteini z experimentalné ziskanych

fragmentacnich spekter (Dasari et al., 2020). K prikazu amyloidnich prekurzorovych
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proteinii se experimentalné ziskana fragmentaCni spektra porovnavaji s teoretickymi
fragmentanimi spektry v databazi (napt. Sequest, X!, Tandem, Mascot) (Dasari et al.,
2020), ktera obsahuje sekvence proteinl z lidského proteomu ze SwissProt databaze,
znamé varianty lidskych imunoglobulinovych domén, znamé mutace amyloidnich
fibrilarnich proteinti ziskanych z literatury a bézné kontaminanty (Holub et al., 2019). Pro
odhaleni falesné identifikovanych proteint se do databaze nahrava i reverzni sekvence
proteint. Identifikované proteiny, u kterych byl identifikovan alespori jeden unikatni
peptid a alesponi pét naméfenych fragmentacnich spekter, mohou byt pouzity pro tcely
diagnostiky (Dasari et al., 2020). Typ amyloidozy se urcuje podle nejvice abundantniho
amyloidniho proteinu ve vzorku. Relativni zastoupeni amyloidnich proteini ve vzorku

se stanovuje z poCtu fragmentacnich spekter (Holub et al, 2019)

LC-MS metoda muze slouzit k ovéfeni negativnich nebo nejasnych vysledki jinych
metod (Benson et al., 2022). Mezi hlavni vyhody LC-MS typizace patii malé mnozstvi
vzorku potiebného pro analyzu (prahova hodnota je 50 000 um?) a nezavislost analyzy
na protilatkach (Dogan 2017). Mezi dalsi vyhody patii moznost identifikace amyloidniho
prekurzorového proteinu vramci jedné analyzy narozdil od jinych metod, kde
je zapotiebi vice testil — napf. u imunohistochemické typizace (Sethi et al., 2012). Vysoka
senzitivita a specifita LC-MS analyzy umoziu;i ziskat presné informace o proteinech, coz
muize vést k detekci riiznych variant amyloidnich proteint pfi pouziti rozsifené databaze
napf. uobtizné diagnostikovatelnych, genetickych, vzacnych, nebo novych typa
amyloidoz (Sethi et al., 2012; Dogan et al., 2022) a lze ji potencialn€ vyuzit i v piipade
koexistence 2 riznych typt amyloidoz (Sethi et al., 2012).

Mezi nevyhody LC-MS typizace patii drahé vybaveni, potieba odborného personalu,
ktery ma zkuSenosti s vyhodnocovanim vysledkd, v nékterych pfipadech obtiznost
urCeni, zda se jednd o proteiny izolované zamyloidniho depozita, nebo ne, horsi
identifikovatelnost neékterych proteinti podléhajicich mutacim (napt. Ig, TTR) a nutnost

centralizace analyzy, ktera s sebou nese jak vyhody, tak nevyhody (Benson et al., 2022).
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2.3 Zpracovani vzorku pro LC-MS analyzu

Ptiprava proteomického vzorku pro bottom-up proteomickou analyzu zahrnuje denaturaci
proteint, redukci disulfidovych vazeb, naslednou alkylaci vzniklych thiolovych skupin,
Sté€peni proteint na peptidy a kroky pro precisténi, které zajist'uji odsoleni proteint, nebo
peptidi a odstranéni kontaminant ze vzorku (Varnavides et al., 2022). Precisténi vzorku
je pro LC-MS analyzu nezbytné, protoze piitomnost kontaminant ve vzorku muze
vyrazné ovliviiovat analyzu. Muze dochazet bud k poklesu intezity signalu pro sledované
analyty vlivem iontové suprese, nebo naopak k jejimu zvySeni vlivem matricovych
mohou mit endogenni nebo exogenni pavod. Endogenni kontaminanty jsou latky, které
se vyskytuji v samotné tkani ur€ené k odbéru. Jedna se o anorganické elektrolyty a soli
(Furey et al., 2013) a neproteinové organické molekuly, které jsou béznou soucasti bunék
napft. lipidy, nukleové kyseliny, ostatni metabolity (Varnavides et al., 2022). Exogenni
kontaminanty jsou do vzorku vnesené v pribéhu odbéru vzorku a jeho zpracovavani napt.
slozky pufri, degradacni produkty detergentd, rezidua plasti a polymert a dalsi (Furey

et al., 2013).

Pro pfipravu proteomického vzorku existuje v ramci bottom-up proteomiky mnoho
raznych protokold. Obecné se daji rozdélit do dvou pristupa: §t€peni proteint v roztoku,
nebo §tépeni jiz precisténych proteini. Do prvni uvedené skupiny patii rizné protokoly
zahrnujici systémy pufri zalozené na chaotropnich denaturacnich cinidlech, jako jsou
napi. mocovina a guanidin hydrochlorid, nebo na surfaktantech, mezi které se radi
napt.detergent dodecylsulfat sodny (SDS) a zluova sul deoxycholat sodny (SDC).
Do druhé uvedené skupiny patii napf. ,,in StageTip* protokol — protokol pro Stépeni
proteint ve $picce (iST), ,,single-pot, solid-phase-enhanced sample preparation®
protokol — protokol pro §t€peni proteinti na paramagnetickych kulickach (SP3) a |, filter-
aided sample preparation® protokol — protokol pro St€peni proteind na filtru (FASP).
Nékteré protokoly se pouzivaji v kombinaci s precipitaci proteini. Obecné lze fict, Ze
neexistuje zadny univerzalni postup pro piipravu proteomického vzorku, protoze existuje
mnoho typt vzorkll o rizném sloZeni ajednotlivé protokoly se od sebe mohou liSit

v ucinnosti extrakce a precisténi (Varnavides et al., 2022).
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Pro precipitaci proteini (Obr. 7) se jako precipitacni Cinidlo pouziva aceton, ethanol,
smes chloroformu a fenolu, nebo ethylacetat. Neproteinové bunéné komponenty (lipidy,
nukleové kyseliny, ostatni metabolity atd.) a detergenty zlstavaji rozpusténé v roztoku.
Proteinovy precipitat se po odstranéni supernatantu rozpusti v pufru. Rozpousténi 1ze

usnadnit sonikaci, vortexovanim, nebo protfepavanim (Feist & Hummon, 2015;

Varnavides et al., 2022).

Lyza
Denaturace,
redukce,
alkylace
Odstranéni
supernatantu
& Slozky lyzacniho pufru ‘ Denaturované proteiny
4 Kontaminanty @ Precipitat

Smés proteind Precipitacni inidlo

Obr. 7: Precipitacni protokol pro precisténi proteinii zahrnuje ncékolik kroku. Nejprve
je provedena denaturace, redukce a alkylace proteini. Denaturované proteiny se nasledné
precipituji pomoci precipitacniho ¢inidla. Po centrifugaci anasledném odstranéni
supernatantu se precipitat rozpusti v pufru. Vytvoreno pomoci BioRender.com.
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iST protokol (Obr. 8) zahrnuje lyzu bunék, denaturaci, redukci, alkylaci proteind,
jejich enzymové Stépeni anasledné preCisténi vzniklych peptidi napevné fazi
ve Spickach (StageTipech) (Varnavides et al., 2022). Jako pevna faze mize byt pouzita
napf. silica s navazanymi oktadecyly (C18), nebo styren-divinylbenzenovy kopolymer
na membranovém disku (SDB-RPS) a dalsi (Kulak et al., 2014). C18 i SDB-RPS na sebe
ve vodném prostiedi vazou hydrofobni peptidy. Nasleduje precCisténi peptidi méné
organickymi roztoky. Po odstranéni supernatantu je mozné proteiny a peptidy z pevné

faze eluovat pomoci vice organickych roztoku (Kulak et al., 2014).

