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Souhrn

Vychodiska: Termin biomarker se v poslednich letech stal, zvldté pak ve spojeni s terminem kli-
nicka proteomika, jednim z nejfrekventovanéjsich pojmu v oblasti biomedicinského vyzkumu.
Predmétem této prace byl vybér vhodné metody frakcionace krevni plazmy umoznujici oddé-
leni majoritnich proteint od nizkoabundantni proteinové frakce pred naslednou proteomickou
analyzou pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy (2-DE) s cilem zlepsit rozliseni 2-DE mapy
a identifikaci proteinli hmotnostni spektrometrii. Materidl a metody: Nejprve bylo provedeno
paralelni srovnani dvou metod frakcionace krevni plazmy (deple¢ni kolona MARS vs Proteo-
Miner) na souboru 10 vzorkud. Na zakladé vysledkl srovnavacich experiment( byla k analyze
vzork( 18 pacientl nemocnych mnohocetnym myelomem a lé¢enych rezimy s bortezomibem
pouzita frakcionacni metoda ProteoMiner v kombinaci s 2-DE. Soubor pacientt byl rozdélen na
dvé skupiny: skupina pacient( rezistentnich na chemoterapii (9 pacientd — progrese onemoc-
néni, stabilizace onemocnéni) a skupina pacient(l s pozitivni [é¢ebnou odpovédi (9 pacientl -
kompletni a parcidlni remise). Vysledky a zdvér: Metoda ProteoMiner umoznila na 2-DE mapach
signifikantné zvysit pocet proteinovych spotl ve srovnani s imunodeple¢ni metodou MARS
(Multiple Affinity Removal System). Mezi skupinami pacientli chemorezistentnich a pacientl
citlivych nalécbu bortezomibem bylo pomoci analyzy obrazu 2-DE gel( zjisténo 15 rozdilovych
proteinovych spotd, které byly analyzovany hmotnostni spektrometrii. V téchto spotech bylo
identifikovano 10 protein(. Sedm proteind vykazovalo signifikantné nizsi hladinu proteinu ve
skupiné chemosenzitivnich pacientl (sérovy amyloid P, fibrinogen — gama fetézec, retinol-va-
zebny protein 4, komplement faktor C4-A, apolipoprotein E, karboxypeptidaza N, komplement
faktoru H - ptibuzny protein 1) a 3 proteiny vykazovaly signifikantné vys$si hladinu proteinu
nebo byly detekovany pouze ve skupiné chemosenzitivnich pacient(i (sérova paraoxonaza 1,
alfa-1-antitrypsin a komplement faktor B).
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Summary

Backgrounds: Recently, the term biomarker has become, especially in connection with the term clinical proteomics, one of the most frequent
terms in the field of biomedical research. The aim of this work was to select an appropriate pre-fractionation method of blood plasma prior to
a subsequent proteomic analysis of low-abundant fraction of proteins by two dimensional gel electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry
to improve the resolution of 2-DE maps and protein identification. Materials and Methods: First, we compared two prefractionation methods
(MARS versus ProteoMiner) preceding 2-DE analysis using 10 blood plasma samples. Based on the results of the comparative experiments,
low-abundant plasma protein fractions from 18 multiple myeloma patients treated with bortezomib were analyzed. Patients were divided into
two groups: a group resistant to chemotherapy (9 patients — disease progression, stable disease) and a group with positive clinical response
(9 patients — complete and partial remission). Results and Conclusion: Samples prefractioned by ProteoMiner method yielded 2-DE maps with
a significantly increased number of detected protein spots, as compared to immunodepletion method MARS (Multiple Affinity Removal System).
Between groups of chemoresistant and sensitive patients treated with bortezomib, 15 differently intense spots were revealed by image analysis.
These spots were found to correspond to 10 proteins, as confirmed by mass spectrometry. Seven proteins had significantly lower protein level in
the group of chemosensitive patients (serum amyloid P, fibrinogen - gamma chain, retinol-binding protein 4, complement factor C4-A, apolipo-
protein E, carboxypeptidase N and complement factor H-related protein 1) and 3 proteins showed significantly higher levels of protein (or were

only detected) in the group of chemosensitive patients (serum paraoxonase 1, alpha-1-antitrypsin and complement factor B).

