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SOUHRN

Hypertrofick8§8 kardziomycepgdtaise NDis@2 nSgefetn
onemocnhin? kardiovaskul 8rn2ho s&m® ®dluo ubhAd K
dobu, zat?m neexistuj?2 snadno oghalilyghombl n® di
vianktBdiédg hj,ezegm@da? i ejgahiedmP nezn§§mou ro

anamn®zou.

Tvorba metody c¢c21 en® prkattikoancizc k ®y ba maanlT1
potenci 8l n2ch mar ker T hypertrofick® kar di
standardT byl a hl awanr2tm |[creBloaptr cSeed koldPdia N & ed i
vel mi mal § mnogst v?2 hl edaml ah m§d mt2em c m8 b g
bi ol ogi ¢k ®h okombirmati er i c8d rud  plou giyt Tmdv 2t anrmdag Rl
pSeskrvoant i fi kacanalky&Paboi poDtkr 8§t k®m | ase.

Pomaced emotno c k ®ho p&keagti dp k ovEin® nhNkol ik
mar ker T hy pdiomyopatefkit ck ® lbagd y jvlgi tdeSZ2étren SwevRe de
bylvr § mceér tdalzn2 pprl8aczemaptoipcsk§akoh o bt opekenaoi §1 n?2
tohot o o.nKenoemicaneDBR oV y kaanT chbyp ryo tzeGans¥eng m
p 0 moenZymoimunoarday t i ck® met odw ]l sl epdokryovenZingn®& pr

anal Tzy.

Vi g§mci pSecdklit&dad® pdiS§ze byl at odavoSeral
proteomi ck®mogmRal Bzy sl edovgn? hl adin nhDKkc¢
hypertrofick® kardin®my apatvile nZmpbofel reldru® narpd In]
c2l| rdakn? pr 8ce byl y Studitnoproblematiky kvamtdikacey  %s p
proteinT al e ukl8z ad owhldead uy2n anomg§m®i Yehpl i kov an
d8l e krioviat kyerpwma éz e j imiédpretovat hod n i

KI' 2] ov8hyspleorvtar of i ck8 kardi omyopati e, prot ei

anallza, kvantifikace






SUMMARY

Hypertrophic cardiomyopathy sne of the most commanheriteddisease®f the
cardiovasalar system Although this disease i&known for a long time,a suitable
diagnostic procedure uncovering its early stages in patients with negative or unknown

family history isstill lacking.

A development of the method for targeted proteomic analysismbic@tion with
subsequent quantification of chosen hypothetical markers of hypertrmgiiomyopathy
was the main airof this thesisThis method is able to deteatry small amountsf chosen
markers in the minimum amount of complex biological materid¥loreover, in
combination with properly used standards, targeted proteomic analysis enables quite
precise quantification of many analytes in a relatively short time.

Several previously described protein markers of hypertrophic cardiomyopathy were
assayedand quantified usinginique proteomic techniqueConcurrently, a new potential
protein markeri soluble fibronectini was described. Protein concentrations were
validated using enzymoimmunoanalytical method and obtained results were compared

with targetedproteomic analysis findings.

In the presemd thesis, a new short method was developed for detection and
quantification of potential markers of hypertrophic cardiomyopathy. The main objectives
of this dissertation thesis were sucfeky fulfilled. Nevertheless, an area of the protein
guantification using mass spectrometry offers many points of view ese ttargeted
analyses, which shoulde futher studiedgcritically considered developed and correctly
interpreted.