Lyza Stépeni vroztoku |..—  Pfenos
- | -
Denaturace, Lys C/Trypsin @Y naStageTip
redukce, Vo@/
alkylace \¥/

pu:l X

Precisténi Pfenos Eluce

»

Y

do nové zkumavkyr

& SloZky lyzaéniho pufru Denaturované proteiny
4 Kontaminanty _ 7 StageTip
Smés proteinti 1, Tryptické peptidy

Obr. 8: iST protokol pro pfipravu proteomickych vzorki zahmuje nékolik kroku. Nejprve je
provedena denaturace, redukce a alkylace proteint. Nasleduje §tépeni proteind v roztoku
pomoci enzymu trypsinu, nebo enzymové smési trypsin/ LysC. Precisténi vzniklych
peptidu probiha na Stage Tipu s C18, nebo SDB-RPS sorbentem. Pouzity sorbent na sebe
vaze hydrofobni peptidy, které¢ jsou preciStény pomoci méné organickych roztoku.
Nasleduje preneseni StageTipu s precisténymi peptidy do nové zkumavky, kde
je provedena jejich eluce vice organickym roztokem. Vytvoreno pomoci BioRender.com.
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SP3 protokol (Obr. 9) zahrnuje lyzu buné€k, denaturaci, redukci, alkylaci proteint
ajejich precisténi na paramagnetickych kulickdch anasledné enzymové S§tépeni
(Moggridge et al., 2018). Povrch paramagnetickych kulicek mize byt modifikovany napf.
karboxylovymi skupinami, na které se v prostiedi organického rozpoustédla (acetonitril,
ethanol, isopropanol, aceton) (Moggridge et al., 2018) diky hydrofilnim interakcim vazou
proteiny obsazené ve vzorku, které mohou byt nasledné precisStény (Hughes et al., 2019).
Po precisténi je provedeno enzymové Sté€peni pfimo na paramagnetickych kuli¢kach,

pti¢emz dochazi k eluci vzniklych peptidi do roztoku (Moggridge et al., 2018).
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& Slozky lyzaéniho pufru Denaturované proteiny ’ Paramagnetické SP3 kulicky
Kontaminanty
Smés proteint . Tryptické peptidy

Obr. 9: SP3 protokol pro pfipravu proteomickych vzorkd zahrnuje nckolik krokd. Nejprve
je provedena denaturace, redukce a alkylace proteinu. Nasledn¢ jsou ke vzorku pfidany
paramagnetické kulicky, na jejichZz povrch se v prostredi organického rozpoustédla vazou
proteiny obsazené ve vzorku diky hydrofilnim interakcim. Poté jsou proteiny navazané
na paramagnetickych kulickach precistény. Po odstranéni supernatantu na magnetickém
separatoru se provede St€peni proteint v roztoku pomoci enzymu trypsinu, nebo enzymové
smesi trypsin/ LysC, pfi¢emz se vznikl¢ peptidy uvolni do roztoku. Po umisténi zkumavky
na magneticky separator je supernatant s peptidy prfenesen do nové zkumavky. Vytvofeno
pomoci BioRender.com.
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FASP protokol (Obr. 10) zahrnuje lyzu buné€k, denaturaci, redukci proteinu, jejich
precisténi na filtru, alkylaci a nasledné §té€peni a eluci z filtra¢ni jednotky. Filtr zachycuje
velké molekuly, kdezto malé molekuly prfes néj prochazi. Po naneseni vzorku jsou
proteiny na filtru zachyceny, zatimco malé kontaminujici molekuly prochazi ptes filtr
do odpadu. Po promyti proteini mocovinovym pufrem a nasledné redukci a alkylaci
se provadi jejich enzymové Stépeni. Vzniklé peptidy prochazi pies filtr, kdezto velké

kontaminujici molekuly zlstavaji zachycené na filtru (Feist & Hummon, 2015).
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Obr. 10: FASP protokol pro pfipravu proteomickych vzorkii zahmuje nékolik krokt. Nejprve
je provedena denaturace aredukce proteinu. Vzorek se nasledné prenese na filtracni
jednotku, na kter¢ se proteiny ze vzorku zachyti a mensi molekuly projdou skrz. Nasleduje
alkylace proteind. Po ni jsou proteiny precistény. Poté je filtracni jednotka s predisténymi
proteiny pfenesena do nové zkumavky a je provedeno Stépeni v roztoku pomoci enzymu
trypsinu, nebo enzymoveé smeési trypsin/ LysC. Vzniklé peptidy projdou pres filtr do sbémé
zkumavky. Vytvofeno pomoci BioRender.com.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie
25% vodny roztok hydroxidu amonného (NH4OH) (Merck KGaA, Némecko)

2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris) (Roche Diagnostic GmbH, Némecko)
2-chloroacetamid (CAA) (Sigma-Aldrich, USA)

Aceton (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitryl (ACN) (Merck KGaA, Némecko)

Deoxycholat sodny (SDC) (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiothreitol (DTT) (Roche Diagnostics GmbH, Némecko)
Dodecylsulfat sodny (SDS) ((Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol (EtOH) absolutni (> 99,7 %) (VWR Chemicals, Francie)
Ethylacetat (EtAc) (Sigma-Aldrich, USA)

Iodoacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina mocova (UA — ,uric acid®) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina mravenci (FA) (ThermoScientific, USA)

Kyselina trifluoroctova (TFA) (Honeywell, Némecko)

Mesocain (trimekain hydrochlorid) (Zentiva, Ceska Republika)
Milli Q voda (dH20)

Predfedény proteinovy standard (BSA — hovézi sérovy albumin) (Thermo Scientific,

USA)
Roztok A pro BCA metodu (Thermo Scientific, USA)
Roztok B pro BCA metodu (Thermo Scientific, USA)

SDB-RPS (3M, USA)
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Sera-Mag  Speedbeads  carboxylate-modified [E3]  magnetické
(65152105050250) (Cytiva, USA)

Sera-Mag  Speedbeads  carboxylate-modified [E7]  magnetické
(45152105050250) (Cytiva, USA)

Tris(2-carboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) (VWR Chemicals, USA)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich, USA)
Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spec Grade (Promega Madison, USA)

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Scaltec instruments, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5810 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga mikro (Labnet, USA)

Centrifuga miniSpin (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Rotina 420R (Hettich, Némecko)

Digitalni pH metr (Systém Analytics Germany GmbH, Némecko)

Hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, USA)

Hmotnostni spektrometr Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Inkubator (MS Incubator, MS Major Science, USA)

kuligky

kuligky

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RSLCnano System (Thermo Fisher Scientific,

USA)

Magneticka michacka MSH 300 (Biosan, USA)
Magneticky separator (Invitrogen, USA)

Microcon ®-30 centrifugacni fitry (Merck, Némecko)
Mikrotitraéni desticka (TPP®, Svycarsko)

Spektrofotometr EnSpire™ (PerkinElmer, Singapore)
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Termoblok Bio TDB-100 (Biosan, USA)

Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Ttepacka vortex REAX comfort (Heidolph, Némecko)

Univerzalni indikatorovy papirek (UIP) pro pH 0-12 (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
Vakuové odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)

Vodni lazen SUB AQUA 12 (Grant Instruments (Cambridge) Ltd, Anglie)

Vortex Genius 3 (IKA, Némecko)

Vyrobnik dH2O (Direct-Q 3 UV Water Purification System, Merck, Némecko)

3.1.3 Pouzity software
BioRender.com (© 2024, Kanada)

- Program byl pouzit pro vytvoreni ilustracnich obrazki.

Excel (verze 2403, Microsoft 365, USA)

- Program byl pouzit pro vyhodnoceni dat z programu Perseus a Skyline.
MaxQuant (verze 2.5.1.0, Némecko)

- Program byl pouzit pro identifikaci peptidi/proteinti z naméfenych LC-MS dat.
Perseus (verze 2.0.11.0, Némecko)

- Program byl pouzit pro zpracovani dat z programu MaxQuant.

Skyline (verze 23.1.0.268, USA)

- Program byl pouzit pro extrakci celkové plochy pikt pro peptidy/ proteiny

a extrakci plochy piku pro mesocain.

Word (verze 2403, Microsoft 365, USA)

- Program byl pouzit pro sepsani diplomové prace.
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3.1.4 Biologicky material

3.1.4.1 Modelové vzorky plazmy s mesocainem

Pro testovani vybranych protokolt pro pfipravu proteomickych vzorkd bylo nutné
pfipravit modelové vzorky z divodu malého mnozstvi vzorki tukové tkané. Jako
modelové vzorky byly pouzity vzorky plazmy s pfidanym mesocainem. Nejprve byly
pfipraveny vodné roztoky mesocainu fedénim (1:4; 1:10; 1:100; 1:10% 1:10%
1:10% 1:10% 1:107) pivodniho roztoku mesocainu o koncentraci 10 mg - ml™.
Nasledné byly vytvofeny modelové vzorky (Obr. 11) plazmy s mesocainem smisenim
vodnych roztokli mesocainu, plazmy o proteinové koncentraci 60 ug - pl™! a vody, nebo

lyzacniho pufru v ptipadé vzorki pro FASP protokol.