Key words

multiple myeloma - proteomics - two dimensional gel electrophoresis — plasma — protein — bortezomib

Uvod

Moderni medicina vyuziva k diagnos-
tice nemocnych stanoveni hladin latek,
které jsou pro dané procesy charakte-
ristické (tzv. ,biomarkery”). Mezi typické
télni tekutiny, u kterych je provadéna
analyza prognostickych a prediktiv-
nich biomarker nddorovych onemoc-
néni, patfi krevni sérum, plazma, moc¢
a mozkomisni mok [1,2]. Méné casto se
provadi rozbor slin, bronchoalveolarni
lavaZze, amniotické nebo folikularni te-
kutiny. Lidska krevni plazma predsta-
vuje komplexni télni tekutinu, kde jsou
navic proteiny pfitomny v fadové rozdil-
nych koncentracich (az 10') [3]. Zdrojem
diverzity proteind je napf. alternativni
sestfih mRNA a posttransla¢ni modi-
fikace [4,5]. Dvourozmérna gelova elek-
troforéza (2-DE) je jiz klasickou metodou
pro separaci proteinovych smési pred je-
jich identifikaci hmotnostni spektromet-
rii (MS) [6-8]. Metoda ma omezenou ka-
pacitu vzhledem k mnozstvi a velikosti
analyzovanych proteini a neumoziuje
detekci proteinl s nizkou hladinou ex-
prese [9,10]. Vétsina potencialnich bio-
marker( se v plazmé vyskytuje pravé
v nizkych koncentracich a nadbytek al-
buminu a protilatek jejich analyzu kom-
plikuje. Proto je odstranéni abundant-
nich proteinl z krevni plazmy (deplece)
¢asto prvnim a rozhodujicim krokem ce-
Iého postupu. Odstranéni abundantnich
proteind by mélo byt v idealnim piipadé
uplné, kvantitativni a pfedevsim repro-

dukovatelné. Pro tyto ucely se ¢asto vy-
uzivaji deple¢ni kolonky, které vyvazuji
vétiinové zastoupené proteiny na bazi
specifickych interakci s imobilizovanymi
protilatkami. Napf. imunodeple¢ni me-
todou Multiple Affinity Removal Sys-
tem (MARS) Ize odstranit 6 nebo 14 nej-
hojnéji zastoupenych lidskych proteint
krevni plazmy [11,14], séra [15,16] ¢Ci
moce [17]. Nékteré vysledky praci viak
poukazuji na nedplnou depleci vysoce
zastoupenych proteind [16,18,19]. Bellei
et al popsali odstranéni nékterych neci-
lenych protein( z frakce nizkoabundant-
nich proteind [20]. Tu et al. také popsali,
Ze nékteré proteiny lidské plazmy, jako
je alfa-1-kysely glykoprotein 1, alfa-1-
-kysely glykoprotein 2 a alfa-1-antichy-
motrypsin, se rovnéz vazou na MARS
kolonu [21].

Novym piistupem prepurifikace (frak-
cionace) krevni plazmy je afinitni nede-
ple¢ni metoda ProteoMiner™ (Bio-Rad
Laboratories, USA), kterd vyuziva roz-
dilG ve vazebnych afinitach pfitomnych
proteinl k hexapeptidim [22-24]. Hexa-
peptidy jsou, podobné jako protilatky
u deplecnich kolonek, imobilizovany na
vhodném nosici ulozeném v prepurifi-
kac¢nikoloné.V koloné jsou pak pfitomny
ve stejném mnozstvi odlisSné hexapep-
tidy z rozsahlé hexapeptidové knihovny.
Kazdy hexapeptid pfitom vykazuje roz-
dilnou proteinovou specifitu. Vysledkem
je omezend celkova vazebnda kapacita
kolony pro konkrétni proteiny. Vysoce

abundantni proteiny jsou tak na koloné
zachyceny jen ¢astecné, kdezto proteiny
o nizké vstupni koncentraci jsou naopak
zachyceny poméroveé vice. Pfi celém pro-
cesu je navic zachovéna informace o re-
lativni kvantité proteinu, coz umozniuje
relativni srovnani vice vzorkd. Nutno
vsak dodat, Ze existuje i prace poukazu-
jici na mozny odlisny princip funkce me-
tody ProteoMiner [25].

Cilem této prace bylo srovnani obou
metod frakcionace krevni plazmy ne-
zbytné pred 2-DE proteomickou analy-
zou nizkoabundantni frakce protein(
s cilem zvysit pocet rozliSitelnych protei-
novych spotd obrazu 2-DE mapy, které
by umoznilo identifikovat proteinové
zmény charakteristické pro pacienty
senzitivni a chemorezistentni na podané
antimyelomové |écivo.

Material a metody

Zpracovani odebrané krve

Vzorky krevni plazmy byly ziskany od
28 pacientli nemocnych mnohocetnym
myelomem (MM) a lé¢enych na Interni
hematoonkologické klinice LF MU a FN
MU Brno po podepsani informovaného
souhlasu s odbérem biologického mate-
ridlu. Lidska krev byla odebrana do uza-
vieného odbérového systému S-Mono-
vette (2,7mlzkumavka s K.EDTA, Sarstedt,
Némecko) a centrifugovana 15 min pfi
2 200 g 20 °C. Plazma byla rozdélena do
alikvotd po 0,5 ml a zamrazena do -80 °C
pro naslednou analyzu. Vzorky 10 pa-
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Tab. 1. Zakladni charakteristika souboru.

