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Souhrn

Proteomika se zabyva hromadnym studiem prateifejich vlastnosti, igdevsim struktury a
funkce. V medicit byva vyuzivana pro analyzu fungovani tkani a oigénzdravi a nemoci
a hledani biomarkér Metody zahrnuji fipravu vzorku, sepatai techniky a hmotnostni
spektrometrii. ProtoZze neexistuje univerzalni matpdo analyzu libovolného biologického
vzorku, proto analytické techniky vyZaduji optinzalci pro konkrétni typ vzorku a
poZzadované vystupy.

Cilem prace bylo vytvigt metodické postupy a vyhodnotit proteomické vgkle ve dvou
vyzkumnych rovinach: experimentalni a klinické. mreast prace obsahuje experimenty
vyuZivajici proteomiku pro studium zmy proteomu plazmy v klinicky relevantnim préise
modelu sepse vyvolané peritonitidou. Proteomickéalyay byly rovréz vychozi
metodologickou strategii v experimentech Zgnych na fyziologii ledvin a patofyziologii
akutniho poSkozeni ledvin vi¢hu sepse. Analyzou biopsii ledvin byl sledow&sovy
pribéh zmen proteomu zfisobeny sepsi a chirurgickym zasahem. Ve di#tsé dizertani
prace jsou zahrnuty prace zabyvajici se biokomitigdilo mimotélnich aiistovacich metod.
Byla pipravena metoda pro analyzu proteininteragujicich s povrchem kapilar
hemodialyzatar a s adsorbenty systému nahrady funkce jater. Aoaly proteiri
adsorbovanych na polysulfonové kapilary dialyzatobyla identifikovana aktivace
komplementu jako proces vyznamny v biokompatibiiialyzatof.

Summary

Proteomics is the large-scale study of proteinstiquéarly their structures and functions.
Proteomics has been utilized in medicine for ingesion of disease mechanisms and
biomarker discovery. Instrumental methods cover@anpreparation, protein and peptide
separation and mass spectrometry. At present, ihere proteomic method that can be used
as universal for every sample. Analytical methoéedcto be adapted and optimized for
certain samples.

The aim of this work was to create methodic procesluand to interpret results of
experimental and clinical research. The first pdrthe thesis includes experiments utilizing
proteomics to study changes in the plasma protedmeally relevant porcine model of
sepsis-induced peritonitis. Proteomic analyzes \aége starting methodological strategies in
experiments aimed at kidney physiology and pathsioiygy of acute kidney injury during
sepsis. Renal biopsies were analyzed in orderuyshe time course of proteome changes
caused by sepsis and surgery. The second pareah#sis contains experiments studying
biocompatibility. A method for elution of proteinsiteracting with adsorbents used in
extracorporeal liver support system and with hemlgder capillaries was prepared. Analysis
of proteins adsorbed to polysulfone capillariesntdeed complement activation as an
important process involved in hemodialyzer biocotiyiléy.



1. UVOD A SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Dysfunkce orgéin jsou komplexni a zavazné stavy nastévajici igletiku akutnich a
chronickych onemocmi. Porozumini mechanisriiim, identifikaci biomarker a validace
acinku lécby miZze pomoci k vyvoji specifické &by a zlepSeni prognozy paciéipt].
Proteomika je soubor technikiigtupi a koncepi, které usiluji o kvantitativni a kvalitativni
popis a porovnani proteomu. Jako proteom secga&ompletni sada proteirvéetns jejich
izoforem a posttranstaich modifikaci nachazejici se v konkrétnim okamzkdaném
organismu, tkani nebo hoe. Moderni proteomické technologie umoj identifikaci a
kvantitativni hodnoceni v idealninfipadt vSech proteit piitomnych ve vzorku a umaéa;ji
ziskat vice informaci, nez metody z&ené na sledovani definované sady afdRt.
Proteomika se snazi analyzovat strukturu a kvantealre vSech proteih obsazenych
v konkrétnim okamziku v daném organismu, tkani netiece. Vyuziva k tomu biochemické
separéni metody, hmotnostni spektrometrii a bioinformiadic nastroje. V saiasnosti
neexistuje jedna univerzalni proteomicka metodakeydtelnd na jakykoliv biologicky
material a je proto nezbytné vybrat d&izptsobit z mnoha zisohi pripravy vzorku,
separanich a hmotnosthspektrometrickych metod ty, které poskytnou oplithaysledky
vzhledem ke studovanému problému.

Vynélez ioniz&nich technik schopnych ionizovat velké, dketvé a termolabilni molekuly
proteimi a peptid [3, 4] umoznil vyuZziti hmotnostni spektrometrieakalyze struktury
proteini a posttransknich modifikaci. V soéasnosti jsou pouzivany a rozvijeny metody
kvantitativni analyzy proteofn pomoci hmotnostni spektrometrie. Jejich paramgtou
dostaténé ktomu, aby bylo mozné kvantifikovat proteinydastaténou specificitou
v komplexnich srsich v dynamickém rozsahu azdsl [5].

V sowasnosti se proteomika v medi€inplatiuje v oblastech vyzkumu fyziologie tkani,
orgari ve zdravi a nemoci, hledani a validaci biomatker pro vyvoj novych lék F¥i
vyzkumu fyziologického a patofyziologického fungovékani a orgahje snaha identifikovat
CO nejvice proteii piitomnych v daném systému, prozkoumat jejich stmukta vzajemné
interakce a navrhnout fungovani metabolickych drRdmoci metod pro relativni kvantifikaci
je mozné porovnat expresi protéirmezi rékolika stavy, pipadré v riznych ¢asovych
okamzicich. Nastroje bioinformatiky umiagi zasadit vysledky do kontextu a navrhovat
modely fungovani metabolickych drah. ¥Yigad hledani biomarkér je podstatnowasti
standardizace metod, kvantifikace relativni i absol pomoci syntetickych viiitich
standard. Aplikace proteomiky P experimentech na modelovych organismech pdizem
prispét k pochopeni mechanigmchorob, k identifikaci biomarkér a testovani novych
zpasoh lécby.

Proteomika urazila cestu od publikovani sezihamentifikovanych proteitd k detailni
vysokovykonné kvantitativni charakterizaci protéom integraci s dalSimi metodami (fap
genomika [6], metabolomika [7]).

1.1.Biologické vzorky vyuzitelné pro proteomiku

Pro proteomickou analyzu jsou vyuzZivany tkém €Ini tekutiny. Z rozdilné struktury a
chemického slozeni tkani &lrich tekutin, chemického sloZzeni a dynamickéhosabm
koncentraci proteihv tkdnich adnich tekutinach vyplyva nutnost vyuziti Sirokéhmektra
analytickych metod pro uggnou proteomickou analyzu.