Vodné roztoky mesocainu
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Obr. 11: Pro pfipravu modelovych vzorku plazmy s mesocainem byla pfipravena koncentracni
fada vodnych roztoku fedénim puivodniho roztoku mesocainu o koncentraci 10 mg - ml™!
(1:4; 1:10; 1:100; 1:10% 1:10% 1:10% 1:10°% 1:107) adH,O. Nasledn& bylo
odebrano 3,2 ul pfipraveného roztoku mesocainu, ke kterému bylo pfidano 3,2 pl plazmy
o koncentraci proteina 60 pg - pl' a93,6 ul dH.O. Vysledna koncentrace proteini
v modelovych vzorcich plazmy byla 2 pg - ul™!. Vytvofeno pomoci BioRender.com.
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3.2 Metody

Pripravené modelové vzorky plasmy s mesocainem byly zpracovany Ctyfmi testovanymi
protokoly: iST, protokol s proteinovou precipitaci acetonem s naslednym zpracovanim
pomoci iST protokolu (A-iST), SP3 a FASP. Nasledn¢ byla stanovena peptidova
koncentrace pomoci bicinchoninové metdy (BCA). Poté byla provedena LC-MS analyza

a vyhodnoceni dat.

3.2.1 iST protokol

3.2.1.1 Roztoky
Tris pufr, 100 mmol - 1", pH 8.5

Navazka 484,4 mg Tris byla rozpusténa v cca 35 ml dH>O. Nasledné bylo upraveno
pH roztoku pomoci HCI o koncentraci 2 mol - I'! na hodnotu 8,5 a roztok byl doplnén

na vysledny objem 40 ml.

Lyza¢ni pufr (1% SDC. 10 mmol - 1"! TCEP, 40 mmol - "' CAA, 100 mmol - I'! Tris pufr,
pH 8.5)

Navazky 50 mg SDC, 143 mg TCEP al8,7 mg CAA byly rozpustény

ve 4 ml Tris pufru o koncentraci 100 mmol - I'!, pH 8,5 a nasledné byl roztok doplnén

na vysledny objem 5 ml.

Roztok 1% TFA v dH-O

Objem 100 ul TFA byl pfidan do 9 900 pul dH-O.

Roztok 1% TFA v EtAc

Objem 100 pul TFA byl pfidan do 9 900 ul EtAc.

Roztok 0,2% TFA v dH,O

Objem 20 pl TFA byl pfidan do 9 980 pul dH-O.

Eluéni roztok (80% ACN s 1% NH4+OH v dH»0)

K 8 ml ACN bylo ptfidano 1 600 pl dH20 a 400 pl 25% NH4OH.

LC-LOAD roztok (1% ACN s 0,05% TFA v dH,O)

K 9 895 ul dH20 bylo piidano 100 ul ACN a 5 ul TFA.
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Roztok enzymové smési trypsin/ Lys-C

K 20 pg lyofilizované smési enzymu trypsin/ Lys-C bylo pfidano 1 000 ul dH2O.

3.2.1.2 Postup

Lyza

K 25 pl modelového vzorku bylo pfidano 50 pl lyza¢niho pufru. Vznikly roztok byl
promichan a vlozen na HEATING BLOCK (95 °C, 1 000 rpm; 10 min). Nasledné byla

provedena centrifugace (135 rpm, 10 s).

v

Stépeni

Po ochlazeni vzorku nalaboratorni teplotu bylo pfidano 50 pl enzymové smési
trypsin/ Lys-C aroztok byl vlozen na HEATING BLOCK (37 °C, 500 rpm; 3 h).
Nasledné bylo pomoci UIP ovéfeno pH roztoku (pH = 8-9). Poté bylo ptidano 75 pul 1%
TFA v dH>0 a roztok byl promichan. Pomoci UIP bylo ovéreno pH roztoku (pH = 2-3).
Poté bylo pfidano 75 ul 1% TFA v EtAc. Roztok byl promichan pomoci pipety
a centrifugovan (135 rpm, 10 s).

Piedisténi peptidu

Vzorek o objemu 275 ul byl nanesen na StageTip SDB-RPS a centrifugovan (2 000 g;
3 min). Poté bylo naneseno 200 pl 1% TFA v EtAc na StageTip SDB-RPS a opét byla
provedena centrifugace. Dale bylo na StageTip SDB-RPS naneseno 200 pl 0,2% TFA
v dH>0 a opét byla provedena centrifugace. StageTip SDB-RPS byl prenesen do elu¢ni
zkumavky. Poté na né bylo naneseno 100 ul elu¢niho roztoku a opét byla provedena
centrifugace. Eluat byl odpafen ve vakuové odparce pfti téploté 45 °C do kompletniho
odpateni. Odparek byl rozpustén v 50 ul LC-LOAD roztoku. Takto zpracovany vzorek
byl pfipraven na LC-MS analyzu.
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3.2.2 A-iST- protokol

3.2.2.1 Roztoky
Roztoky pro iST protokol viz kapitola 3.2.1.1.

3.2.2.2 Postup

K 90 pl modelového vzorku byl pfidan ctyfnasobny objem acetonu vychlazeného
na -80 °C. Obsah zkumavek byl promichan pomoci vortexu a inkubovan 60 min pfi
-20 °C. Nasledné byla provedena centrifugace roztoku (4 °C; 10 min; 15000 x g)
a dekantace supernatantu. Peleta byal vysuSena ve vakuové odparce (15 min; 45 °C).
Odparek byl rozpustén v 50 ul dH>0. Po promichani bylo odebrano 25 pul a smiseno
s 50 ul lyza¢niho pufru pro iST protokol. Poté byl vzorek zpracovan pomoci vyse

popsaného iST protokolu (viz kapitola 3.2.1.2.).

3.2.3 SP3 protokol

3.2.3.1 Roztoky
Tris pufr, 100 mmol - 1", pH 8.5

Navazka 484,4 mg Tris byla rozpusténa v cca 35 ml dH>0. Nasledné bylo pomoci
HCI o koncentraci 2 mol - I'! upraveno pH roztoku nahodnotu 8,5. Poté byl roztok

doplnén na vysledny objem 40 ml.

Lyza¢ni pufr (1% SDC. 10 mmol - 1" TCEP, 40 mmol - "' CAA, 100 mmol - I'! Tris pufr,
pH 8.5)

Navazky 50 mg SDC, 14,3 mg TCEP a 18,7 mg CAA byly rozpustény ve 4 ml

Tris pufru o koncentraci 100 mmol - 1!, pH 8,5 a nasledné byl roztok doplnén na vysledny

objem 5 ml.

Roztok 1% TFA v dH-O

Objem 100 pul TFA byl pfidan do 9 900 ul dH20.

Roztok 1% TFA v EtAc

Objem 100 pl TFA byl pfidan do 9 900 pul EtAc.

Roztok 80% EtOH v dH,O

K 0,4 ml dH20 bylo ptfidano 1,6 ml 100% EtOH.
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Roztok enzymové smési trypsin/ Lys-C

K 20 pg lyofilizované smési enzymu trypsin/ Lys-C bylo ptidano 1 000 pl dH20.

3.2.3.2 Postup

Priprava SP3 paramagnetickych kulidek

SP3 kulicky byly promichany na vortexu. Nasledné bylo odebrano 500 ul obou typu
pouzitych paramagnetickych kuli¢ek (Sera-Mag Speedbeads carboxylate-modified [E3]
magnetické kulicky (65152105050250) (Cytiva, USA) a Sera-Mag Speedbeads
carboxylate-modified [E7] magnetické kulicky (45152105050250) (Cytiva, USA))
do nové zkumavky — celkem 1000 pl paramagnetickych kulicek. Zkumavka byla
umisténa na magneticky separator a po vytvoreni peletu byl odstranén supernatant. Mimo
magneticky separator byly SP3 kuli¢ky promyty 500 pul dH>O a promichéany pipetovanim.
Vznikly supernatant byl odstranén na magnetickém separatoru. Poté byly SP3 kulicky
rozpustény v 200 pl dH20 (20 pl dH20 na jednu reakci) a promichany pipetovanim mimo

magneticky separator.
Lyza

K25 ul vzorku bylo pfidano 50 pl lyzacniho pufru. Vznikly roztok byl vlozen
na HEATING BLOCK (95 °C, 1000 rpm; 10 min). Nasledné¢ byla provedena
centrifugace (135 rpm, 10 s).

Vazba proteind na kulic¢ky

Pripraveny roztok SP3 kuli¢ek byl fadné promichan pipetovanim. K jednotlivym
vzorkiim bylo pfidano 20 ul pripravenych kulicek a 95 ul 100% ACN. Obsah zkumavky

byl opatrné€ protfepan a inkubovan 15 min pii 1 000 rpm.