Pacienti

vék, median
rozmezi

Pohlavi

muzi

zeny

Klinicky stav podle Durie-Salmona
|

Il

n

Typ paraproteinu
19G

IgA

IgD

lehké retézce
Aplikovany lé¢ebny rezim
CVD-junior
CVD-senior

BDD

Lécebna odpovéd
CR/sCR

VGPR

PR

SD

PG

Pocet Procenta
18 100
67

49-79
18 100
13 72
5 28
18 100
1 6
3 16
14 78
18 100
9 50
6 33
1 6
2 11
18 100
9 50
6 33
3 17
18 100
1 1
4 22
1 6
3 17
6 33

CVD junior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné do véku

65 let, CVD senior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné nad

65 let, BDD = bortezomib (Velcade), dexametazon, doxorubicin, CR = kompletni re-
mise s negativni imunofixaci, sCR = stringent CR (normalni vysledek vysetieni FLC

v séru a neptitomnost klonu plazmatickych bunék), VGPR = velmi dobra parcialni
remise (pokles M—proteinu > 90 % vstupni hodnoty), PR = parcialni remise (pokles
M-proteinu > 50 % vstupni hodnoty), SD = stabilizace onemocnéni (zména hodnoty
M-proteinu, resp. pokles ¢i vzestup o méné nez 25 % vstupni hodnoty), PG = pro-
grese onemocnéni (= 25% naraGst plvodni hodnoty M-proteinu, vznik novych kost-
nich lozisek, hyperkalcemie nebo jiné zndmky zhorsovani stavu).

cientll byly pouzity pro srovnavaci stu-
dii frakcionacnich postup(, vzorky druhé
skupiny 18 pacientll vybrané pro vlastni
proteomickou analyzu byly pak zpraco-
vany zvolenym postupem. Zakladni cha-
rakteristika téchto 18 pacientd, u kterych
byla provedena srovnavaci 2-DE analyza,
je uvedena v tab. 1.

Frakcionace proteomu krevni plazmy
Po rozmrazeni byla plazma centrifu-
govana (5 min pfi 16 000 g, 20 °C) pres
0,22 um filtr (Agilent Technologies, USA).
Frakce nizkoabundantnich protein(

10 vzorkl krevni plazmy byly ziskany pa-
ralelné metodou ProteoMiner (Bio-Rad,
USA) a metodou afinitni chromatogra-
fie na koloné MARS-6-Hu (4,6 X 100 mm;
Agilent Technologies, USA). U obou
metod bylo postupovéno podle pokynt
vyrobce (obr. 1).

ProteoMiner

Alikvoty plazmy (1 ml od kazdého pa-
cienta) byly pipetovany do Proteo-
Miner centrifugacnich kolon a inku-
bovany 2 hod na rotatoru SB3 Stuart
(BioCote, UK) pfi 20 °C. Po promyti ko-

lony (3 x 5 min) pufrem obsahujicim
150 mmol/l NaCl, 10 mmol/lI NaH,PO,
pH 7,4 (3 x 5 min, 1 ml pufru) byly frakce
nizkoabundantnich proteinli z ko-
lony vymyty elu¢nim pufrem (Bio-Rad,
USA) obsahujicim 8 mol/l mocovinu
a 2% 3-3[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
amonio]propan-1-sulfonat (CHAPS),
3 X 15 min pfi 750 rpm, 20 °C se 100 pl
pufru. Vsechny 3 eluované frakce od kaz-
dého pacienta byly spojeny do jedné
frakce.

Metoda MARS (Multiple Affinity
Removal System)