Key words. hypertrophic cardiomyopathyrotein markerstargeted proteomic analysis,
quantification






ANP
AUC
BNP
bTG
CE
CID
CK-MB
Cv
DP

DT
DTT
ELISA

ES
FA
FABP
FDR
FN
FT
GP-BB
HPLC

CHAPS

IGF-1

LIT

MALDI

MIDAS

MMP

POUGI TE ZKRATKY

atri 8l n2 n a tatrial vatrierdgtipeptide) pept i d

plocha pock Si v aeaunde(thecurve)

mozkovIl nat r (bminmatiiretcipdptidp)e pt i d

b-trombaylobulin

kol i z n {collsionenerngy) e

kol i z2 i ndukmlisi@mirgucddldissaridiony c e

kreat i nk(éreatiekinaseMB)

koeficient variacécoefficient ofvariation)

de k!l asz ep o t{dadusteriBghotentia)

doba mnRSen2 j(dwklhtim®o pSechodu

Cl el an d o (26,3%1,#hbis{suttahydbutar?,3-diol)

heterogenn? enz yenzgmeBnkedimmunsosena | T z a (
assay

el ekt r os pacepctragpBayioniaatiar) z

kysel i na(foormicacid)e n| 2

protein v§8zaj ?fattyacidiendingpr@®eink y sel i ny (
pod2| fal egnh (dasedistoveryyrat®d ch vIisledkT (
fibronektin

pr och 8z e jflBwairoughr ak c e (

gl ykogenf os §lysogegnph@sphprglas@BB  (

vysoko¥ i nn8 k ap a highpefer@anadiquido mat ogr af i
chromatography

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethymonium-1-proparsu | f on §t

somatomedin Cifzulin-like growth facor 1)

l i ne8rn?2 lineanontoap 8 past (
desorpce/ionizace | a s matrex-essistedadaser¥s] a st i
desorptionionization)

MRM-i ni ci ovansg d e t eMRMeinitiated deteckom end a c e (
sequencing

mat r i x me zadniatoxpnetalpreteise



MMTS
MRM
MS
PTM
Q

RT
sCD40L
SDS
SID
SRM
TCEP
TFA
TFE
TIMP

TNFU
TOF
XIC

S-methylmetharhiosu | f on 8§t

monitorovsgn?

v 2 mutiplér saotibonmonitoningr e a k ¢ 2

hmot nost n2 magsspedrometrget ri e (
posttr ans| aposttransiabodaimbdifitation) e (

kvadrip - duadfupole)
r et e n |retentioftimes

rozpustnTl |

(
g a soldble@b40lggdnd | v CD4 0 (

dodecyl s usbdiugdodesysufatg (
stabil n?2 | zsmbles@opadi®ioe dNn2 (

monitorovsgn?

2 gelettatr aactiorenbnitarirga k ¢

tris(2-karboxyethyl)fosfant(is(2-carboxyethyl)phosphing

kysel ina ttrifludrdacetmacid) ct ov § (

2,2, 2trifluoroethanol
t k§RovIl inhi

metallgprotease$

b itissoernhibime of a | opr ot e 8§z

t umor nekr ottunzongctosiactarth kt or U (

doba letu {ime of flight)

extrahovanil

i 0 n éxiwactddiorccivomatogeath o g r a m

(

(

(



1bvod

1 200 A

Kardiovaskul 8rn2 choroby zauj2majkid st abi
nejlasthDjg2chEpSdpbshk®%umni ?t. t¥ed2vkolém 40
PSevg8¢gng& vNhRDtgina onemocnhNn?2 kagdvovadkubk§uyh
a jejich problesagen@mdl vETakitilhvnpPreventi:
Viznamng | §st t Dchto onemocn@map9g.e aorvygtemo g
dysplazie prav®ykamormy,, fBrmida®&Tw2syrdliohat al n
dl ouh®ho QT J etmchneatRzghyper t r of i ck 8 . Kotor di o my
onemocnin? ] e nel astNj g% elvatoizemld u v cshok o o
vpopulaci (1: 500 §i v n af dyzketujel seve f o PmP) obstr uk]| n?
neobstrwlRl thaa alli enraikz mwe&mnysvNtl itelnou hype
srdce. Patogeneze ogayper tnreonf2i ¢ k ®t 2@ malit m @By o k
hypertrofie vzni &Bs |l prd&kwd Dpbodpdmalwnzch reeé
pogkozenou nfunskacrik osnred ¢ |. Postigena je zejm
prot o ge zbytnhDl § | Dkaél méojviaaasgel ivii nlaey ® kI Ber y
rel axovatelns§ a vytvgs? odpor ge¢ m&ktuy pkorvv®m
fenotypov®mhpnmrojbgvy et ®teg 2c di agnosti ka nesn
mTge onemocnhNDn2 prob2hmtr blempSsdympkomyY aebl
postigenlch, zejm®na mliadlkah ni§ihd ®, %sne t in a d
nemoc)nl clh v | askndlv adniTacghn opsacdi ent T se zn8&§mou r
tomuto riziku pSedch§8zet. Bohugel prnem2m zd.
pS2znakem G6pojehychVet st agbemnmeoiickk&8hkaed
Sadnhejk| as tplFj2gZnn §thcml agbrdwegmM2 &obhN zat2m
di agnostickl n&strojgmckteniti myn2hbhypl ssckeepeéen.