Promvti kuli¢ek

Zkumavka se vzorkem byla umisténa na magneticky separator a nasledné byl odstranén
supernatant. Mimo magneticky separator bylo pfidano 150 pl 80% EtOH a obsah
zkumavky byl promichan pipetovanim. Poté byl opét supernatant odstranén

na magnetickém separatoru. Promyti se opakovalo jesté 2x.
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v

Stépeni

Paramagnetické kulicky s navazanymi proteiny byly rozpustény v 50 ul lyza¢niho pufru.
Do roztoku bylo pfidano 50 ul enzymové smési trypsin/ Lys-C avznikla smés byla
vlozena na HEATING BLOCK (37 °C, 1 000 rpm; 3 h). Poté bylo ovéfeno pH roztoku
pomoci UIP (pH = 8-9). Nasledovalo pfidani 100 pl 1% TFA v dH>O a promichani.
Pomoci UIP bylo ovéfeno pH roztoku (pH = 2-3). Nasledné byl na magnetickém
separatoru oddélen supernatant od paramagnetickych kulicek a pfenesen do novych
zkumavek. K supernatantu bylo pfidano 100 pl 1% TFA v EtAc. Roztok byl promichan
pomoci pipety a centrifugovan (135 rpm, 10 s). Veskery vzorek (300 ul) byl nanesen
na StageTip SDB-RPS. Poté bylo provedeno pfecisténi peptidi viz kapitola 3.2.1.2.

3.2.4 FASP protokol

3.2.4.1 Roztoky
Tris-HC1 pufr, 50 mmol - 1'', pH 7.6

Navazka 394 mg Tris-HCI byla rozpusténa ve 45 ml dH>O. Nasledné bylo upraveno
pH na 7,6 pomoci 2 mol - 1! NaOH, nasledn& byl roztok doplnén dH>O na vysledny
objem 50 ml.

Lyzadni pufr (2% SDS (v/w), 50 mmol - 1! DTT, 50 mmol - 1! Tris-HCI pufr, pH 7.6)

Navazky 100 mg SDS a 38,56 mg DTT byly sesypany a rozpustény ve 4 ml Tris-HCI
pufru o koncentraci 50 mmol - I'!, pH 7,6 anasledné byl roztok doplnén na vysledny

objem 5 ml.

Roztok 0,1 mol - 1"! Tris-HCI, pH 8.5

Navazka 788 mg Tris-HCI byla rozpusténa v 45 ml dH»0O. Nasledné bylo upraveno
pH na 8,5 pomoci 2 mol - I'! NaOH a roztok byl doplnén na vysledny objem 50 ml.

Roztok UA (8 mol - I'' UA, 0.1 mol - I"! Tris-HCI, pH 8.5)

Navazka 7,2072 g UA byla rozpusténa vcca 10 ml 0,1 mol- 1! Tris-HCl pufru
o koncentraci 0,1 mol - I'!, pH 8,5. Nasledné byl roztok doplnén na vysledny objem
15 ml.

Roztok IAA (50 mmol - I'' TAA v roztoku UA)

Navazka 13,87 mg IAA byla rozpusténa v 1,5 ml UA roztoku.
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Pufr pro $tépeni (DB — _digest buffer”) (50 mmol - 1"! Tris-HCI, pH 8.5)

Objem 25 ml 0,1 mmol - 1"! Tris-HCI, pH 8,5 byl smisen s 22 ml dH>O. Nasledné& bylo
ovéfeno a upraveno pH na 8,5 a roztok byl doplnén dH>O na vysledny objem 50 ml.

Roztok enzymové smési trypsin/ Lys-C (1:50 = enzym: proteiny)

K 20 pg smési trypsin/ Lys-C bylo ptidano 800 ul DB.

Roztok 1% TFA v dH-O

Objem 100 pul TFA bylo ptidano do 9 900 pl dH20.

Roztok 1% TFA v EtAc

Objem 100 pul TFA bylo ptidano do 9 900 ul EtAc.

3.2.4.2 Postup
Lyza v SDS

Zkumavky se vzorky s lyzaénim pufrem byly umistény na Heating block (99 °C; 10 min).
Nasledné byly vzorky zchlazeny na pokojovou teplotu.

Piecisténi proteinu

Proteinovy extrakt o objemu 25 pul byl smichan s 200 pul roztoku UA ve filtracni jednotce
a centrifugovan (10 000 g; 15 min) dokud na filtru neztistalo méné nez 10 pul vzorku (plati
i pro dalsi centrifugacni kroky). Na filtra¢ni jednotku bylo naneseno 200 ul roztoku
UA a opét byla provedena centrifugace. Po odstranéni supernatantu bylo na filtracni
jednotku pfidano 100 pl roztoku IAA. Po promichéni byly filtra¢ni jednotky inkubovany
ve tmé pii laboratorni teplot€ po dobu 20 min. Po uplynuti inkubace byla provedena
centrifugace (10 000 g; 10 min). Dale bylo na filtra¢ni jednotku naneseno 100 ul roztoku
UA abyla provedena centrifugace (10 000 g; 15 min). Tento krok byl proveden jesté
dvakrat. Po odstranéni supernatantu bylo na filtra¢ni jednotku naneseno 100 pl DB a byla

provedena centrifugace (10 000 g; 10 min). Tento krok byl proveden jesté dvakrat.

St&peni a eluce peptidi

Poté bylo na filtra¢ni jednotku pridano 40 ul roztoku enzymové smési trypsin/ Lys-C
v DB a roztok byl promichan v termomixéru (600 rpm; 1 min). Nasledné byly filtracni

jednotky inkubovany na vodni 14zni (37 °C; 18 h). Po ukonceni inkubace byly filtracni

34



jednotky preneseny do novych sbérnych zkumavek a nasledné byly centrifugovany tak,
aby veskery roztok prosel ptes filtraéni membranu (10 000 g; 5 min). Dale bylo pfidano
100 pl DB a byla provedena centrifugace (10 000 g; 10 min).

Zastaveni reakce

Poté bylo pomoci UIP ovéfeno pH roztoku (pH = 8-9) a nasledné bylo piidano 75 ul 1%
TFA v dH20 a promichano. Pomoci UIP bylo ovéfeno pH roztoku (pH = 2-3). Poté bylo
ptidano 75 pl 1% TFA v EtAc. Roztok byl promichan pomoci pipety a centrifugovan
(135 rpm, 10 s). Veskery vzorek (290 ul) byl nanesen na StageTip SDB-RPS. Poté bylo

provedeno precisténi peptida viz kapitola 3.2.1.2.

3.2.5 Stanoveni peptidové koncentrace BCA metodou

3.2.5.1 Roztoky

Pracovni roztok BCA

Pracovni roztok BCA byl pfipraven smisenim reagentu A s reagentem B (50 : 1, Reagent

A : B).

LC-LOAD roztok (1% ACN s 0,05% TFA v dH,0)

K 9 895 ul dH20 bylo piidano 100 ul ACN a 5 ul TFA.

Standardni roztoky BSA

Koncentrace komerc¢nich standardnich roztoki BSA jsou uvedeny nize (Tab. 2).

Tab. 2: Koncentrace standardnich roztoka BSA

Standardni roztok Koncentrace BSA [ug - ml”]
125

250

500

750

1000

1500

2000

N O WD =
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3.2.5.2 Postup

Do jamek na mikrotitracni desticce bylo napipetovano 25 ul blanku (dH2O pro standardy
BSA a LC-LOAD roztok pro analyzované vzorky), standardu BSA v koncentra¢nim
rozpéti 125-2 000 pg - ml™!' (Tab. 2) a analyzovanych vzorki. Blanky a roztoky standardd
byly pipetovany v triplikatu, vzorky byly na desticku pipetovany jedenkrat. Nasledné
bylo do kazdé jamky pifidano 200 pl pracovniho roztoku BCA. Po promichani byla
mikrodesticka pfikryta a probéhla inkubace 30 min pii 37 °C. Po uplynuti inkubace byla
zméfena absorbance roztokd pfi 562 nm na spektrofotometrickém mikrodestickovém

readeru. Stanoveni bylo provedeno podle doporuceni vyrobce.

3.2.6 LC-MS analyza

3.2.6.1 Roztoky
Mobilni faze A (0,1% FA v dH>0O)

Objem 300 pl FA byl rozpustén v 299,3 ml dH>O.

Mobilni faze B (0,1% FA v ACN)

Objem 300 pl FA byl rozpustén v 299,3 ml ACN.

Mobilni faze pro nanaseni vzorku (1 % ACN s 0,05 % TFA v dH,0)

Pro pfipravu tohoto roztoku byly smiseny 3 ml ACN, 0,15 ml TFA a 296,85 ml dH20.

3.2.6.2 Postup
Analyza vzorku z A-iST, iST a SP3 protokolu

Vzorky z A-iST, iST a SP3 protokolt byly analyzovany na kapalinovém chromatografu
Dionex UltiMate 3000 RSLCnano System ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

Orbitrap Elite pres ioniza¢ni zdroj EASY-Spray.