1.1.1. Télni tekutiny

Télni tekutiny gedstavuji dlezity zdroj proteifi s niZsi invazivitou odisu oproti tkaovym
vzorkim. Pomoci proteomiky bylo analyzovano Siroké spektilnich tekutin [8-10] .
Proteom plazmy zahrnuje kr@mabundantnich protein (nag. albumin, transferin) také
proteiny vylwované tkasmi, imunoglobuliny, proteinové a peptidové hormamyytokiny.
Proteom plazmy a séra je ovlsm mnoha preanalytickymi faktory, zejména volbou
antikoagulantu, variabilitogasu srazeni, hemolyzou, rychlostissem centrifugace, teplotou
uloZzeni a opakovanymi cykly zmrazeni a rozmrazerdrku [11]. Sérum je kvalitativn
odliSné od plazmy v tom, Zegqvaznacast fibrinogenu je fgménéna na srazeninu fibrinu a
spolu s destkami odstrasna. Proteom séra je ovligm zejména dobou srazeni, rychlosti
odsted’ovani odstragni fibrinové srazeniny, a teplota skladovani a pyod zkumavkami
pro skEr materialu [12]. Rozsah koncentraci individuélngecbteini v plazné dosahuje 10-12
fadi a abundantni proteiny plazmy (damlbumin, transferin) fiedstavuji vice nez 99%
hmotnostniho podilu proteainv plazng. Techniky odstrgujici abundantni proteiny jsou
vyuZzivany pro zlepSeni detekce biomatkemplazne [13].

Mo¢ obsahuje proteiny po ultrafiltraci plazmy a pratepochazejici z organi¢astnicich se
na jeji tvorlg a vylwovani. Proteom nio poskytuje informace o fyziologii a patofyziologii
ledvin, a miize byt vyuzit pro detekci biomarKerchorob ledvin [14]. Htomnost
abundantnich proteinznesnatiuje detekci proteiin s nizkymi koncentracemi [15]. Slozeni
proteomu moi se neni v zavislosti natase odbru, dieg, télesné zatzi a zdravotnim stavu
[16]. Zpracovani m& pied proteomickou analyzou obvykle vyZzaduje odsinamonti soli
pomoci SPE, precipitace nebo dialyzy [10]. Vyznanmiiyoj biomarkek predstavuji také
peptidy v mai [17].

Hemodialyzat a ultrafiltrat z miménich aistovacich metod mohou poskytnout informaci o
uremickych toxinech hromadicich se v kndii poruse funkce ledvin [18]. Tyto roztoky
vyZzaduji zakoncentrovani a odstéan elektrolyfi nag. dialyzou nebo precipitaci
organickymi rozpougtlly.

1.1.2. Tkané

Analyzou tkani nizeme zachytit zény metabolickych a signalnich drahizpbené nemoci a
vytipovat proteiny vhodné jako cile terapie. Ziskéicare je invazivni proces a dostupnost
vzorka tkani od pacietiit je tedy omezena. S vyvojem citljgich analytickych metod je
moZzné analyzovat biopsie [19].

Zpracovani zahrnuje homogenizaci tkéam extrakci protei. Pouzité metody do jisté miry
zavisi na analytické technice pouzité pro dalSicipr& piipadt zkoumani rozpustnych
proteinovych komplek je nutné pracovat s detergenty, které jsou schagmiyibilizovat
komplexy bez disociace (nap N-dodecyl-beta-D-maltosid). Pro ¢téinu  aplikaci
vyuZivajicich dvojrozrérné elektroforézy jsou vyuzivany pufry obsahuji@ndturujici a
reduléni ¢inidla [20]. Membranové proteiny jsou obt&dostupné a pro jejich ziskani jsou
nutné komplikované solubilizai postupy [21]. B pfipraw vzorku pro metody zaloZené na
spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni tspeietrie pak je cilem proteolyticky
rozSepit proteiny vzorku na peptidy s co n&%im &inkem [22]. Techniky pro zpracovani
velmi malych mnoZstvi vzotk s fadow mikrogramovymi mnozstvimi protein mohou
umoznit analyzu proteomu tkévych biopsii [23].



1.1.3. Subcelularni organely

Protoze poet individualnich proteiln a dynamicky rozsah jejich koncentradiekrauje
moznosti stavajicich analytickych metod, proto @dné snizit komplexitu vzork@astym
zpisobem je izolace subceluladrnich organel [24]. Armaly izolovanych organel lze
dosahnout lepSiho pokryti jejich proteomu, protggeu odstraény abundantni proteiny
(napr. cytoplazmy). Flkladem hoj& pouzivaného postupu je separace mitochondrii pomoc
diferencialni centrifugace. Pomoci série centrifueh kroki sedimentuji jednotlivé
organely [25]. Separace organel byla zatim vyuditanalyze proteomu mitochondrii [26],
peroxisond [27], buré¢ného jadra [28] a mikrosaim[29]. Fi analyzach proteotn takto
izolovanych subcelularnich organel js@asto nachazeny proteiny pochazejici z jinych
organel. Jsou znamyipady spojeni organel, napmembrany asociované s mitochondriemi
(mitochondria associated membranes, MAM), kdy pdnmoteinovych komplek dochazi
ke spojeni mitochondrii a endoplazmatického reéij@0]. Metody a aplikace proteomiky na
analyzu mitochondrii v ledvinach jsou shrnutyieldedovéntlanku VII.

1.2. Analytické metody v proteomice

Proteomika spoléhd na spojeni sepaich metod, hmotnostni spektrometrie a
bioinformatickych pistupi pro analyzu dat. V separdch metodach vyuZivanych
proteomikou jsou hojh zastoupeny gelové elektroforézy a kapalinova cltografie. Pro
hmotnostni spektrometrii jsou vyvijeny spektrometisteré umo#uji stale rychlejsi
identifikaci a citliwjsi detekci proteit.

1.2.1. Metody zaloZené na gelovych elektroforézach.

Dvojroznerna elektroforéza (2-DE) je kombinaci separaci paminoelektrické fokusace
(IEF) a elektroforézy na polyakrylamidovém gelu &BPAGE) pedstavuje jednu z hajn
pouzivanych technik. Po vizualizaci pomoci barveeektivrié se vazajiciho na molekuly
proteini se proteiny zobrazi jako skvrny, jejichz poloha gelu je uéena hmotnosti a
izoelektrickym bodem daného proteinu a intenzitarsk je pak umirna mnozstvi proteinu.
Po zpracovani vice vzaikze pomoci specializovanych prograporovnavat intenzitu skvrn
mezi jednotlivymi gely a tim zjistit, relativni Zmu abundance jednotlivych protéif31].
Zaclereni vnittniho standardu do elektroforetické separace zvy$emodukovatelnost.
Uspaadani DIGE, kdy vzorky a viiiti standard jsou ozdeny fluorescegnimi barvivy a
separovany na jednom gelu, zvySuje reprodukovaselseparace [32]. Mezi dalSi metody
vyuZivajici separaci na gelu panhativni elektroforéza (BN-PAGE). Principem je sgre
v pritomnosti barviva Coomassie, které se reverzibitive na proteiny a dlilije jim zaporny
ndboj. Touto separaci je mozné ziskat nativni prot® komplexy a zkoumat jejich
podjednotkové sloZeni [33]. Identifikace vybranymbteini maZze pak byt provedena pomoci
proteolytického &peni proteif v gelu [34] a analyzy vzniklych peptiggomoci hmotnostni
spektrometrie [35].