Metodou MARS bylo odstranéno celkem
6 vysokoabundantnich proteint lidské
krevni plazmy: albumin, IgG, IgA, transfe-
rin, alfa-1-antitrypsin a haptoglobin. Vzo-
rek plazmy od kazdého pacienta byl zpra-
covan paralelné dvakrat. Plazma byla 4x
nafedéna v pufru A (Agilent Technolo-
gies, USA): 80 ul plazmy + 240 pl pufru A.
Nizkoabundantni frakce proteinG byla
ziskana promytim kolony pufrem A pfi
pratoku 0,5 ml/min a frakce vysoko-
abundantnich proteinG byla ziskana
promytim kolony pufrem B pfi pritoku
1 ml/min (obr. 2). Jednotlivé frakce niz-
koabundantnich proteinl (500-600 pl)
byly odsoleny kapalinovou chromatogra-
fif na koloné mRP-C18 s makroporézni si-
likou (4,6 x 50 mm; Agilent Technologies,
USA) pfi 80 °C a pratoku 0,75 ml/min. Mo-
bilni faze A obsahovala 0,1% (v/v) kyse-
linu trifluoroctovou (TFA, Sigma-Aldrich,
USA) a 3% (v/v) acetonitril (ACN, Merck,
Némecko) ve vodé, mobilni faze B pak
97% (v/v) ACN a 0,08% (v/v) TFA ve vodé.
Gradientova eluce zacinala na 10 % mo-
bilni faze B a linearné rostla na 70 % mo-
bilni faze B v prvnich 5 minutach. V pra-
béhu nasledujici jedné minuty obsah
mobilni faze B vzrostl na 100 % a na této
hodnoté zistal dalsi 2 minuty. Poté na-
sledovala reekvilibrace kolony 10 % mo-
bilni faze B. Frakcionace byly provedeny
na kapalinovém chromatografu od firmy
Waters. Na vakuové odparce SpeedVac
(Thermo Scientific, USA) byly ziskané
frakce obsahujici nizkoabundantni pro-
teiny odpareny a proteinové pelety byly
rozpustény v 60 ul IPG8 pufru obsahuji-
cim 7 mol/l mocovinu, 2 mol/I thiomoco-
vinu, 4% CHAPS, 60 mmol/I dithiotreitol
(DTT), 0,8% (v/v) amfolyt Pharmalyte pH
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JONd-505 H L

Obr. 1. Zjednoduseny schematicky postup paralelniho zpracovani vzorkd krevni
plazmy metodami ProteoMiner (Bio-Rad, USA) a MARS (Multiple Affinity Removal Sy-
stem, Agilent Technologies, USA).

Tab. 2. Pfehled o poctu proteinovych spotl na obrazech 2-DE map identifikova-

EDTA plazma
ProteoMiner kit MARS-6-Hu
kolona
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nych PDQuest programem.

Pacient ¢islo

O 00 NOULL A WN =

10
median (rozpéti)
Wilcoxon(iv parovy test

mRP-C18 kolona
odsolani, frakcionace,
zakoncentrovani

Median (rozpéti)

ProteoMiner
(Bio-Rad)
315(308-321)
322 (314-330)
248 (246-249)
305 (299-311)
314 (308-319)
321(319-322)
325(319-331)
330(321-331)
305 (288-322)
338(331-344)
318 (248-338)

(Agilent Technologies)

p = 0,005

MARS-6

122 (121-123)
122 (117-126)
129 (126-132)
94 (83-104)
84 (73-95)
117 (117-117)
106 (105-106)
99 (97-101)
105 (104-106)
118 (118-118)
111 (84-129)

3-10, 0,003% (w/v) bromfenolovou modf
(vSe Sigma-Aldrich, USA). Celkova kon-
centrace proteinl byla stanovena pomoci
soupravy BioRad Protein Assay podle me-
tody Bradfordové [26] na spektrofotome-
tru SmartSpec Plus, s pouzitim standardu
y-globulinu (vSe Bio-Rad, USA).

Dvourozmérna gelova elektroforéza
(2-DE)

2-DE separace vzorku od kazdého pa-
cienta byly provadény v duplikatu. Pro-
teiny krevni plazmy (100 ug/315 pl IPG8
pufru) byly naneseny na komer¢né do-
stupné prouzky s imobilizovanym neli-
nearnim pH gradientem (ReadyStrip IPG
Strips o délce 18 cm, pH 3-10, Bio-Rad,
USA). Pfes noc probihala pasivni rehydra-
tace vzorku na zvoleny prouzek (16 hod,
20 °C). Prvni rozmér 2-DE byl proveden
na izoelektrickém fokuzatoru Protean IEF
cell (Bio-Rad, USA) pfi teploté 20 °C v na-
sledujicich krocich: 1) 150 V, 30 min, 2)
1500V, 3 hod, 3) 3500V, 3 hod, 4) 5000V,
80 kVh, 5) 500V, 24 hod. Po izolektrické fo-
kuzaci (IEF) byla pfi 20 °C provedena v IPG
prouzku 1) redukce proteinti 2% (w/v) DTT
(10 min) a 2) alkylace proteint 2,5% (w/v)
jodacetamidem (IAA, Sigma-Aldrich, USA),
10 min, které byly rozpustény v ekvilib-
racnim pufru obsahujicim 6 mol/l moco-
vinu, 0,375 mol/I Tris(hydroxymethyl)-ami-
nomethan pH 8,8 (Tris-HCl, Serva, USA),
2% (w/v) dodecylsulfat sodny (SDS, Serva,
USA); 30% (v/v) glycerol. IPG prouzek byl
prenesen na 12% polyakrylamidovy gel
o rozmérech 18 x 20 cm s molekulovym
standardem (Precision Plus Protein Stan-
dards, Bio-Rad, USA, 1 ul standardu na-
neseného na wicks) a zalit 1% agarézou
(Fluka, USA). Elektroforéza probihala v sys-
tému Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad,
USA) v elektroforetickém pufru obsahu-
jicim 19,2 mmol/I glycin (Bio-Rad, USA),
19 mmol/I SDS, 2,5 mmol/l Tris-HCI pH 8,3
za konstantniho napéti 50 V, 1 hod a na-
sledné 100V, 17 hod (zdroj PowerPac Uni-
versal, Bio-Rad, USA). 2-DE nédoba byla
chlazena na 10 °C (Julabo, Labortechnik,
Némecko).