Smés peptidi v mnozstvi 1 pg byla nanesena natrap kolonu (CI18, 5 pm,
100 um x 20 mm) o pritoku 6 pl-min' pomoci mobilni faze pro nanaseni vzorku.
Po 5min byl pfepnut ventil, peptidy byly eluovany z trap kolony a nasledné
byly separovany na nanokoloné (EASYspray kolona, C18, 3 um, 75 um x 150 mm)
pomoci linearniho gradientu z 2 na 35 % mobilni faze B o priitoku 300 nl'min™' po dobu
60 min. Poté bylo v pribéhu 3 min zvyseno zastoupeni mobilni faze B v mobilni fazi

z 35 % na 90 %. Déle bylo po dobu 5 min udrzovano zastoupeni mobilni faze B na 90 %.
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Poté bylo v pribéhu 2 min zastoupeni mobilni faze B snizeno na 2 %. Toto slozeni bylo
udrzovano dal§ich 20 min. Celkova doba analyzy byla 95 min. Teplota na trap

a nanokolon¢ byla nastavena na 35 °C.

Eluované peptidy byly ionizovany v ionizacnim zdroji EASY-Spray na hmotnostnim
spektrometru Orbitrap Elite, ktery pracoval v data dependentnim modu. MS1 sken byl
analyzovan v Orbitrapu (m/z 200-1 700) s rozliSenim 60 000. Orbitrap byl plnén
na hodnotu 4,0 - 107 ionti. Pro MS/MS sken v iontové pasti bylo postupné vybrano deset
nejintenzivngj§ich iont. Iontova past byla plnéna na cilovou hodnotu 1,0-10% iontd,
Izolacni sitka byla 1,6 m/z a fragmentace prekurzorti probéhla pomoci kolizn€ idukované
disociace (CID - , Collision-Induced Dissociation®) s 35% hodnotou normalizované
kolizni energie. Q aktivace méla hodnotu 0,25 a aktivacni ¢as byl 10 ms. Maximalni
akumulacni ¢as byl pro MS1 50 ms a pro MS/MS sken 250 ms. Dynamické vylouceni
meélo hodnotu 15 s. Napéti na ionizacnim zdroji bylo 2 kV a trubice pro transport iontt

byla vyhtivana na 200 °C.

Analyza vzorkd z FASP protokolu

Vzorky z FASP protokolu byly analyzovany na kapalinovém chromatografu Dionex
UltiMate 3 000 RSLCnano System ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap
Exploris 480 pfes ioniza¢ni zdroj EASY-Spray.

Smés peptidi v mnozstvi 1 pg byla nanesena natrap kolonu (CI18, 5 pm,
100 um x 20 mm) o pritoku 6 pl - min"' pomoci mobilni faze pro nanaseni vzorku.
Po 5 min byl pfepnut ventil, peptidy byly ztrap kolony eluovany a nasledné byly
separovany na nanokolon¢ (EASYspray kolona, C18, 3 um, 75 pm x 250 mm) pomoci
linearniho gradientu z 2 na 35 % mobilni faze B o priatoku 300 nl/min po dobu 60 min.
Poté bylo v pribehu 3 min zvySeno zastoupeni mobilni faze B v mobilni fazi z 35 % na 90
%. Poté bylo v prubéhu 2 min zastoupeni mobilni faze B snizeno na 2 %. Toto slozeni
bylo udrzovano dalSich 20 min. Celkova doba analyzy byla 95 min. Teplota na trap

a nanokoloné byla nastavna na 35 °C. ca

Eluované peptidy byly ionizovany v ionizacnim zdroji EASY-Spray na hmotnostnim
spektrometru Orbitrap Exploris 480, ktery pracoval v data dependentnim modu.
MS1 sken byl analyzovan v Orbitrapu (m/z 200—1 500) s rozlisenim 60 000. Orbitrap byl
plnén na normalizovanou Automatic Gain Control (AGC) hodnotu 4,0 - 10° iontd.

Pro MS/MS sken v Orbitrapu bylo postupné vybrano deset nejintenzvnéjSich iont.
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Orbitrap pro MS/MS sken byl nastaven na rozliSeni 15 000 abyl plnén
na normalizovanou 100% AGC cilovou hodnotu, izolacni Sitka byla 2 m/z a fragmentace
prekurzori probéhla pomoci vysokoenergetické kolizni disociace (HCD - | Higher-
Energy Collisional Dissociation®) s 27% hodnotou normalizované kolizni energie.
Q aktivace byla 0,25 a aktivacni ¢as byl 10 ms. Maximalni akumula¢ni ¢as byl pro MS1
sken 110 ms a pro MS/MS sken byl nastaven na hodnotu ,,Auto”. Dynamické vylouceni
bylo 50 s. Napéti naionizaénim zdroji bylo 2 kV atrubice pro transport iontd byla

vyhfivana na 275 °C.

3.2.6.3 Zpracovani a vyhodnoceni dat

Raw soubory byly zpracovany v programu MaxQuant (verze 2.5.1.0). Vyhledavani bylo
provedeno proti lidské UniProt databazi (20230109_Uniprot_homo-
sapiens_canonical reviewed; 20365 zaznamu) pomoci vyhledavaciho nastroje
Andromeda. Jako enzym byl nastaven trypsin/P a bylo umoznéno vynechani maximalni
dvou §tépnych mist. Karbamindometylace cysteinu byly nastaveny jako fixni modifikace
a jako variabilni modifikace byla nastavena oxidace methioninu a acetylace N-koncové
Casti proteinu. Peptidové a proteinové hity byly filtrovany s 1% korekci typu ,false-
discovery rate (FDR) a minimalni délka peptidu byla nastavena na 7 aminokyselin.
Opacné ¢tené sekvence z puvodni databaze byly pouzity jako opacna (decoy) databaze.

Vsechny ostatni parametry byly ponechany v ptiivodnim nastaveni.

Vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Perseus (verze 2.0.11.0). Soubory
,proteinGroups.txt“ a ,peptides.txt, které¢ vznikly po provyhledani v programu
MaxQuant, byly importovany do programu Perseus, kde znich byly nasledné
extrahovany informace o poCtu identifikovanych proteinti, poctu identifikovanych
peptidi, sekvenénim pokryti proteint, relativni distribuci peptidd s vynechanymi
Stépnymi misty po enzymovém Stépeni v jednotlivych vzorcich napfi¢ testovanymi

protokoly.

Soubor ,msms.txt*, ktery vznikl po provyhledani v programu MaxQuant, byl
importovan spolu se v§emi raw daty do programu Skyline, za G¢elem zjisténi relativniho

mnozstvi mesocainu ve vzorku. Z programu byly exportovany plochy pod kiivkou pro
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mesocain a pro vSechny identifikované peptidy a mesocain (celkova intenzita ve vzorku).
Relativni mnozstvi mesocainu bylo ur€eno z poméru plochy pod kiivkou pro mesocain

a celkove intenzity ve vzorku.

Extrahovana data byla nakonec pienesena do programu Excel, kde byla nasledné

zpracovana.
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4 VYSLEDKY

Pro testovani jednotlivych protokold pro zpracovani vzorkd bylo piipraveno
10 modelovych vzorkd plazmy se snizujici se koncentraci mesocainu (Obr. 11). Tyto
vzorky byly zpracovany pomoci Ctyf raznych protokolt: A-iST, iST, SP3 a FASP.
Nasledné byla provedena LC-MS analyza, béhem které byl kazdy vzorek analyzovan
dvakrat. Vzorky z A-iST, iST a SP3 protokold byly analyzovany na LC-MS sestaveé
s Orbitrapem Elite. Vzorky z FASP protokolu byly nakonec analyzovany na LC-MS
sestavé s Orbitrapem Exploris 480 z divodu feSené opravy Orbitrapu Elite. Ziskana data
byla déle zpracovana a analyzovana v programech MaxQuant, Perseus, Skyline a Excel

(Obr. 12).