toto z8vagn® onemocninz2,.

Nej poug2vanhj @nosnmetkoydow dioavinutlch f

kardiomyopatieje echokad i ogr af i e. Lasto je vyug2vsgn t@
Hi st ol ogi ck® met ody, napS2kl ad endomyokar
di ferenci 8l n2 di agnosti ku, jelikog charakt

vgech pS2padedh domnehkay hylpeatrofie mi mo d
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snadnlT diagnostickl postup byly pSed | asem v
vt ®t 0 obl asti se uk8zalo, ge jednodcdk®muscr e
poltu dosud odahtalkedn Twahh brkwlteac 2 & 0u %z prSdlpadT
hypertrofick® kardi omyopatie zTst8v8 konkr ®t

Zaj 2 maygy®ost.i pro vIivoj screeningov® met oc
ale mogn® u tak slogit®&momsoné&mooamremn? sdoudp?v
| ® ebnTch intervenc?2 proteinov® markery? Je
uni k8t n2 molekulu, jej2¢g pS2tomnost ji pS2n
kvantitatimPARol izkndprSgmmt RRimonee % astn2c2ch p
procesu. Cennim zdrojem informac? bTvaj?2 m
kterTch j sou sl edovs8ny kvantitativn? zmDny
vkompl eéoxm2mgi ck®m mapgreax i8I nBpmnBvidd@®@iHet akt o rc
anal Tzy na velk®m poltu vzorkT a hodnotit vg
vihodn® vybrat kandi d§8tn2 proteiny, jejichg

viznaaskedvatimap Sphk mantddyc 2 ®epr ot e o miozk® | mnvalni®z y
jako monitor ov §(RM, Sejettad RendtionfMonitaiagk c 2

Cesta od objevu potenci 8l n2ho markeru ke
di agnostiky je velTminTdhouwh&odT | laadniad ket ¢ lwk T «
pSed| asnhobklioans|t2i. dM agnosti ky hypertrofick®

proteinov® markery vyug2vS§8ny, [ kdyg je i
Po mo c 2 proteomickTch ng8stroj T | sme dnes scC
onemnocnPNn2 pomNrnhN rychle stanovit. DobSe ses
proteomick® anallzy by mohl a oblastdabeaatn@run2mnr

di agnosti ky a kontroly pr TbhDhu tohoto onemoc

20



2 Teoreticks©s

2 4AT OAOEAEBOADDOOT p DPGAEI AA
21 ' T Abkrue

Nej viDt g2 p SjeepjiBéledsru kir v @z miesc dlu®ko or gani
virebunhDk pat ol ogi .c Etgk opvol zonhlkrBNe &€ chn §s | edk em
odumz2ar 8no?u | messnm®@ehooi fi ck®ho nebomoshpew i ddbctk®hat
cirkul uj 2 c?2 k r & peptighyrcohtaeriankyt er i sti ck® pro vzni
Jednoznalnim pozitivem je tak® jej2 snadnt§
Zprackvw@ga2pl azmu nebo s®kuimnpak$Fzrhk pdacod i g