Vizualizace 2-DE gelii a analyza
obrazu

Gely byly fixovany 2 x 30 min ve fixa¢nim
pufru (200 ml/gel) obsahujicim 10% (v/v)
ethanol a 7% (v/v) kyselinu octovou (vie

20
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Obr. 2. Multiple Afinity Removal System (MARS) — metoda pro odstranéni 6 vysokoabundantnich proteinl krevni plazmy. (A) Chro-
matograficky zaznam eluce jednotlivych frakci. (B) Reprezentativni 2-DE gely protein pIné krevni plazmy (45 pg), nizkoabundantni
(100 pg) a vysokoabundantni (350 pg) frakce proteint krevni plazmy.

Penta, Ceska republika). Separované pro-
teiny byly v gelu vizualizovany fluores-
cencnim barvenim Sypro Ruby (Bio-Rad,
USA) a sniméany na laserovém skeneru
Typhoon™ FLA-7000 (Fuji Photo Film Co.,
Ltd., USA). Analyza obrazu 2-DE gelG byla
provedena pomoci programu PDQuest
8. 0. 1 (Bio-Rad, USA). Pfi vyhodnoceni
byla provedena normalizace dat, kterd
slouzila k vyrovnani intenzit jednotlivych
gell. Obraz tzv. Master gelu byl vytvo-
fen jako synteticky obraz normalizova-
nych dat vech 36 2-DE gelt vytvorenych
z tzv. matchsetu. Pomoci analytickych
setd byly gely kvalitativné, kvantitativné
a statisticky vyhodnoceny (Studentdv
t-test na hladiné vyznamnosti 0,05). Po-
moci analyzy byly nalezeny rozdilové
proteinové spoty, jejichz intenzita byla
2% nebo 4x snizend nebo zvy3ena mezi
skupinami pacientt citlivych a chemore-
zistentnich na bortezomib. Zahrnuty jsou
kvalitativni zmény presahujici desetina-
sobek hodnoty pozadi.

Identifikace proteinti pomoci
hmotnostni spektrometrie

Oblasti gelu obsahujici rozdilné zastou-
pené proteiny mezi 2 skupinami pa-
cientl byly vyfezany pomoci pfistroje
EXQuest™ Spot Cutter (Bio-Rad, USA).
Po odbarveni pak byly proteiny v gelu
proteolyticky nastépeny trypsinem (Pro-
mega, USA). Vznikld smés peptidd byla
analyzovdna pomoci MALDI-MS, resp.
MALDI-MS/MS, a v pfipadé dosaZeni ne-
signifikantniho vysledku identifikace
proteinu nasledné i kapalinovou chro-
matografii s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS).

Analyzy technikou MALDI-MS a MS/
/MS analyzy byly provedeny na pfistroji
Ultraflex Il (Bruker Daltonik, Némecko).
Vzorek (1 pl) byl na vzorkovaci desce An-
chorChip smichan s 0,6 ul roztoku mat-
rice (2 mg/ml, kyselina a-kyano-4-hydro-
xyskoficovd, Bruker Daltonik, Né-
mecko) ve smési 2,5% TFA a 100% ACN,
1:2v/v) [27].

Analyzy tryptickych digestt technikou
LC-MS/MS byly provedeny na systému
EASY-nLC (Proxeon, Thermo Scientific,
USA) spojeném on-line s HCTultra PTM
Discovery System (Bruker Dalto-
nik, Némecko) hmotnostnim spek-
trometrem s iontovou pasti vyba-
venym nanosprejem. Po odsoleni
a prekoncentraci na predkoloné (Jupi-
ter Proteo, 100 um x 30 mm, Pheno-
menex, USA) byly vzorky separovany na
kapilarni koloné (X-Bridge BEH 130 C18,
100 pm x 100 mm, Waters, USA) pomoci
0,1% FA/ACN gradientu. Prekoncentra¢ni
a separacni kolony pouzité k LC separaci
byly plnény podle dfive popsaného po-
stupu [28]. Hmotnostni spektrometr
pracoval v pozitivnim médu v m/z roz-
sahu 300-1 500 pro MS a 100-2 500 pro
MS/MS spektra.