—
/ ¢
AST o
. —
\ - m/z
Vzorek / LC-MS analyza Analyza dat
\ iST / /
ch
SP3
FASP

Obr. 12: Modelové vzorky plazmy se snizujici se koncentraci mesocainu byly zpracovany pomoci
Ctyt ruznych protokoli. Prvni protokol zahrnoval precipitaci proteinti acetonem a jejich
nasledné stépeni ve Spickach (A-iST). Druhy protokol zahrnoval S$tépeni proteint
ve Spickach (iST). Trteti protokol zahrnoval pfecisténi proteind a jejich Stépeni
na paramagnetickych kulickach (SP3). Ctvrty protokol zahrnoval pieisténi proteini
a jejich nasledné stépeni na filtru (FASP). Zpracované vzorky byly podrobeny LC-MS
analyze. Ziskana data byla dale zpracovana a analyzovana. Vytvofeno pomoci
BioRender.com.
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Jednotlivé vzorky z protokoli byly vyhodnoceny a porovnany na zakladé
nasledujicich parametri: procentualni peptidovy vytézek, pocet identifikovanych
proteint a peptid, primérné sekven¢ni pokryti proteind, relativni distribuce peptidu
s vynechanymi S$tépnymi misty po enzymovém Stépeni. Pro tyto parametry byla
vyhodnocena reprodukovatelnost na zékladé variacniho koeficientu. Jako posledni byla

vyhodnocena pfitomnost a relativni mnozstvi mesocainu ve zpracovanych vzorcich.

Béhem pripravy vzorki doslo ke ztraté vzorku 6 u FASP protokolu a vzorku 10 u iST
a SP3 protokolu, proto nebyla data z t€chto vzorkt zahrnuta do vyhodnoceni vysledku.

Jako prvni parametr byl vyhodnocen procentualni peptidovy vytézek (Obr. 13), ktery
byl urCen z poméru mnozstvi peptidii ve vzorku ziskanych po precisténi a vstupniho
mnozstvi proteind piitomného v ptivodnim vzorku (50 pg). Peptidové mnozstvi bylo
stanoveno pomoci BCA metody. Tento parametr vychazel srovnatelné u vSech protokola
okolo 40 %. Nejvice ziskanych peptidi a nejnizsi variabilita byla u iST protokolu (44,0
% a 7,9 %). Nejméné ziskanych peptidi a nejvyssi variabilita byla u A-iST protokolu
(37,3 % a 11,8 %). U SP3 a FASP protokola bylo ziskano 40,8 % a 38,5 % peptidového
vytézku a jejich variabilita byla 10,9 % a 10,6 %.

Peptidovy vytézek [%]

A-iST
iST
SP3

FASP

Obr. 13: Nagrafu je vynesen procentudlni peptidovy vytézek, ktery byl uren z poméru mnozstvi
peptidu ve vzorku ziskanych po pfecisténi a vstupniho mnozstvi proteint pritomného
v puvodnim vzorku (50 pg) napfic testovanymi protokoly (A-iST, iST, SP3, FASP). Pocet
vzorkl u A-iST protokolu bylo 10 a u iST, SP3 a FASP protokolii bylo 9. Chybové usecky
predstavuji hodnotu SD.

41



Dale byl vyhodnocen pocet identifikovanych proteini (Obr. 14 A) a peptidi
(Obr. 14 B). Proteiny a peptidy nachazejici se ve zpracovanych vzorcich byly
identifikovany z dat ziskanych béhem LC-MS analyzy, které byly provyhledany
v programu MaxQuant. Vysledky z provyhledani ve formé textovych soubort byly
nahrany do programu Perseus. Pro informace o poctu identifikovanych proteint byl
nahran soubor proteinGroups.txt. Pro informace o poctu identifikovanych peptidi byl
nahran soubor peptides.txt. Ziskané hodnoty byly nasledné zprimérovany pro kazdy
protokol a vyneseny do grafu (Obr. 14). Pocet identifikovanych proteint se ve vzorcich
pohyboval vrozmezi 190-300. Nejvice proteini bylo identifikovano ve vzorcich
zpracovanych FASP protokolem s druhou nejnizsi variabilitou (298, 1,4 %), zatimco
u ostatnich protokold bylo identifikovano okolo 200. Nejméné proteini a s nejnizsi
variabilitou bylo identifikovano ve vzorcich zpracovanych SP3 protokolem (193, 1,2 %).
U A-iST aiST protokolt bylo identifikovano 216 a 197 proteint s variabilitou 3,2 %
a 3,4 %. PocCet identifikovanych peptidu se ve vzorcich pohyboval v rozmezi 1900-3100.
Podobné jako v ptipadé predchoziho parametru i zde byl identifikovan nejvyssi pocet

peptidi s nejnizsi variabilitou u vzorkl zpracovanych FASP protokolem (3001, 1,1 %).
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Obr. 14: Na grafech je vynesen prumérmy pocet identifikovanych proteinia (A) a peptida (B)
identifikovanych v modelovych vzorcich plazmy s mesocainem zpracovanych
testovanymi protokoly (A-iST, iST, SP3,FASP). Pocet vzorkti u A-iST protokolu bylo 10
auiST, SP3 a FASP protokola bylo 9. Chybov¢ tsecky predstavuji hodnotu SD.
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Ve zbylych vzorcich se tato hodnota pohybovala kolem 2000. Nejméné peptidi bylo,
stejné jako v piipadé poctu proteind, identifikovano ve vzorcich zpracovanych SP3
protokolem (1936) s variabilitou 1,1 %. Ve vzorcich zpracovanych A-iST aiST
protokolem bylo identifikovano 2308 a 2096 peptidu s variabilitou 2,3 % pro oba
protokoly.

Ctvrtym vyhodnocovanym parametrem bylo primérné sekvenéni pokryti proteind. Pro
informace o primérném sekvenénim pokryti proteinii ve vzorcich byl nahran soubor
proteinGroups.txt do programu Perseus. Pro vypocet pruimémého sekvencniho pokryti
proteint byl proveden soucet hodnot sekven¢niho pokryti proteint, ktery byl vydélen
poctem identifikovanych proteinti v daném vzorku. Ziskané procentualni sekvencni
pokryti bylo vyneseno do grafu (Obr. 15). Hodnota sekvencniho pokryti byla u vSech
protokolt piiblizné 25 %. Nejvyssi sekvencni pokryti bylo u protokolu FASP protokolu
(26,90 %), nejnizsi sekvencni pokryti bylo u SP3 protokolu (24,50 %). Variabilita byla
pro oba protokoly 1,5 %. U A-iST aiST protokolti byly hodnoty sekven¢niho pokryti
25,86 % a 25,60 % s variabilitou 1,1 % a 1,7 %.
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Obr. 15: Graf znazomuje primémé sekvencni pokryti proteini v modelovych vzorcich plazmy
s mesocainem zpracovanych testovanymi protokoly (A-iST, iST, SP3, FASP). Pocet
vzorkl u A-iST protokolu bylo 10 a u iST, SP3 a FASP protokolii bylo 9. Chybové usecky
predstavuji hodnotu SD.
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Patym sledovanym parametrem byla relativni distribuce peptidd s vynechanymi
Stépnymi misty po enzymovém Stépeni (Obr. 16). Pro urCeni tohoto parametru byly
nejprve v programu Perseus z celkového poctu identifikovanych peptidi odfiltrovany
peptidy identifikované na zakladé reverzni sekvence a oznaCené jako potencialni
kontaminanty. Nasledné byly peptidy vyfiltrovany na zakladé informaci o vynechanych
Stépnych mistech. PocCet peptidi bez vynechaného Stépného mista as 1, nebo
2 vynechanymi §tépnymi misty byl vydélen celkovym poctem peptidi — timto zplisobem
byla vypocitana relativni distribuce té€chto peptidi. Praimérna hodnota relativni distribuce
peptida bez vynechaného stépného mista a s 1, nebo 2 vynechanymi §tépnymi misty pro
jednotlivé protokoly byla vynesena do grafu (Obr. 16). Relativni distribuce peptida bez
vynechaného stépného mista se napfi¢ protokoly pohybovala kolem 80 %. Nejvyssi
zastoupeni peptidi bez vynechaného §tépného mista bylo u FASP protokolu (86 %),
naopak nejnizsi zastoupeni peptidi bez vynechaného $t€épného mista bylo u A-iST
protokolu (77 %). U iST a SP3 protokoli bylo zastoupeni peptidi bez vynechaného
Stépného mista 80 % a 84 %.
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Obr. 16: Graf znazomiuje relativni distribuci peptidi s vynechanymi St€épnymi misty
po enzymovém S§tépeni v modelovych vzorcich plazmy s mesocainem zpracovanych
testovanymi protokoly (A-iST, iST, SP3, FASP). Pocet vzorka u A-iST protokolu bylo
10 auiST, SP3 a FASP protokolu bylo 9.
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Dale byla vyhodnocena reprodukovatelnost jednotlivych protokold podle péti vyse
zminénych parametri na zaklade vypocitaného variacniho koeficientu (Obr. 17). U vSech
Ctyfech protokoltd byla pro vSechny sledované parametry hodnota variacnich koeficientd