1.2.2. Metody zaloZené na kapalinovych chromatografiich

Postupy vyuZzivajici on-line spojeni kapalinového roamatografu a hmotnostniho
spektrometru jsou pouzivany s rostouci tendencdtelry jsou bez ijedchozi separace
podrobeny proteolytickému &teni, vzniklé peptidy jsou separovany kapalinovym
chromatografem. Nasledin jsou okamzi analyzovany hmotnostnim spektrometrem



piipojenym na vystup chromatografické kolony. Akveifragmenténich spekter je kibva
pro identifikaci a kvantifikaci protein[36]. Pro sloZité sisi proteirii, byly vyvinuty metody
vyuZivajici vicerozrérné chromatografické separace [37].

1.2.3. Vyuziti proteinovych ¢ipa

Proteinovétipy predstavuji rychlou metodu pro analyzu velkého mnoZatalyti sowasre
[38]. Proteinov&ipy maji vyuZziti i sledovani zrén exprese protein protein-proteinovych
interakci, hledani a validaci biomarker[39]. Metody vyuZivajici detekci pomoci
hmotnostniho spektrometru (Surface Enhanced Lassorption and lonization, SELDI),
vyuzivaji tizné typy povrch, na nichz jsou zachytavany proteiny pozadovanyabktrosti,
které jsou pak analyzovany pomoci hmotnostnihotspeletru. Jejich vyuziti je pro hledani a
validaci biomarkel [40].

1.2.4. Hmotnostni spektrometrie v proteomice

S vynélezem a rozvojem tzv.ékkych ioniz&nich technik ionizace laserem z#tpmnosti
matrice (MALDI) [3] a ionizace elektrosprejem (E9H] bylo mozné vyuzit hmotnostni
spektrometrii pro studium struktury biomolekwetre proteimi. Hmotnostni spektrometrie je
vyuzZivana pro analyzu aminokyselinové sekvence emibt véetné pripadnych
posttranslanich modifikaci a pro kvantitativni analyzy.

Metoda peptidového mapovani (peptide mass fingdipg, PMF) je nejastji pouzivana
pro proteiny separované pomoci gelovych elektrafo@elové skvrny obsahuijici protein jsou
specificky SEpeny protedzou a ztftené hmotnosti échto peptid jsou porovnavany
s hmotnostmi peptid odvozenych ze znamych sekvenci prateif85]. Tandemova
hmotnostni spektrometrie sfiga ve fragmentaci peptidového prekurzoru&ani hmotnosti
fragmenti, které pak poskytnou detailni informace o amineky®vém sloZeni peptidu a
piipadnych modifikacich [41].

Pri vyuziti vysoko&inné kapalinové chromatografie je fragmentace péptbomoci
tandemové hmotnostni spektrometriecdlia jak pro identifikaci proteiiy tak i pro jejich
kvantifikaci [42]. Zn&eni proteid nebo peptil pomoci izotopickych slaienin je provasno
pied separaci a hmotnostspektrometrickou analyzou [43]. Postupy vyuziNdiiS data bez
zna&eni sleduji intenzitu signélu prekurzoru nebotgiofragmenténich spekter daného
peptidu jako miru relativni kvantity [44].

Pro identifikaci proteii jsou po zmdfeni hmotnostniho spektra vybrany prekurzory
s intenzitou nad ditym prahem, je spu&ta jejich fragmentace a zaznamenana data [45].
Metody vyuzivajici fragmentaci prekurzow SirSim rozsahu hmotnosti (fapekverini
akvizice vSech fragmentovych spekter, SWATH) umg zachytit teoreticky fragmenty
vSech peptitl, které vstupuji do hmotnostniho spektrometru. ¥gkeém jsou digitalni mapy
fragmenténich  spekter, které Ize opako¥an interpretovat [46]. Hmotnosin
spektrometrickymi metodami monitorovani vybranyckakci (SRM/MRM) Ize cileh
stanovit peptidy s velmi vysokou citlivosti, kterge na urovni detekce pomoci
imunochemickych metod [47]. Absolutni kvantifikapemoci hmotnostni spektrometrie je
mozna s pouzitim izotopdwznaeného syntetického peptidu jako ¥niho standardu [44].



1.3.Vyuziti a potencial proteomiky v mediciné

Jednou z oblasti je zfi@vani mechanismu chorob aismbeni toxickych latek. Analyza
proteomu zachyti Udaje o 2n¢ zastoupeni proteinv pribéhu patologického stavu. Ze Zm
expresi proteit zapojenych v metabolickych drahach lze usuzovgejieh prabeh, aktivaci
nebo potl&eni [48]. Pomoci bioinformatickych nastioje mozné proteiny se zZménou
expresi graficky imo ,mapovat” nebo ipradit do znamych metabolickych a regulech
drah a tak vytvéet modely metabolismuippatologickych stavech [49]. DalSi igsreéni
mechanismi a model metabolickych drah lze dosahnout kombinaci protiekyoh a
metabolomickych dat [50]. Schopnost proteomiky ghtgm, gresném a reprodukovatelném
kvantifikaci velkého mnozstvi proteinmize @ispst k realizaci personalizované mediciny
tim, Ze poskytne vykonné diagnostick&sfupy zaloZzené na monitorovani molekularnich
fenotypi pacient [51]].

Proteomika ma velky potencial v hledani biomaiik& tim kontrastuje fakt, Ze dosud velmi
malo markeit nalezenych pomoci proteomiky je vyuzivano proikkou diagnostiku [52].
Pricinou mohou byt nedostatky v designu dosud provectergroteomickych studii. tP
provadni proteomickych analyz zaffenych na identifikaci biomarker je klicove
naplanovat kroky analyzy (definice klinického prétolu, skr a zpracovani vzotk ziskani a
analyza dat a validace vysleégi{53]. S rozvojem technologie hmotnostnich spekitt a
zlepSovanim jejich citlivosti a reprodukovatelnoge rozvijeno vyuZiti hmotnostni
spektrometrie namisto imunochemickych metod pradaai proteinovych biomarkér[54].
Studie vyuZivajici proteomiku pro vyzkum biomarkére najit v Sirokém spektru ohiof55-
57]. Velkou oblast fedstavuji studie zabyvajici se vyzkumem biomarkarcinoni [58].



2. POVODNI PRACE

Tato dizertaéni prace vychazi z komentovaného soubarwopnich experimentalnich praci a
piehledoveha@lanku, jejichz seznam je uveden nize.