Ke zpracovani MS a MS/MS dat byl
pouzit prohledavaci algoritmus MAS-
COT 2.2 (MatrixScience, UK). Databa-
zové hledani bylo provedeno proti
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Tab. 3. Souhrn identifikovanych proteinovych zmén charakteristickych mezi skupinami pacientl senzitivnich a chemorezis-
tentnich na bortezomib.

Relativni MALDI-Ms MALDEMS/ ) e yo/ms Mr )
< zména . Néazev proteinu S Ms (kDa)
Cislo® expre- NCBI ¢islo (zkratka genu) Biologicka funkce

sab skorec %9 skoérec %¢ skorec %

sérova paraoxonaza metabollf:ke procesy,
1335 1 190194 1 (PONT) procesy imunitniho 82 26 72 4 190 23 378 50
systému
. . metabolické procesy,
1336 1 190194 *EOVGRETOIPNA procesyimunitniho ND - 65 4 135 19 378 50
systému
komplement faktor abisvieids (@i -
6513 1 187655 B (CFB) mentu, procesy 46 2 127 9 205 3 992 6.2
imunitniho systému
alfa 1-antitrypsin koagulgce kr.vez pro-
1420 t 177831 (SERPINA1) cesy imunitniho 182 54 541 23 417 45 46,7 54
systému
. koagulace krve, me-
3625 | 182439 ﬁ'?:t%‘;gsr(‘F%aG“;a tabolizmus,procesy ND - ND - 8 7 495 56
imunitniho systému
3203 | 337758 sérowamyloidP - procesyimunitniho 105 35 448 29 518 20 254 61
(SAP) systému
2208 | 18088326 ;‘ig:‘e‘?r';‘;a(z;;;}) transport 46 30 8 8 92 18 230 58
apolipoprotein E metabolizmus
2224 | 178853 (APOE) a transport lipid 159 38 209 32 527 74 362 58
komplement faktor aktivace
6117 b 81175238 C4-A (fragment) k | ND - ND - 136 4 193 66
(C4A) omplementu
karboxypeptidédza N s
5325 } 4503011 (CPNT) metabolické procesy 108 31 25 3 143 14 523 69
komplement faktoru aktivace
4314 | 183763  H-pfibuzny protein 1 k | 63 22 106 7 192 22 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement faktoru aktivace
5319 | 183763  H-piibuzny protein 1 k | 63 19 81 3 240 25 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement aktivace
6319 | 148922168 faktor C4-A komplementu ND - ND - 112 1 188 6,8
(fragment) (C4A) P
komplement faktoru aktivace
6308 | 183763  H-pfibuzny protein 1 K | ND - 127 9 303 24 376 78
(CFHR1) omplementu
komplement faktoru aktivace
7306 | 183763  H-pfibuzny protein 1 106 14 31 2 149 18 376 7.8

(CFHR1) komplementu
2Cisla proteinovych spot pfitazenych z programu PDQuest, jejich pozice je zobrazena na obr. 3. *Zvy$ena (1) nebo snizena () re-
lativni exprese proteint mezi skupinami pacientt citlivych a rezistentnich na bortezomib. <Proteinové skére (mira podobnosti se
znamym proteinem vypocitanad z MASCOT programu). “Procento pokryti. Vypocitdno podle po¢tu aminokyselin znamého proteinu
z MASCOT programu. Molekulovd hmotnost (Mr) a izolektricky bod (pl) byly vypocitany podle zastoupeni aminokyselin zndamého
proteinu z programu MASCOT. MALDI-MS: desorpce/ionizace laserem za pfitomnosti matrice s hmotnostni spektrometrii.
MALDI-MS/MS: desorpce/ionizace laserem za ptitomnosti matrice s tandemovou hmotnostni spektrometrii. LC-MS/MS : kapali-
nova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, ND: Zddna data.
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Obr. 3. Ukazky zaznamu 2-DE analyzy proteint od pacientli nemocnych mnohocetnym myelomem po frakcionaci krevni plazmy me-
todou ProteoMiner. (A) Synteticky obraz 2-DE tzv. Master gel normalizovanych dat vSech 36 2-DE gelt. (B) Reprezentativni 2-DE gel
proteind krevni plazmy pacienta citlivého na l1é¢bu bortezomibem. (C) Reprezentativni 2-DE gel proteint krevni plazmy pacienta

rezistentniho na lé¢bu bortezomibem.

NCBI databazi (neredundantni, taxono-
mie Homo sapiens). U peptidového ma-
povani na zdkladé MALDI-TOF MS dat
byla nastavena tolerovana chyba ur-
¢eni molekulové hmotnosti peptidu
na 30 ppm, u MALDI-MS/MS dat pak
na 0,5 Da. Pfi prohledavani ESI-MS/MS
dat byla nastavena tolerance 0,5 Da pro
MS i MS/MS data s korekci na hmotnost
prekurzorového iontu na jeden *C atom.
Pro vechna hledéni byla nastavena oxi-
dace methioninu a karbamidometylace
jako variabilni modifikace a jedno po-
volené vynechané 3tépné misto pro
trypsin.