PSi pirok@oamal Tze krve je dTlegitou ot §z
Ss® rum nebo plazmu. PSi aktivaci Ssyst ®mu s
reakci mnoha slogek krve, jej2mg vkslke®kem
doch&zchykcovs8§n2 krevn2ch el ementT, zej m®na

adheruj?2 a uvolRuj2 obsah svich cytopl az ma
shodn® sl ogen2? jako plazma.s®oaguéa] ndal fpéah
negplazmn a mTge nédepbk8fé&i c k®mu navsgzgn? nn
zaj2mavich proteinT na krevn? srageninu.

materi 8 poug?2t *ro pl&g&novanou studi.i

Vsou| asnmast hagem prreafceorva wWgn odbDr krve
syst ®mu, kterT je tvoSen evakuovanou zkuma
proteg8z. T2m je zajigthNno odebr §naktvgiSesnn
syst®mu sr§8§gen2? a d2ky pSidantymanhcb®t ded:
proteinT pS2tomnikhvee KrzomRuwihdge hmee ®enblscah
,  kt evodsilopke bRNhen

dnu zkumavky a pomoc? viogen®ho filtru be

zkumavkaj e gt D separalnz ventil

plazmy®

211 00T Al i1 U Q@ADIAEAIUI OOPI AU U A EAEEAE GAHATp
Plazma tvoS$S2 =zhruba jednu lekvuttiimua cpeé

pSev&gnou | §st pSedstavuje Yachanost Zoytakt ei no v

pSi padS§ na | 8t ky tedye lipidy, kukrya nm® o po v aolryg,ani c k
21



2 Teoreticksg |

anorgani ckTl &h aslt8n2ek2nami slech fyziologickTch
kvel k®mu obj &kmnekn§e kprecentrace di agnosticl
vpl azmDmi (68d&EN p°coag vig/mmlmnnN ovl.MeRuje | ej
dal g2 pSek8&8gky, kt er ®l eptoedksctia t an Ni &enmtginfaidkRaig i2,
charakters | o g en2 knplnawzgmyv el k ou anbtr @erun apt 9,ivsiipz2nv@&p | i ¢
posttransl al n2a modndd f kkap2 ¢PTM)ocesy.

l]]
e
m“l””]lllllllm

Obr.2.1Zn § z o romitre2nhdroapd n2  pr ot ei n To appraaenondle eigha Srelersom
The Plasma Proteome Institute, Washington, DC, W&#, Cell Proteomicd, 845 847, 2002

PSdroteomi ck® anavilzmeamliar mMyi nbiltgu&Boc2 m as
rozsah koncenpr @ated hodpdsoavgaencl ineaipn deset dekadi c|
Tom§& za n§sl edliekg nzoasstti2crklyn 2z ajNkrmd\v Tkah mBd loe kvuyl
zastoupenIi Kt mMpott®d ngej m®na al bumin, i muno
antitrypsin, lipoproteigi aj.,d o hr o mad# § t%® 5c%2l kov®ho pobot ei nu
21). Me zi n2zce prateing $doiuapgenno® t i c kT matpd2 e maipBl2 &m
interl eukiny a cwt@pkigrky,zemd a@the it rkyBamdonyd lintb unn
Bez dal g2he applag®asfmy Inabnrel@nbtk2llgm8.ck§ pr o
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2 Teoreticks©s

di sponuje Sadou mPS20dtl @M, k okrtpd relxmitkyTs ébad ol o
odst rvaynstbrncze  z ap it o tisanieitd2fiht
2111 ! AETTEA O ®OAT Al p | AET OEOT pAE DPOT OAET jj
PlinnTm pjSsatipemtnz \wyisdgxadh NDssokodk e reir ®
vaznorsdijvz2k e zastoupenl mvmpamt eohdioEkmkujel az my .
odstrammM@inAu adbi mumogkpBedi yEgatwmd T zou pomo

gel ov® el ektrofor ®zy n e [Bdkpmm@ort| nnopsis@nFetyts p e k t |
pro od®sjtirngncriei nT.