niz$i nez 20 %.
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Obr. 17: V grafu je srovnana reprodukovatelnost A-iST, iST, SP3 a FASP protokolu dle hodnot
varianich koeficientu pro sledované parametry: procentualni peptidovy vytézek (%
peptidovy vytézek), pocet identifikovanych proteinu (# proteinti), pocet identifikovanych
peptidu (# peptidi), sekvenéni pokryti (SC), relativni distribuce peptidu bez vynechané¢ho
mista (MC-0), s jednim vynechanym §tépnym mistem (MC-1) a se dvéma vynechanymi
Stépnymi misty (MC-2). Pocet vzorkd u A-iST protokolu bylo 10 a uiST, SP3 a FASP
protokoli bylo 9.
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Jako posledni byla vyhodnocena piitomnost a relativni mnozstvi mesocainu
ve zpracovanych vzorcich (Obr. 18). Pro ucely zjisténi relativniho mnozstvi mesocainu
ve vzorku byly pomoci programu Skyline exportovany plochy pod kiivkou pro mesocain
a pro vSechny identifikované peptidy a mesocain (celkova intenzita ve vzorku). Relativni
mnozstvi mesocainu bylo uréeno z poméru plochy pod ktivkou pro mesocain a celkovou
intenzitu ve vzorku. U vSech protokold byl mesocain detekovan ve zpracovanych
vzorcich 1-4, zatimco ve vzorcich 5-10 nebyl detekovan. Obsah mesocinu v vzorcich
1-4 byl ptimo iumérny mire fedéni mesocainu v pivodnim roztoku. Nejmensi relativni
mnozstvi mesocainu obsahovaly vzorky zpracované A-iST aiST protokoly, kdy byla
hodnota pro vzorek 1 0,113 % a 0,012 %. Vyssi relativni mnozstvi mesocainu (0,202 %
pro vzorek 1) obsahovaly vzorky zpracované SP3 protokolem. Nejvyssi relativni
mnozstvi mesocainu bylo obsazeno ve vzorcich zpracovanych FASP protokolem

(0,367 % pro vzorek 1).
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Obr. 18: Na grafu je znazomnén relativni obsah mesocainu v modelovych vzorcich plazmy
s mesocainem zpracovanych testovanymi protokoly (A-iST, iST, SP3, FASP). Pocet
vzorkl u A-iST protokolu bylo 10 a u iST, SP3 a FASP protokolii bylo 9. Chybové usecky
predstavuji hodnotu SD.
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S DISKUSE

V ramci této diplomové prace byla feSena problematika kontaminace tukové tkané
mesocainem. Mesocain je lokalni anestetikum bézné pouzivané pii biopsii tukové tkang.
Misto pro jeho aplikaci se nachazi v blizkosti mista ur¢eného pro odbér tukové tkan€,
proto se vyskytuje i v odebrané tukové tkani. Tato externi kontaminanta zpusobuje
iontovou supresi peptidi v Case eluce mesocainu béhem LC-MS analyzy vzorkl tukové
tkané. Lokalni anestetika jsou bézné pouzivana pro biopsie riznych druhti tkani za ucelem
znecitlivéni mista odbéru. Tyto externi kontaminanty mohou zistat v odebrané tkani
a dale ovliviiovat vSechny Casti zpracovani vzorku a LC-MS analyzy. Dosud nebyla
publikovana zadna prace pojednavajici o problematice kontaminace bioptickych tkani
lokalnimi anestetiky, jejich vlivu na LC-MS analyzu a moznostech jejich odstranéni.
Nicméng¢ vliv lokalnich anestetik by nemél byt v ramci pfipravy vzorku a LC-MS analyzy

bioptickych vzork opomijen.

Cilem této diplomové prace bylo nalézt takovy protokol pro piipravu proteomickych
vzorku, ktery by zajistil odstranéni mesocainu ze vzorku a ktery by byl dale vhodny pro
zpracovavani vzorki tukoveé tkan€. Pro testovani vybranych protokolt (A-iST, iST, SP3,
FASP), které jsou zalozeny na odlisnych principech zpracovani vzorku, byly pfipraveny
modelové vzorky plazmy se snizujicim se mnozstvim mesocainu. VSechny testované
protokoly vykazovaly reprodukovatelné vysledky pro sledované parametry (procentualni
peptidovy vytézek, pocCet identifikovanych proteini a peptidi, prumémé sekvencni
pokryti proteint, relativni distribuce peptidi s vynechanymi S§té€pnymi misty
po enzymovém S§tépeni), nicméné zadny znich nebyl dostate¢né ucinny pro uplné

odstranéni mesocainu ze vzorku.

Navrzené parametry byly vyuzity k porovnani jednotlivych testovanych protokolt.
Nejvyssi procentualni peptidovy vytézek byl u iST protokolu, protoze zahrnoval nejméné
kroki béhem piipravy vzorkl, kde by mohlo dochazet ke ztraté proteinu a peptidi.
Nejvyssi pocet proteint a peptidi byl identifikovan u FASP protokolu oproti zbylym tfem
testovanym protokolim. Vzorky z A-iST, iST a SP3 protokola byly méfeny na Orbitrapu
Elite, kdezto vzorky z FASP protokolu byly méfeny na Orbitrapu Exploris 480 z divodu
opravy Orbitrapu Elite. Vys$si pocet identifikovanych proteint a peptidi u FASP
protokolu byl zptisoben méfenim na novéjsi LC-MS sestave. Srovnatelné hodnoty poctu
identifikovanych proteinti a peptidii mezi iST, SP3 a FASP protokoly byly pozorovany

iustudie Varnavides et al., 2022 provedené na bunécnych lyzatech. Rovnéz u studie

47



provedené na vzorcich listd z Arabidopsis thaliana byl pocet identifikovanych proteind
a peptida u SP3 a FASP protokolt podobny (Mikulasek et al., 2021). Také u studie Mayr
et al., 2024 provedené na bunécnych lyzatech byly poCty identifikovanych proteind
a peptidi mezi SP3 a FASP protokoly podobné, nicméné u FASP protokolu byly
pozorovany vys$i hodnoty. Naopak u studie Sielaff et al., 2017, ktera byla rovnéz
provedena na bunécnych lyzatech, byl nejvyssi pocet identifikovanych proteina a peptida
u iST protokolu v porovnani s SP3 a FASP protokoly. Pocty identifikovanych proteint
a peptida u iST, SP3 a FASP protokolt jsou tedy srovnatelné i pii zpracovani raznych
typt vzorki. Z hlediska sekvenéniho pokryti proteini ve vzorcich byly testované
protokoly srovnatelné. Sekvencni pokryti uiST a FASP protokoli bylo srovnatelné
i ve studii provedené na vzorcich slin (Zhang et al., 2020). Z hlediska relativni distribuce
peptidi s vynechanymi §t€pnymi misty po enzymovém Stépeni byl nejlépe hodnocen
FASP protokol, kde bylo nejvyssi zastoupeni peptidi bez vynechaného $tépného mista,
coz mohlo byt zpusobeno dels§im Casem §té€peni (pfes noc). U zbyvajicich tii protokola
bylo naopak vyssi zastoupeni peptidi s 1 a 2 vynechanymi S$tépnymi misty, coz bylo
zpusobeno krat§im Casem Sté€peni (3 h). Ve studii Varnavides et al., 2022, kde byla délka
enzymového Sté€peni trypsinem 20 h u vsech protokolti, bylo pfi porovnani iST, SP3
a FASP protokold naopak nejvyssi zastoupeni peptidu bez vynechaného §t€pného mista
u iST protokolu a u FASP protokolu byla tato hodnota druha nejvyssi. Ve studii Mayr
et al., 2024, kdy enzymové §tépeni smési enzymu trypsin/ LysC probihalo pfes noc, byla
relativni distribuce peptida bez vynechaného §tépného mista u FASP protokolu vyssi nez
u SP3 protokolu. Enzymové Stépeni muze byt ovlivnéno délkou Stépeni a typem

pouzitych enzymi.

Vsechny testované protokoly vykazovaly z hlediska vySe zminénych péti parametrt
dobrou miru reprodukovatelnosti, kdy byl variacni koeficient mensi nez 20 %. Dobra mira
reprodukovatelnosti na zdkladé hodnot proteinové abundance byla také pozorovéana
ve studiich na bunécnych lyzatech srovnavajicich iST, SP3 a FASP protokoly (Sielaff
et al., 2017; Varnavides et al., 2022) a iST a FASP protokoly (Zhang et al., 2020). Dobra
mira reprodukovatelnosti byla na zakladé hodnot proteinové abundance prokazana i pfi
srovnani SP3 a FASP protokolti provedenych na vzorcich listd z A. thaliana (Mikulasek

et al., 2021). Vysoka mira reprodukovatelnosti na zakladé poctu identifikovanych
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proteint a peptidi byla vyhodnocena také u studie Mayr et al., 2024 u SP3 a FASP
protokolt provedenych na bunéénych lyzatech. Testované protokoly maji vysokou miru

reprodukovatelnosti napfi¢ riznymi typy vzorku.