2.1.Piivodni védecké prace

2.1.1. Experimentalni

I.  TUMA, Zdenék; KUNCOVA, Jitka; MARES, Jan; MATEJOVIC, Martin. Mitochondrial proteomes
of porcine kidney cortex and medulla: foundation for translational proteomics. Clin Exp
Nephrol. 2016, 20, s. 39-49. IF 2,020

. THONGBOONKERD, Visith; CHIANGJONG, Wararat; MARES, Jan; MORAVEC, Ji¥i; TUMA,
Zdenék; KARVUNIDIS, Thomas; SINCHAIKUL, Supachok; CHEN, Shui-Tein; OPATRNY, Karel Jr.;
MATEJOVIC, Martin. Altered plasma proteome during an early phase of peritonitis-induced
sepsis. Clin Sci (Lond), 2009, 116, s. 721-730. IF 5,598

.  MATEJOVIC, Martin; TUMA, Zdenék; MORAVEC, Jifi; VALESOVA, Lenka; SYKORA, Roman;
CHVOIKA, Jifi; BENES, Jan; MARES, Jan. Renal proteomic responses to severe sepsis and
surgical trauma: dynamic analysis of porcine tissue biopsies. Shock, 2016, doi
10.1097/SHK.0000000000000613. IF 3,045

2.1.2. Klinické

IV.  MARES, Jan; THONGBOONKERD, Visith; TUMA, Zden&k; MORAVEC, Jifi; MATEJOVIC, Martin.
Specific adsorption of some complement activation proteins to polysulfone dialysis
membranes during hemodialysis. Kidney international. 2009,76, s. 404-413. IF 8,563

V.  MARES, Jan; RICHTROVA, Pavlina; HRICINOVA, Alena; TUMA, Zdenék; MORAVEC, Jifi; LYSAK,
Daniel; MATEJOVIC, Martin. Proteomic profiling of blood-dialyzer interactome reveals
involvement of lectin complement pathway in hemodialysis-induced inflammatory response.
Proteomics Clin Appl, 2010, 4, s. 829-838. IF 2,956

VI. MARES, Jan; THONGBOONKERD, Visith; TUMA, Zden&k; MORAVEC, lifi; KARVUNIDIS,
Thomas; MATEJOVIC, Martin. Proteomic analysis of proteins bound to adsorption units of
extracorporeal liver support system under clinical conditions. J Proteome Res, 2009, 8, s.
1756-1764. IF 4,245
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2.2.Piivodni prehledové prace

VI.  TUMA, Zden&k; KUNCOVA, lJitka; MARES, Jan; GRUNDMANOVA, Martina; MATEJOVIC,
Martin. Proteomic approaches to the study of renal mitochondria. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub, 2016, doi: 10.5507/bp.2016.012. IF 1,200

2.3.Prace navazujici na studovanou problematiku

Vill.  CEDIKOVA, Miroslava; MIKLIKOVA, Michaela; STACHOVA, Lenka; GRUNDMANOVA, Martina;
TUMA, Zdenék; VETVICKA, Vaclav; ZECH, Nicolas; KRALICKOVA, Milena; KUNCOVA, lJitka.
Effects of the Czech propolis on sperm mitochondrial function. Evid Based Complement
Alternat Med, 2014, s. 248768. IF 1,880

IX. PAPAGIANNITSIS, Constantinos; KOTSAKIS, Stathis; TUMA, Zdenék; GNIADKOWSKI, Marek;
MIRIAGOU, Vivi; HRABAK, Jaroslav. ldentification of CMY-2-Type Cephalosporinases in
Clinical Isolates of Enterobacteriaceae by MALDI-TOF MS. Antimicrob Agents Chemother,
2014, 58, s. 2952-2957. IF 4,476
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3. LEGALNI A ETICKE ASPEKTY STUDII

VSechny experimentalni prace by§dre schvaleny etickou komisitipLékarské fakulé UK
v Plzni.

Protokoly Kklinickych studii byly schvéleny etick&omisi @i FN v Plzni a Lék#&ské fakulé
UK v PlIzni a od vSech pacignzahrnutych do studii byl ziskan informovany sosldatasti
ve studiich.

4. CILE STUDII

Mechanismy ve zdravi a nemoci pomoci proteomiky
e Vypracovat metodiku proteomické analyzy mitochodkiich protei@ pomoci

kombinace centrifugmi separace mitochondrii, dvojrogmé gelové elektroforézy a
hmotnosti spektrometrické identifikace protéinPouZzit proteomiku pro analyzu
plazmy a tk&# u praseich model sepse.

Klinické studie
* lzolovat proteiny adsorbované na &lénmaterialy a identifikovat proteiny specificky

interagujici s membranami minétitich hemopurifikénich metod.
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5. EXPERIMENTALNI PRACE

5.1.Analyza proteomu mitochondrii v ledvinach (studie I)

5.1.1. Design studie

Studie byla ufena k analyze proteomu mitochondriik a dené ledvin prasete. Pro analyzu
byly pouzity ledviny z Sesti zdravych prasat. Zd@Zedviny byl vyiznut vzorek kry a
diené a pomoci diferencialni centrifugace bylsigvaveny pislusné mitochondriélni frakce.
Proteiny mitochondrialnich frakci byly separovarg avojroznérné elektroforéze (2-DE) a
pomoci analyzy obrdizbyly hledany proteinové skvrny, jejichz intenzga liSila vice nez
dvojnasobt mezi mitochondrialni frakcithky a dent. Tyto skvrny byly vyiznuty z gel,
proteiny v nich obsaZzené byly identifikovany pomagipsinovému $peni a hmotnostni
spektrometrie. Pro detekgistoty mitochondrialnich frakci a pro &eni proteomickych
vysledki byl pouzit Western blotting.

5.1.2. Vysledky a diskuse

Mitochondrie byly izolovany pomoci diferencialnintefugace a pomoci western blottingu
byla zjiS&€na giitomnost mensiho mnozstvi protéinytosolu a jadra. Na elektroforetickych
gelech mitochondrialnich frakci bylo vybrano k itdékaci 81 proteinovych skvrn s vice nez
dvojnasobnym rozdilem v intenzit Z nich pak 41 skvrn obsahovalo mitochondrialni
proteiny; ve zbylych byly identifikovany proteinyn@oplazmatického retikula, cytoplazmy,
peroxisont a cytoskeletu. Pro validaci proteomickych dat bytavedena analyzatkolika
vybranych proteifi pomoci Western blottingu.

V mitochondrialnich frakcichiy ledvin byly wtSim mnozstvi detekovany enzymy zapojené
v beta-oxidaci, metabolismu aminokyselin, a glulaenezi. Tyto procesy jsou
charakteristické pro proximdlni tubulus a odpovideglkému zastoupeni mitochondrii
v proximalnim tubulu. NaSe data se shodovaléaw@imi pracemi, které uvadi beta oxidaci
jako prevaZzujici zdroj energie pro procesy aktivniho tpamti v proximalnim tubulu.
Proximalni tubulus je mistem reabsorpce aminokyselprimarni moi. Aminokyseliny jsou
vyuzivany jako zdroj energie nebo v syntetickychhdich. Glukoneogeneze #ik ledvin
vyuZiva substraty (aminokyseliny a laktat) resodow/v proximalnim tubulu.

v s

VVVVVV

2-oxoglutaratdehydrogenazy [59] a zvySena expresiednotky 5B cytochrom c oxidazy
v reakci na hypoxii [60]. ZvySeni expresékterych podjednotek ETS systémuide souviset
s adaptaci mitochondritein® na prostedi s nizSi dostupnosti kysliku.