PS2kladem mTge blt Ci bacr onrysokou afieitou c hl or
kl i ds k@ muv ®mu  .aldba einn@r vn2 cdhenZahe met od, k t
pougkodgttrahk®h o v pod-?2bliuo | aolghbi ucnki @¥Waabazedtzumieur i 8§ 1 u
jevgalspeci fickwB8§ ao das tbruar@d¥m bider @sio anallzy
mar ker T nebl.vA§ kdb s v a|puajt2522h one to a dkytr raafi D m#? tmn
post updTnvoduz nedosttyt mlem® &penpil filkaokasa ® pS?2
viraznhDji nerozg2Sily.

2.1.1.2 HexapADOEAT Oi ET EET OT U

Zcel a orsgg@®d n2 pr o sn2gen? rozpht?2
vbi ol ogizok &m pSedst vvauzjednpoh it gandT ve f
J&8drem metody jevhaxakeptvied&wv @ akmmdthoognh ¢ h c
nosil| 2ch, kt «o8bj ratp®imAldjsegma®mionokyselin.
obsahujep o pul ®eti mad °)r Ak n{ 2adeptdhile x D2 k ytechnoldgk § t n 2
pS2pravy nesa w@®dIipmwséihu jin® hexapeptidy
l igandy rTznl mi nekoval eiotvazébnsou pil mtzenrya ktclermit
hexapeptidy vysnnyint&ag®d cy pdabz2R) n?o kompl et n
nasycen? vgech vazebnTch mz2 st s e dal g?2
hexapeptidovg knihovnageeh stiegahdT zpso o uwlpe
podobng8 mnogstv? rozd21l nlTchdnprcdit ekionnTc emée 7 &\

vzorku 0!

23



2 Teoreticksg |

vzorek promyti eluce
)
o'.. pro;einy
”0 '.*‘.o kr’mihovna "‘ "‘ ,'{ ;s
N .) g,‘ )
o 4 e: ) q
o~ o o
2 = Frivakee B8 :-. 2 . e ® FTfrakce . * o alust
LY os .‘ «* .
Obr . 2.2 UZeghkzoohnd®dgke pepETddwiaklhcek i hpv®@BRe§ zaij dc 2 f

zwww.bigrad.com upraveno.

Nevihodoy emetyjedyze sv® podstaty st2r§ kva
vi TznT ch vpzSo?rpca2dcth .anval Tzy zamhNRSen® na hled§n
bit proto met gdanTkmi mh.ieficohwns rkaa nsi

2113 /| AOOOAT Al p 1 AET OEOT pAE DOIT OAET I EI OT T AEET E(
TSet2 pS2syuphkomiclent §wien 2s t puadimiV@yn ®@gni ¢ k ® m
materi §8lu za soul agm@houpdaiebnDux BPypmbce
komer|l nhD dostupnlckol omr opnract oig ma f oodskdnic ht n2 s
frakcinej v2ce zastoupenlpbdpm®hmD kD mpl zZReskanT t\
Tyto kol ony obs®ahpugl2y kilrmootBill It zkdyi pipiod €i n Tm  a
jejichfoTmSdwm hemdge blzt m§Axnihkoprotei nT, kter
odstraRovan® proteiny jako p%drdgealien Sejgemnd
mT gbel t ppwfgrin 2sd em?artnuirmal n2 ktBlrilnlpeSmrug?2 vazby
proteiny, ale nepokod2? nav§§zan® protil §tky
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FT frakce frakce zachytdvand protilatkami
nizce zastoupené proteiny vysocezastoupené proteiny

/

Obr. 2.3 Chromatografi k T  z §znam i mu npooanfoicrei tHP?L Cs ekpebfirBantpkceMA RS Hu

proch8zej2c2 frakce.