Z vyse popsanych vysledka vyplyva, ze je obtizné najit univerzalni protokol pro
ptipravu proteomickych vzorku, ktery by mél ve vSech sledovanych parametrech nejlepsi
vysledky. Jako nejlepsi protokol byl vybran iST protokol, protoze byl nejucinnéjsi pro
odstranéni mesocainu ze vzorku, poskytoval nejvyssi peptidovou vytéznost a byl ¢asoveé

nejmeéné narocny.

Mesocain byl detekovan ve zpracovanych vzorcich 1-4, napfi¢ vSemi protokoly.
V téchto vzorcich bylo pivodni mnozstvi mesocainu nejvyssi. Relativni mnozstvi
mesocainu ve zpracovanych modelovych vzorcich odpovidalo mife nafedéni mesocainu
ve vzorcich u vSech testovanych protokolt. Pouziti vybranych protokolt tedy nevedlo
k aplnému odstranéni mesocainu ze vzorku. Mohlo to byt zapfi¢inéno vazbou mesocainu

na proteiny a peptidy, coz je z literatury znamo (Taylor & McLeod, 2020).

Jednim z moznych feSeni by mohlo byt pouziti jiného lokalniho anestetika pii odbéru
tukové tkané, jejichz vazba na proteiny je slabsi, napt. prilocain nebo lidocain. Pouziti
takového anestetika by ovsem mohlo vést k niz§i ucinnosti lokéalni anestezie, protoze
anestetika se slabsi vazbou na proteiny maji slab$i ucinek, nez anestetika se silngjsi
vazbou na proteiny (Taylor & McLeod, 2020). AvSak ani pii pouziti jiného anestetika
neni zarucCené, ze by nedochazelo k ovlivnéni analyzy vzorku. Druhou moznosti je viibec
nepouzivat lokalni antestetikum pfed odbé&rem, coz by pro pacienta znamenalo, Ze by byl
odbér tukové tkané vice bolestivy. Treti moznosti by mohl byt odbér tukové tkané
v celkové anestesii, kdy by se pouzité anestetikum nedistribuovalo pfimo do mista, odkud
je vzorek tukové tkané odebiran, nicméné celkova anestesie je pro pacienty daleko vice
zat&ujici a rizikova nez lokalni anestesie. Ctvrtou moznosti by mohlo byt vyzkouseni
jinych protokolt pro pfipravu proteomickych vzorkd ajejich modifikace. DalSim
moznym feSenim by mohlo byt vyuziti metody ,high-field asymmetric waveform ion
mobility spektrometry“ (FAIMS). Vétsina kontaminant vyskytujicich se v proteomickych
vzorcich je jednonasobné nabitych, které se pomoci této metody odfiltruji a dale vstupuji
pouze vicenasobné nabité ionty, které jsou nasledné méfené pomoci hmotnostni

spektrometrie (Frankenfield et al., 2022).
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Pro testovani vybranych protokolt byly pouzity piipravené modelové vzorky plasmy
o klesajicim mnozstvi mesocainu a ne tukova tkan hned z nékolika divodi. Jednak
se béhem biopsie tukové tkané odebira piiblizné 5-40 mg tukové tkané, coz je pomérné
malé mnozstvi, navic k diagnostice je ro¢né€ zasilano pfiblizn€ deset vzorkt. Mnozstvi
tukové tkané, které by mohlo byt pro testovani pouzito, je tedy zna¢né omezené. Dal§im
divodem je nedefinované mnozstvi mesocainu v bioptické tukové tkani, které se muze
mezi vzorky lisit v disledku jeho odlisné distribuce ve tkani a jeho pouzitého mnozstvi
pro ucely lokalni anestezie. Nicméné pro protokoly, které by se osvéd¢ily na modelovych

vzorcich plazmy s mesocainem, bylo v planu vyzkouset i na vzorcich tukové tkané.

V ramci této diplomové prace nebyl nalezen protokol, ktery by odstranil mesocain
z modelovych vzorka. Jako nejlepsi byl vyhodnocen iST protokol podle nejvyssi
ucinnosti odstranéni mesocainu ze vzorku, nejvyssi peptidové vytéznosti a nejmensi

¢asoveé naro¢nosti.
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6 ZAVER

V ramci teoretické Casti diplomové prace byly shrnuty poznatky o amyloidoze, vzacném
onemocnéni, které je charakterizované ukladanim patologickych proteina ve tkanich, coz
nasledné vede k poskozeni a selhani organd. Dale byly uvedeny rizné typy amyloidozy

a laboratorni metody pouzivané k pritkazu amyloidu a jeho typizaci.

V ramci praktické ¢asti diplomové prace bylo cilem nalézt vhodny protokol pro
pfipravu proteomickych vzorkd ztukové tkan€, ktery by odstranil kontaminaci
mesocainem. K tomuto ucelu byly pfipraveny modelové vzorky plazmy s mesocainem,
na kterych byly vyzkouSeny Ctyfi protokoly pro pfipravu proteomickych vzorka: A-iST,
iST, SP3 aFASP. VSechny Ctyfi testované protokoly vykazovaly srovnatelné
a reprodukovatelné vysledky pro pét sledovanych parametrii (procentualni peptidovy
vytézek, pocet identifikovanych proteina a peptidl, primérné sekvencni pokryti proteind,
relativni distribuce peptidi s vynechanymi S§t€pnymi misty po enzymovém S$tépeni).
Avsak protokol, ktery by uplné odstranil mesocain ze vzorku, se nepodafilo nalézt.
Do budoucna by bylo vhodné provést dalsi studie s cilem najit vhodné feSeni externi
kontaminace lokalnimi anestetiky u proteomickych vzorka, aby nedochazelo k ovlivnéni

zpracovani vzorku a LC-MS analyzy.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU ZKRATEK

A amyloidni fibrilarni protein (protein A)

AA amyloiddza odvozena od sérového amyloidu A

ACN acetonitryl

AGC Automatic Gain Control

A-iST protokol s proteinovou precipitaci acetonem s naslednym zpracovanim

pomoci iST protokolu

ANS autonomni nervova soustava

apoAl apolipoprotein A-I

apoAlIV apolipoprotein A-IV

apoE apolipoprotein E

BCA bicinchoninova metoda

BSA hovézi sérovy albumin

C18 silica s navazanymi oktadecyly

CAA 2-chloroacetamid

CID kolizné idukované disociace — ,,Collision-Induced Dissociation™

CNS centralni nervova soustava

DB pufr pro Stépeni — , digest buffer*

dH>O demineralizovana voda

DTT dithiothreitol

ESI ionizace elektrosprejem — , Electrospray lonization®

EtAc ethylacetat

FASP ,filter-aided sample preparation™ protokol — protokol pro §t€peni proteint
na filtru

FDR korekce typu ,,false-discovery rate*

FFPE fixovany formalinem zality parafinem

h dédicny — , hereditary*

HCD vysokoenergetickd kolizni disociace — , Higher-Energy Collisional
Dissociation*

HCI kyselina chlorovodikova

HDL lipoprtein s vysokou hustotou —, High-density lipoprotein®

IAA iodoacetamid

Ig LC imunoglobulinové lehké fetézce — ,,immunoglobulin light chains*
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IgG

Ins

iST
LC-MS
Lys-C
m/z
MS/MS
NaOH
NH+OH
p.
p-mel
PNS
SAA
SDB-RPS
SDC
SDS
SP3

TCEP
TFA

TTR
UA
UIP

wt

imunoglobuliny typu G

insulin

,,in StageTip™“ protokol — protokol pro Stépeni proteint ve Spicce
kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
lysozym C (EC 3.4.21.50)

pomeér hmotnosti iontu ku jeho naboji

tandemova hmotnostni spektrometrie

hydroxid sodny

hydroxid amonny

prekurzor

melanocytarni protein

periferni nervova soustava

sérovy amyloid A

styren-divinylbenzenovy kopolymer na membranovém extrak¢nim disku
deoxycholat sodny

dodecylsulfat sodny

,single-pot,  solid-phase-enhanced sample preparation‘
— protokol pro §tépeni proteint na paramagnetickych kulickach

protokol

tris(2-carboxyethyl)fosfin hydrochlorid

kyselina trifluoroctova Tris
propandiol

2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-

transthyretin

kyselina moc¢ova — ,,uric acid®
univerzalni indikéatorovy papirek
varianta — ,, variant®

nativni, nemutovany typ proteinu —, wild type*

57