Pouziti 2-DE pro studium mitochondrii tzre byt limitovano horSi detekci hydrofobnich
proteini. Rozdleni ledviny na Kru a den predstavuje nejjednodussSi tgmb redukce
komplexity. Pro detailgSi popis populaci mitochondrii v ledvindch by bylatné izolovat
segmenty nefronu. Mitochondrialni frakce obsahovalpteiny z jinych subcelularnich
organel, které mohly byt izolovany spolu s mitoctidemi nebo asociovany
s mitochondrialni membranou [61]. Komplexy obsatiujproteiny patici do jinych
subcelularnich organel jsou nachazeny v mitoch@idnixipravenych pomoci centrifugace
v hustotnim gradientu [62] a mohou tedy byt &mii mitochondrialniho proteomu¢kaliv
jsou lokalizovany na jiné organele.
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5.2.Proteom plazmy v ¢asné fazi sepse (studie II)

5.2.1. Design studie

Ve studii byl zkouman proteom plazmyi psepsi indukované peritonitidou na praseti.
Experiment byl proveden na 7 prasatech, u kterygta bndukovana sepse. ¢Bem
experimentu byla monitorovana hemodynamika, &yankysliku, oxidativni a nitrosativni
stres a dalSi parametry. Vzorky plazmy pro protetou analyzu byly odebrany ve dvou
¢asovych bodech:ipd zapéetim sepse a 12 hodin po indukci sepse. Prote@gnpt byly
separovany na dvojrozimé elektroforéze (2-DE). Bylo provedeno srovnamiaai geli za
Ucelem nalezeni protein jejichz kvantita byla ovlivena sepsi. Tyto proteiny byly
identifikovany a bylo zjiSovano jejich zapojeni v patofyziologickych procdsec

5.2.2. Vysledky a diskuse

Proteiny plazmy byly nejprve separovany pomoci 2-DEzsahu hodnot izoelektrickych
bodi (pl) 3 az 10. Bylo zji&no, Ze velkad #Sina proteid byla zobrazena v oblasti
odpovidajici pl 4 az 7. Pro dosazeni lepsiho realibyly k analyze vzotkplazmy pouzity
IPG stripy s rozsahem hodnot pl 4-7. Porovnaninazibgeli plazmy fged zapdetim sepse a
po 12 hodinach byly zji8hy zmeny relativnich intenzit u 36 proteinovych skvrn; khyly
vyfiznuty z gel a byla provedena identifikace. Celkem bylo idékdiwano 22 proteit ve 30
skvrnach se vzestupem intenzity a 5 prateiré skvrnach s poklesem intenzitytizpbeném
sepsi. \étSina proteif byla zapojena v odpédi na zast, a rékteré v oxidativnim a
nitrosativnim stresu.

Vyznam rekterych proteif lze dolie zasadit do kontextu s&asnych poznatk o
patofyziologii sepse. Protein CD14 je komponentzereeho imunitniho systému a funguje
jako koreceptor b detekci bakterialniho lipopolysacharidu. Jiziveé byl doloZzen viist
hladiny tohoto proteinu u pacienta se sepsi. Haplbag pati mezi proteiny akutni faze a je
zapojen v odposdi na oxidativni stres jako scavenger radikdl'aké vaze hemoglobin
uvolnény z erytrocytt a tim inhibuje jeho oxidativni aktivitu. Hemopexja dalSi protein
pusobici i oxidativnim stresu jako protizétiva molekula a scavenger radikaktery vaze
hem a transportuje jej do jater. ZvySena hladinatdgiobinu byla také popsana v plazm
pacienti v sepsi a zvySenda hladina hemopexinu v ptammxmySim modelu sepse. Je mozné,
Ze zvySena hladina haptoglobinti pepsi ma ochranny efekt u paciembajicich zvySenou
hladinu volného hemoglobinu v plazrf63].

Mezi limitace studie pét skut&nosti, Ze analyza byla provedena pouze v jedtdasovém
bod& po indukci sepse. Analyza vzdarlodebiranych ve vicéasovych bodech by mohla
poskytnout detailgSi informace o dynamice fioéhu sepse. PouZiti plazmy pro proteomiku
je také komplikovdno omezenym dynamickym rozsaheteldte proteitn separovanych na
2DE, kdy dochazi k zamaskovani malo abundantnichepii hojnymi proteiny plazmy.
Presto studie poskytuje prvni literarni analyzu poate plazmy u klinicky relevantniho,
velkého zvieciho modelu sepse.
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5.3.Proteom tkané ledvin v priibéhu sepse (studie III)

5.3.1. Design studie

V této studii byl sledovan proteom ledvin vap&éhu sepse. Ve studii bylo pouzito 12 prasat, u
kterych byla indukovana sepse intravenézni inflgiych bakterii a 5 zvat v kontrolni
skupirg, kterd podstoupila pouze anestezii a ofi@radsah. Verechcéasovych bodech {pd
pocatkem sepse, po 12 hodinach a po 22 hodinach atkdéedsepse) byly odebrany biopsie
kary ledvin. Proteiny byly extrahovany z biopsii gpamvany pomoci 2D elektroforézy (2-
DE). Byla provedena analyza obiiageki za &elem nalezeni protein jejichZz exprese se
menila v disledku sepse a protéinna jejichz expresi #ha vliv anestezie s chirurgickym
zadsahem. Pro redukci @a proménnych a pro usnadni dalSiho statistického zpracovani
byla nejprve pouzita explorativni analyza a ponteteistu hledany spoty, které se statisticky
vyzname liSily mezi paatkem a #kterym zcasovych botl experimentu. Tyto proteinove
skvrny byly vybrany k identifikaci pomoci hmotnosspektrometrie MALDI-TOF/TOF. Pro
vyhodnoceni multidimenzionalnich dat bylo pouziierarchické shlukovani. Rozdily mezi
skupinami byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozpAiNOVA).

5.3.2. Vysledky a diskuse

BlizSi pochopeni slozité patogeneze akutniho pagkiozledvin brani nedostupnost
molekularnich analyz tk&nledvin od pacierit Perspektivni cestou je proto analyza
dynamickych zmdn renalni proteomu na modelu, ktery ma vysoky tegn$ potencial do
klinické mediciny. Prase je povazovano za dobry efmd/ organismus pro genetickou a
fyziologickou podobnost dovekem [64].