Pro urceni funkce identifikovanych
proteinll byla vyuzita databaze UniProt-
KB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/,
[29]) a PANTHER klasifika¢ni systém
(http://www.pantherdb.org/, [30]).

Statisticka analyza dat

Statisticky vyznamny rozdil mezi po-
¢tem proteinovych spott ziskanych me-
todami ProteoMiner a MARS-6-Hu byl
uréen Wilcoxonovym parovym testem
na hladiné vyznamnosti 0,05 (program
Statsoft Statistica 10.0).

Vysledky

V této praci jsme porovnali u 10 vzorkd
krevni plazmy dvé metody (MARS, Pro-
teoMiner) umoziujici odstranéni vyso-
koabundantnich protein( krevni plazmy
a zisk obohacené frakce nizkoabundant-
nich proteinG (obr. 1). Metodou MARS
bylo odstranéno celkem 6 majoritnich

proteind krevni plazmy (obr. 2). Frakce
nizkoabundantnich proteinli ziskané
obéma metodami byly poté separovany
metodou 2-DE. U frakci ziskanych meto-
dou ProteoMiner bylo na 2-DE mapach
detekovano o pfiblizné 200 proteinovych
spotl vic nez u frakci ziskanych metodou
MARS, p < 0,005. Celkovy prehled o poctu
identifikovanych proteinovych spotd na
2-DE gelech pro obé metody uvadi tab. 2.
Na zakladé téchto vysledkl byla metoda
ProteoMiner vybrana pro dal3i 2-DE ana-
lyzy vzorkd krevni plazmy 18 pacientt ne-
mocnych MM. Rozdily v proteinovych ma-
pach mezi skupinami pacientt citlivych
a rezistentnich na podany bortezomib
byly ur¢eny pomoci programu PDQuest.
Celkem bylo nalezeno 15 rozdilovych pro-
teinovych spotU (obr. 3), ve kterych bylo
identifikovano MS technikami 10 pro-
teind (tab. 3). Tfi proteiny vykazovaly sig-
nifikantné nizsi hladinu proteinu v celé
skupiné 9 chemosenzitivnich pacientl -
sérovy amyloid P (spot 3203), fibrinogen -
gama fetézec (spot 3625), retinol-vazebny
protein 4 (spot 2208). Dvé formy komple-
mentu faktoru C4-A (spoty 6117, 6319)
a apolipoprotein E (spot 2224) vykazo-
valy signifikantné niz3i hladinu proteinu
u skupiny 8, resp. 6 chemosenzitivnich pa-
cientd. U 3esti z deviti chemosenzitivnich
pacient(l byla pozorovana signifikantné
zvy$ena exprese tii proteind — dvé formy
sérové paraoxonazy (spoty 1335, 1336),
alfa-1-antitrypsin (spot 1420) a komple-
ment faktor B (spot 6513). U celé sku-
piny 9 chemorezistentnich pacientt byly

detekovany signifikantné zvysené hla-
diny 2 proteind: izoformy komplementu
faktoru H - pribuzného proteinu 1 (spoty
4314, 5319, 6308, 7306) a karboxypepti-
daza N (spot 5325).

Diskuze a zavér

Proteomické pfistupy vyuzivané pfi hle-
dani novych biomarkerl krevni plazmy
kombinuji postupy zalozené na frakcio-
naci, separaci, detekci a identifikaci pfi-
tomnych proteind. Aby bylo mozné
detekovat nizkoabundantni proteiny
krevni plazmy, je tfeba nejdfive odstra-
nit vétsinové zastoupené proteiny. K to-
muto Ucelu je na trhu dostupnych né-
kolik analytickych metod [13,31,32].
V nasi praci jsme se zaméfili na srovnani
dvou prepurifika¢nich metod umoznu-
jicich detekci nizkoabundantnich pro-
teinG pomoci 2-DE. Pouzili jsme dvé afi-
nitni metody: Multiple Affinity Removal
System (MARS) a ProteoMiner. Metoda
ProteoMiner predstavuje odlisny, nede-
plecni systém pro zkoncentrovani méné
zastoupenych proteinli a oproti metodé
MARS umoznila detekci pfiblizné trojna-
sobného poctu proteinovych spotll na
2-DE gelech (318 vs 111 identifikovanych
spotd, p < 0,005). Vyhodami metody Pro-
teoMiner jsou dobra reprodukovatel-
nost, jednoduchost postupu a pfima
kompatibilita s dalSimi proteomickymi
metodami, jako jsou napt. diferencni ge-
lova elektroforéza (2D-DIGE) a desorpce/
ionizace laserem z upravenych povrcht
(SELDI-TOF-MS) [33]. Bylo prokazano, ze
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saturace kuli¢cek vysokoabundantnimi
proteiny neovliviiuje kvantifikaci oboha-
cené frakce nizkoabundantnich protein(
[34], proto jsme tuto metodu zvolili jako
vhodnou prepurifika¢ni metodu pred
2-DE analyzou protein( krevni plazmy.