Ztaktoo g etplhemy®e bo | s®r adenti fi kovat vdaraznh
soul asn®ho zachocvhg né h akrvaaknt tei nfici skkadm3d H 3 e da midd |
j sme zvoliimunopf Baoi t 32 kol onou MARS (Mul tig
Hu-14 (Agilent Technologies, Wilmingtot) S A) , khej8 aoabhgs8g§zan® pol
proti 8t ky pr ot 14 nejv2ce zastoupenim protei
transferrin, hap2mak obgholkulsibrt,T ndyd ggk,op ot e
apolipprotein Al, apolipoprotein A3, PSB §kdg
chromatografick®osepamnadin2t zlked dopg® BB Kk prote

obsahu vzorkyviz obr.2.3).
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22 01T OLp HAT OAEIAIOBIAOU EAOAET OAOEOI UOT pAE 1

Mar k er vy srdel nzho pogkozen? |l ze zjednodu
soul 8§8sti myokar du, kam zahrnujeme kromBD Kkar
povahy, jejichg biologicksg8 aktivita m§ vizi
vhepos!| edda?2| Htakdy) nehor mong§l n2 povahy, zej m®n

rTznTm z&nNtlivim @eil enhemigaki mmaut avTm v

Vdnegn?2 | aboratorn2 diagnostice kardiovas
mar kery proteiny popmsujviasdstseseobmmi kmanui patgi
bNDhem akutn?2ch koron8rn2ch syndromT. StnNgejr
charakteristick®ho v zkersetvunprum jSeejliicght i k o nMeeznit r |
| aborator n2®twy (ot Bései 2 waktSd88§1 n2 hl asd@rnuy, sr de
kde jsou za norm8§8ln2ch okolnost2 t®mRS nepr
jasnhD wukazuj e na akutn? pogkozen? kar di omy
myokardu 2z ®t o s ksurpd?2elynrjod® Al hednati vou k tropon
stanoven2 hmotmMBStzmenkygmoe ktr eac¢cMBmassiBzy, t z
Tento izoenzym | e pkostmyrork?am ds wsglesti i ckd .v Ws
n2zklTch hladinS§ch a vzrTst§ pSi jeho pogkoz
sval ovg dystr ofhileaddijn.§)c hP S ickmostisoojkdr cotteediyn uz vr o v
vyl oul it pogkozen? kostern2ho svalu. Vi hodol
aktivity je mognost prTkazu [ | §8stel nhD de
enzymovou akti viot us.t aNheovi ehiotdmojué jtkogheottk 2 mu z v 1 §
CK-MB doch§8z2 ag pSi srdeln2 nekr-ze VvDtg?2h
poug2van® je t®g *sTteamntoov e h & monpyroogtl eoibni nue p 2

svd ovich buRk&ch a jeho hlavn2 funkc2 je intri
se uvol Ruje ug pSi velmi mal ®m pogkozen2 bu
akutn2zm infarktu myokardu. Bohugel jeho bio
mi nut , cog nen?2 pro | aboratorn? anal Tzu v
ukazatelexs ®r u mTge ale zpTsobovat i nedostatelns§
tento protein pSirozenhD eliminovgn.

Dal g?2 zaj 2?mavou skupi moau k po T ¢ 2jvwsaorul chmatsrri
pepti dy,hdnle?gtnajntuc 2d nk 4 z8stupce (atri 8l n?z n e
26
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natriuretickl peptid BNP, natri uvt?eteack® pe
peptidov® hormon8&8lnhD aktivn?2 | 8vwdoyaiony.l znamr
Jako antagoni st ® sy mangidtendival dd Dkerj 8n sypaod ®mo
a maj 2 prokazateln® vazmoydijsaocal uvy otMRonEyy
vr eakci na zvl]1 gkernvli tsleaks okuwlvaes nNDV vyskytuj?
fragmenty. Lze je detekovat t ®mNS okamgit
monitoruj2c?2 selh8vg8§n2 srdoeti NejsbodhkBgg?
respekive jeho Nt er mi n§1 n2 jpeloeEptzivd gen® hodnoty
skl asi fi kadNewyptrs&®endkar diNYHAOP ckou asoci ac