ProtoZze samotna operace a anestezie mohou ovpvoieom ledvin, je @lezité nejdive
definovat vliv €chto intervenci na renalni proteom. Jako kontrskuipina byla proto pouzita
v tomto experimentu zkata, u kterych byl proveden pouze chirurgicky inzul

Analyza rozdil v proteomech kontrolni skupiny ukazalaény oproti vychozimu bodu. Poté
byly zkoumany rozdily v proteomech septické skupMykontrolni skupig bylo nalezeno 62
proteinovych skvrn, které byly wjakém bod zmenény oproti vychozimu stavu a v nich
bylo identifikovano 11 proteih u septické skupiny pak 106 skvrn vykazujicichémam a
obsahuijicich 29 protein Na data bylo aplikovano hierarchické shlukov@einoci &jz byla
data separovana do clusiendpovidajicich kontrolni a septické skupimfo znamena, ze
chirurgicky inzult sam o s@zpisobil detekovatelnou z&nu proteomu, kterou Ize odliSit od
vlivu sepse.

Ve skupirg zmenénych proteii u kontrolni skupiny byly identifikovany proteinwrigujici

v drahach stresu endoplazmatického retikula a txiido stresu, mitochondrialniho
energetického metabolismu, tubularniho transportwsignalizace imunitni a zétive
odpowdi.

Pro nalezeni protein jejichZz znéna je vyvolana pouze sepsi, byla pouzita analyz@®¥A.
Jako vstupni data byly pouzity hodnoty skvrn, kteee statisticky vyznamnliSily mezi
pocatkem a Bkterym zcasovych botl experimentu. Bylo nalezeno 20 proteinovych skvrn,
jejichz intenzita byla z#éména jen v septické skupimebo vykazovala odliSné chovani mezi
septickou a kontrolni skupinou. Proteiny seémémou expresi byly chaperony opravujici
proteiny, mitochondrialni proteiny, proteiny zapugev procesech stresu endoplazmatického
retikula a oxidativnim stresu.

Vyznamnoucasti proteifi podléhajicich zgnam u septické skupiny jsou mitochondrialni
proteiny. ZvySené mnoZzstvi mitochondrialni ATP-gayt zjiSEné naSim experimentem je
v protikladu s gkterymi studiemi [65, 66] a fize byt chapano jako argument proti selhavani
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bioenergetiky v brzkeé fazi sepse. Protein NHE-RR&+#/H+ exchange regulatory cofactor 3)
je dilezity pro regulaci exprese a aktivitgkterych membranovych receptioa transportér

v renalnich tubulech.

Pouziti biopsii namisto celé ledviny je vyhodné gtedovani zrn proteomu v &kolika
casovych bodechdhem sepse. Pouziti biopsii vSakiza vnaset zkresleni. Ledvina je sloZzena
z rekolika druhi burek a zastoupeniiznych tym bungtk mezi biopsiemi rize byt variabilni.
PosSkozeni ledvin v ibéhu AKI také neni uniformni a v ledwdnmohou existovat oblasti
hypoxickych nefrofi vedle zdravych oblasti [67]. Detadjgi analyza by vyZzadovala separaci
jednotlivych druli burgk a vyuziti citliwjSich analytickych technik (n&pLC-MS). Resto je
prace prvni svého druhu, kter4 ukazuje na rozsahlyynamicky se chovajici thévy
proteom ledvin v prbéhu sepse afmasi nove, hypotézu generujici vysledky.
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6. KLINICKE STUDIE

6.1.Interaktom systému pro nahradu funkce jater (studie IV)

6.1.1. Design studie

Cilem studie bylo vyvinout techniku pro analyzu teiod zachycenych v adsafpich
kolonach systému pro nahradu funkce jater (Promsth&resenius Medical Care, DE).
Systém Prometheus kombinuje frakcionovanou sepagitazeny a adsorpci (FPSA) s high-
flux hemodialyzou [68]. Separovana plazma je ved#ea kolonu obsahujici vysoce porézni
neutral® nabitou pryskiici s velkym vnitnim povrchem (Promethl) a kolonu s aniontovou
pryskyrici (anexem) slouzici pro adsorpci tokin alouminu (Prometh2) [68].

Ve studii byly zkoumany proteiny adsorbované nakglPromethl a Prometh2 po procidu
provedené u pacienta s akutnim chronickym selhgaier. Red p@atkem procedury byla
odebrana plazma. Po ukami procedury byly ab kolony vyprazdany, promyty PBS
pufrem a napusny roztokem dodecylsiranu sodného (Prometh 1) @kem kyseliny octové
(Prometh2). Proteiny eluovanéntito roztoky byly separovany na 2DE. Pomoci analyzy
obrazi byly zjis€ny hodnoty izoelektrického bodu a molekulové hmethsrovnany obrazy
plazmy, eludl, intenzity pouZity k hodnoceni adsorpce. Vybram&rmsy proteiri byly
vyfiznuty z gel a identifikovany.

6.1.2. Vysledky a diskuse

Pro studii byl pizpisoben postup eluce protéirz unelych povrchi [69]. Roztoky pro
uvolnéni proteiri z povrclii kolon byly vybirany s ohledem na charakter makeria
adsorgnich kolon. Pro neutralni kolonu Promethl, kde jsmsekavali vice hydrofobnich
proteint, byl pouZzit roztok SDS a pro kolonu Prometh2 sxane byl pouzit kyseliny octove.
Na polyakrylamidovych 2DE gelech Promethl bylo Ket&no 148 proteinovych skvrn, na
gelech Prometh2 pak 163 skvrrét$ina z nich se nachazela v oblasti pl 4,8-6,8 athosti
30-150 kDa.

Pro hodnoceni adsorpce proteina material kolon byl pouzit pam intenzity skvrn na
gelech eludt a plazmy (E/P). Na gelech Prometh1 byla hodnoRavigssi nez 2,0 u 33 skvrn
a nizsi nez 0,5 u 53 skvrn; na gelech Promethzhmdx 32 skvrn hodnotu E/P vySSi nez 2,0 a
71 hodnotu E/P niZ8i nez 0,5. Z rozloZeni paraimeislekulové hmotnosti a izoelektrického
bodu vyplyva, Ze proteiny s vySSi hmotnosti se duts@ly vice na Promethl a proteiny
s niz8im pl vyrazEji na Prometh2. Selektivni adsorpce protelry se¢asténe dala vys¥tlit
fyzikalnimi vlastnostmi proteiln a materialu kolon. V eluatu kolony Promethi\padaly
proteiny s nizkym izoelektrickym bodem, coZ odp@vitbmu, Ze kolona byla pokryta
anexem. V eluatu z kolony Promethl se nachazelieionp s vysSi molekulovou hmotnosti.
Vysvétleni neni Gpla jasné, mozna hréala rolgtsi afinita pryskyice obsazené v Promethl k
hydrofobnim proteiéim.

Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo identifikova®skvrn z Promethl, které obsahovaly
18 proteii a 93 skvrn z Prometh2, které obsahovaly 30 proteiRroteiny s nejvysSSim
protein vazajici hyaluronan (HAPB), a protein védaijetinol byly nalezeny na Prometh2. U
nékterych proteif bylo moZzné dohledat potenciélnisiiedky jejich eliminace. Transthyretin,
ktery byl zjiSén jako hojré se adsorbujici na Prometh2, vaze v pkarynoxin a jeho hladina
byva snizena dhem dysfunkce jater. Protein vazajici retinol vitwomplex s bilkovinou
transportujicim vitamin A, jeho snizena hodnot&ebyt markerem malnutrice.
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Protein vazajici hyaluronan (HABP) byl nalezen jakwazré se adsorbujici na Prometh2.
Tento protein je zapojen v kaskadroces prestavby jaterni tkanpii posSkozeni jater. #P
poSkozeni jater byla pozorovangemena prekurzoru HABP na aktivni formu rogd¢nim na
lehky a €&zky rettzec [70]. Bylo navrZeno, Ze aktivovany HABRife (Einkovat v kaskéél
piestavby tka& nasledujici po poskozeni jater. Na gelu PromefiZHABP detekovan ve
skvrré odpovidajici hmotnosti lehkéh@tzce. V hmotnostnim spektru pak byly nalezeny
peptidy se sekvenci odpovidajici tomuto lehkéatteci.

6.2. Analyza interakce krve s kapilarami dialyzatori (studie V)

6.2.1. Design studie

Cilem studie bylo vyvinout metodu ziskani proteedsorbovanych na membranu, provest
proteomickou analyzu a hledat proteiny zapojenérocgsu interakce krve s @hgm
povrchem kapilar dialyzatoru. Do studie bylo zahong pacieni lIé&enych v dialyzanim
stredisku FN v Plzni (¥ 58-82 let, doba jejich &&ni dialyzou 5-42 wsiai). Od kazdého
pacienty byly zeif po solk¥ nasledujicich procedur odebrany dialyzatory a rpzPo
ukorteni hemodialyzy byl dialyzator proplachnut roztokdPtasmalyte. Poté bylo do
dialyzatoru napusho roztok ethylendiamintetraoctové kyseliny (ED M) fosfatovem pufru
a recirkulovdn pomocéerpadla. Roztok byl vypudit a do dialyzatoru byl napust 40%
roztok kyseliny octové a recirkulovan pomaeirpadla. Po recirkulaci byl roztok vypésta
pouzit k proteomické analyze. Po zakoncentrovatialyze byly proteiny obsazeni v plagm
roztoku EDTA a roztoku kyseliny octové separovanynpci 2-DE. Analyza obrazgeli byla
provedena za dlem porovnani zastoupeni a relativni kvantity erét v téchto tech
materialech. Vybrané proteiny vykazujici rozdilgastoupeni byly identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF/TOF.

6.2.2. Vysledky a diskuse

Pro ziskani proteihadsorbovanych na membrany byla pouzita metodanagbi sekvenci
proplachi dialyzatoru. Nejprve byly odstrany zbytky plazmy roztokem Plasmalyte. K
odstragni adherovanych bik byl pak aplikovan roztok EDTA ve fosfatovéem puffid]
ktery je uvadn jako ®&inny v uvolreni adherovanych leukoayt K uvolréni proteirii byl
pouZzit roztok kyseliny octove.

Koncentrace protein v EDTA proplachu a v kyselén octové byly vySSi nez v roztoku
Plasmalyte, kterym byl proplachnut dialyzator nadiqprocedury. To znamenalo, Ze oba tyto
roztoky uvohuji proteiny. Proto pro asfeni kvality eluce proteinbyly analyzovany proteiny
obsazené v EDTA proplachu, a srovnany s plazmouuatean v kyselid octové. Spoty
detekované na gelech eluatu byijtgmné na EDTA proplachu a jejich intenzita se Sikli
od plazmy. Tim bylo otfeno, Ze v eluatu se nachézi proteiny usodnz kapilar dialyzatoru.
Pro owteni efektivity eldniho procesu byl na dvou dialyzatorech provedenupoke
sekverini eluci roztokem SDS. Prvni dialyzator byl eluoy@stupg 40% kyselinou octovou
nasledovanou 10% SDS, druhy dialyzator stejnymioloz v op&ném pdadi. Mnozstvi
proteini ziskanych za pouziti padi kyselina octova-SDS byly 9,33 a 0,014 mig.opainém
poradi roztoki (SDS-kyselina octova) bylo ziskano 6,99 a 2,85 prmfeini. To dokazuje
vhodnost pouZiti roztoku kyseliny octové pro uvelh maximélniho mnozstvi proteinz
polysulfonové membrany. Vyhoda kyseliny octoveé gisociaci elektrostatickych vazeb mezi
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proteiny a membranou ve srovnani s jinymi rozpdlgt mize byt teoreticky ficitana
potlateni povrchové negativity polysulfonové membranyt@osymi ionty.

Elektroforéza byla provedena v rozsahu hodnot fD3a molekulovych hmotnosti 10-200
kDa. Po provedené elektroforéze byly na obrazeth lgjedany proteiny, které vykazovaly
adsorpci na ghy kapilar, jako kritérium byl pouZit painintenzit proteinové skvrny na gelu
s proteiny eluatu a odpovidajici skvrny na geluatginy plazmy (E/P). Proteinové skvrny
vyskytujici se na gelech u vSech padieitelkem 84) byly pak vybrany k identifikaci.
Celkem bylo identifikovano 23 proteirpochazejicich z plazmy a erytrogyt

Nekteré studie ukazuji, Ze proteiny adsorbované malds nalezené v naSem experimentu
jsou zapojeny v interakci krve s &hpam materialem. Jsou to proteiny podilejici se k@vaci
komplementu (komplement C3, ficolin-2, klusterinABIP-1, MASP-2, komplement faktor H
a komplement faktor H-related protein 1), proteimgpojené v procesu srazeni krve
(fibrinogen, antitrombin a beta-2-glykoprotein-a) protein zprosedkujici adhezi a aktivaci
leukocyti (amyloid P). Tyto proteiny vykazovaly vysokou hotin E/P, byly tedy ve velkém
mnoZzstvi adsorbovany na povrch kapilar.

Srovnani hodnot izoelektrickych bio@ molekulovych hmotnosti o&tenych z pozice skvrn
na gelech s teoretickymi hodnotami danymi sekvenateini ukazalo gkteré rozdily. Ty by
se daly vystutlit komigraci abundantnich protéin(alouminu a hemoglobinu) a protéin
s podobnou molekulovou hmotnosti a izoelektrickymddm. NizSi hmotnost u skvrn
obsahujicich komplement-3 a protedazy MASP1 a MA®ERovidala fitomnosti &chto
proteini jako aktivnich forem vzniklych proteolytickymégienim jejich prekurzar Ficolin-2

je protein z rodiny lektif, tvori komplexy s proteazami MASP 1 a 2. Po varh bugc¢nou
stnu bakterii $tpi proteazy MASP a iniciuje lektinovou drahu komméntu.