Pomoci metod ProteoMiner/2-DE/MS
byly identifikovany signifikantni zmény
v expresi proteind mezi skupinami pa-
cientl senzitivnich a rezistentnich na bor-
tezomib. Identifikované proteiny patfi
predevsim do skupiny bézné se vyskytu-
jicich protein(, které se v plazmé nacha-
zeji v pomérné vysoké koncentraci. Podle
jejich specifické funkce se jedna o trans-
portni proteiny (APOE, FGG, RBP4), me-
tabolické proteiny (CPN1, PON1, CFHR1,
C4A, CFB, SERPINAT), signalni proteiny
(FGG, C4A, CFHR1, CFB), proteiny aktivu-
jici komplementovy systém (CFB, CFHRT,
C4A), proteiny imunitni odpovédi (SAP,
FGG, PON1) a proteiny aktivni pfi koagu-
laci krve (FGG, CFHR1).

U nékterych identifikovanych proteint
jiz byl popséan vztah k onemocnénim ne-
souvisejicim s mnohocetnym myelomem.
Aktivovand komplementova kaskada je
mechanizmem, ktery predstavuje pro-
spésnou obrannou reakci organizmu, ale
také mUze vyvolavat Sirokou skalu patolo-
gickych reakci od zanétu aZ po degenera-
tivni onemocnéni nebo k nim pfispivat. Ak-
tivace komplementu byla popsédna napf.
u alergické reakce typu lll, kdy je komple-
ment aktivovan imunokomplexy, u systé-
mového lupus erythematodes, u diabetes
mellitus I. typu, u hemolytickych anémii,
revmatoidni artritidy a dny [35].

Alfa-1-antitrypsin je 52 kDa protein
akutni faze, typicky serin protedzovy in-
hibitor vyskytujici se v plazmé o koncen-
traci 0,9-2,0 g/I. Protein je tvofeny v ja-
trech, odkud je uvolfovan do krevniho
fecisté. Zabezpecuje ochranu organizmu
pfed ucinky enzym (elastazy a kolage-
nazy) uvolnovanych z bilych krvinek pfi
zanétu. Vrozeny defekt AAT zpUsobuje
rozvoj plicniho a jaterniho postizeni [36].

Sérova paraoxonaza 1 (PON1) je gly-
koprotein o molekulové hmotnosti
43 kDa, ktery je syntetizovdn v jatrech
a nasledné vyplavovan do krevniho fe-
Cisté, kde je asociovan s lipoproteiny
o vysoké hustoté (HDL) [37]. PON1 hraje
vyznamnou roli ve vzniku a rozvoji atero-
sklerotického postizeni, diabetu mellitu

Il. typu a jeho komplikaci [38]. Rada
asociac¢nich studii prokazala vztah mezi
polymorfizmy PON1 s neurodegenerativ-
nimi onemocnénimi, zejména s Parkinso-
novou a Alzheimerovou nemoci [39].

Retinol-vazebny protein 4 je vy-
znamny klinicky biomarker pro detekci
inzulinové rezistence a diabetu melli-
tu Il. typu [40]. Fibrinogen je glykopro-
tein o molekulové hmotnosti 340 kDa,
ktery se bézné vyskytuje v krevni
plazmé a je nezbytny ke sprdvnému za-
jisténi hemokoagulace. Jeho plazma-
tické koncentrace se zvysuji napf. pfi
zanétu, poskozeni tkani a pfi nddoro-
vych onemocnénich. Apolipoprotein E
je vyznamny plazmaticky lipoprotein
zodpovédny za transport a metaboliz-
mus cholesterolu. Klinicky abnormalni
funkce ApoE je sdruzena s mnoha one-
mocnénimi, jako je ateroskleréza a Alz-
heimerova nemoc [41].

Ackoli pouziti metody ProteoMiner
v kombinaci s 2-DE analyzou podstatné
zvysilo pocet detekovanych protein(l ve
srovnani s jinymi komer¢né dostupnymi
frakciona¢nimi technikami, zvoleny po-
stup analyzy se ukazal jako nevhodny
pro detailni studium mechanizmu [é-
kové rezistence v krevni plazmé pa-
cientll nemocnych MM. Ke studiu mino-
ritnich sloZzek bude nutné vyuzit vhodné
vicestuprniové kombinace frakcionacnich
a separacnich chromatografickych tech-
nik s naslednou citlivou hmotnostné
spektrometrickou detekci.

Podékovani
Dékuji Danusi Fridrichové za pfipravu
tryptickych digestu.
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