V ramci této studie byla vyvinuta a &ena metoda eluce protéiadsorbovanych na kapilary
dialyzatofi. Porovnani proteomu plazmy a adsorbovanych pribteimoznilo nalezeni
proteini specificky interagujicich s materialem kapilar. s\iedkem je nova hypotéza, Ze
lektinova draha fispiva k aktivaci komplementu fip kontaktu krve s polysulfonovou
membranou.

6.3. Proteomicka analyza aktivace komplementu pri kontaktu Kkrve
s kapilarami dialyzatoru (studie VI)

6.3.1. Design studie

Cilem studie bylo poskytnout vhled do protesdukce zastu a aktivace leukocyt a
komplementu i hemodialyze. Do studie bylo zahrnuto 16 padidatenych v dialyzanim
stredisku Fakultni nemocnice v Plzni hemodialyzou s4itm polysulfonovych dialyzatér
Byly odebrany vzorky plazmy na &#ku, po 15 minutach a po 4 hodindch odatku
hemodialyzy z proximalniho i distalniho portu (nstupu a na vystupu z dialyzatoru). Po
skorteni hemodialyzy byly dialyzatory odpojeny a prokais proteii adsorbovanych na
kapilary byl pouzit protokol vyvinuty a publikovangypiedchozi praci (studie V). Plazma a
eluat proteifi byly analyzovany pomoci 2DE a proteiny byly idéktivany pomoci &peni
vgelu a hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF/TOF. r¢entrace ficolinu, C5a a
trombin/antitrombinu byly sledovany pomoci ELISAeWzorcich plazmy byly stanoveny
hladiny parametr systémoveé biokompatibility (CD11b, CD14, CD15, (D6 CD63 a
CD66b).
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6.3.2. Vysledky a diskuze

Eluaty proteii byly analyzovany pomoci 2DE a na obrazechidgtlo detekovano 217
proteinovych skvrn, ixécemz 164 skvrn bylofftomno u alespp50% pacient a 42 gitomno

u kazdého pacienta. Obrazy @weluatu byly porovnany s obrazy gellazmy a u 112 z nich
se intenzity vyznanthliSily od odpovidajicich skvrn v plazmPro kazdy spot byl vy@ten
pon¥r intenzity v eluatu a plazén(E/P) jako mira vazby daného proteinu na membranu
kapilar. Pro redukci komplexity dat byla provedemaalyza hlavnich slozek (PCA).
Proteinové spoty byly podle dvou hlavnich sloZzekdéteny do ti skupin. Proteiny byly dale
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Abantni proteiny plazmy vykazovaly
priblizn¢ stejnou kvantitu na gelech plazmy a eluatu byBkapeny v prvni skupin V dalSi
skupire  byly seskupeny intracelularni enzymy pochazejiciyzavanych erytrocyit
zachycenych v dialyzatoru.#@ti skupina proteiin byly proteiny plazmy s vyrazZnvyssi
kvantitou na gelech eluatU téchto jsme pedpokladali selektivni adsorpci diky specifické
interakci s vnitnim povrchem kapilar. Tyto proteiny bylo moZzné&athit do vyznamnych
fyziologickych proces. Mezi nimi byly lektinova a alternativni draha kplementu (ficolin

2, proteazy MASP, properdin), adheze d#una substraty (tropomyosiny, aktiny, caldesmon,
vinculin).

Pro dalSi o¥teni identity proteifi bylo provedeno srovnani namené molekulové hmotnosti
s teoretickou hodnotou. U proteinovych skvrn obgafah proteiny MASP-1, MASP-2 a
komplement C3 bylo zji8ho, Ze se nachazi na oblasti s menSi molekulovoatriosti, nez
by odpovidalo teoretickym hodnotam. Detailnim ¢@nim vysledik hmotnostni
spektrometrie byla nalezena sekvence odpovidagjwhj formam vzniklym proteolytickou
aktivaci.

Analyzou koncentrace v krvi na vstupu a na vystoyla potvrzena ztrata ficolinu 2 a MASP-
2 v prib¢hu dialyzy. ProtoZe jsou tyto proteinyildzitymi komponenty v imunit jejich
ztrata niize znamenat vysSi riziko infekce pro pacienta. dmoickd analyza tedy poskytla
data pro potvrzeni lektinové drahy komplementu &méSvazbou ficolinu-2 na membranu
kapilér dialyzatoru.
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7. ZAVERY

7.1.Experimentalni studie

Analyza proteomu mitochondrii ledvin prasete ukazakdily v mitochondrialnich enzymech
mezi kirou a deni ledviny. Zastoupeni enzymv kare ledviny odpovida procés)
odehravajicim se v proximalnim tubulu (beta oxidacabsorpce aminokyselin,
glukoneogeneze), proteom mitochondriiert naswdcuje optimalizaci mitochondrialniho
metabolismu pro praci v prdetli s nizkou dostupnosti kysliku.

Analyza proteomu plazmy ip sepsi indukované peritonitidou byla provedena pom
dvojrozmérné gelové elektroforézy.dkoliv dvojrozmérna gelova elektroforéza poskytuje jen
limitovanou informaci o proteomu plazmy, byly idéikbvany nekteré proteiny souvisejici
s detekci bakteridlniho lipopolysacharidu, s oxign stresem a proteiny vazajici volny
hem.

Proteom biopsii ledvin prasat s indukovanou sepskytl informaci o zmsnach v pébéhu
casné faze sepse. Pouziti biopsii ze dvasovych okamzik ukazalo dynamické zény
nékterych proteid. Zatazenim skupiny operovanych prasat jako kontroly ukgdzan vliv
chirurgického zasahu na proteom ledvin. Proteingrsénénou expresi u septickych prasat
byly chaperony opravujici proteiny, proteiny mitoddrii, proteiny zapojené v procesech
stresu endoplazmatického retikula a oxidativnirasstr

7.2.Klinické studie

Byly popsany proteiny, které interaguji s materiatisorgnich kolon systému Prometheus.
Materialy kolon vykazovaly rozdilnou afinitu k pedtam. Nekteré proteiny spojené
s dysfunkci jater se hajnadsorbovaly na material kolon, cozare byt vyznamné pro
zdravotni stav pacieipodstupujicich kbu.

Byla pripravena metoda pro ziskavani protempovrchi kapilar hemodialyzatdra pouzita
pro izolaci proteifi adsorbovanych na polysulfonovych kapilarach. Meateiny reagujicimi

s polysulfonovym povrchem byly proteiny podilejgg na aktivaci komplementu, adhezi a
aktivaci leukocyl a srazeni krve.

Tato metoda byla dale pouzitéi gkoumani procasindukce zadu a aktivace leukocita
komplementu i hemodialyze. Bylo potvrzeno, Ze adsorpce ficolhye spousgicem
lektinové drahy aktivace komplementu a vede k Igeka. Ficolin-2 je dlezitou sloZzkou
komplementu a jeho odsttavani g dialyze miZze vést ke sniZzeni imunity pacigénfTyto
postupy a vysledky je mozné pouzit pro dalSi stmdiiokompatibility dialyzatai.
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