Zostatnz2ch dnes poug2vanlich | al@akadat oymng?
protein, j ehog viznam | enap$e ckd vag?2 mmyperl cogprea
vybran® i nter | eukmaekuly CP4)Isu Bhbhensltivdamd as o
plazmatid T prot ei-A BRAizodAaAR B gl ykogenBR sthhemy PR §zy
modi fi kovamébaol bamemnT pr ot e FABP. famostatnbais t n ®
skupinu pak tvoS? |l i poproteinov® ¢dBasu i c e .

aterogenn¥tdoagnasitkiace kardiovaskul g8dah®h ¢
mar ker v z&§nhtu

Do dfaspgwmug2vanich biochemickich stanov
nedostaluj2c2ch citlivosovandetho pogdnilfigeim
bychom dnes zaSaadsiplairt §t ambmenransfer§zy,
i zoenmeholgTdr oxybutyr 8t dehydrogen8zy
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231 #EAOAEOAOEOOEEA TTAITAT AT P

Hypertrof i ck §e zk8vradgiho@ojynoepnactci reln2 kar di ovas
systBmua poppFmwe 1957a me r i patolbgem Donaldem Tearem na
z8kl adhD pozorovgn2 shodnlch pitevn2ch n8§lezT
44 let. Tent o pb®HBBI svs8 dat a® pduobblyi kroevpad p sjaank® pdoa
di fuzn2ch t ufrPorroft omjyeo kjadeduo onemdah®nhnehpbmben
postupnh rom$dsmBErenmace o0 Sr@®tzoojchmr d ®K.aSsk
zobrazovac?2rcéhs lteedenhn i ik meltioadl ongaleekau |l gemét i ky
kprohlubovgnat2pwzndta®TTkm zmNDn&m ¥%hl u pohl e
problematku Tento slddgi§®? kmdgotjvz d32pmeuigech ant ch
poj menovs8n2 chor obsyt,jpounkaa zjug j22c 2fcaaminleij8ran? v

i diopatick8 subaort 8l n? sten-za, hypertrofi
neznalosp SepB®| i ny choroby (nap$. idif®Omaaginck§ h
poug2van® oznalen2, tedy hypertrofick8 kardi
Brit ®3AiL & n8s | e 90. Iptech graf. MULQr.dPpvel \G@govDrSc. ve

sv® monografii Hypeftrofick8 kardiomyopatie

Dnesighypertrofick®ok praevmtmiww pagjimu mnoha v
a | ®kaSskTch tTmT. Jedn8& o nejlasthRjg?2 vroz
se vpopulaci vprevaleci 02 % (zhruba 1 5000V L. es k® republ i t8d§e ted
vi skyto02®@PO5m®sob, trp2csbchempou asbptch®htod o u,
pacient T wsiezinle hggvkral@a ss pohybuje kolem®% r ol nN, ml adg

pacient. ( pod s3n0r tlze tohe kosgeerhic eBpsiBow c2 m v NDkem
rizkovT znakmnel 3 §. U osob ve zvigen®m riziku (ro
nosi | st v2norviG i nkuotvaBe e & aev i pdoedovn8ldntyn z dr avot n2 ho

prothpger tr ofointyko ak aredis e jnmalkgBemkmr o jve wilXk uv ne z
typu mutacé* Nej vt g2 m jer ahSlcmnyem a di a ginvons?t i rkad i onsno@

anamn®zy
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2311 ' AT ACEAET DI UAAp

Hypertrofick8 kar di odnoynmoi pnaatniten Nj ed IMahi?t. o O N
Jej 2 vsihsokdyntD jve§ z §n2 naP$dMurmhd %B. risziulbo Np A
st ejpo@ kozedD®owhiettyce (sporadick8§8 forma hype
sevpopul aci objduagh?2 me §dmBmo K&A/G T emgtakc ?
pSev§gemecoh pro sar RRPmemi2zark @ bzréoteaienRy aej v:
posti geni m mprofaeyezmi®d g lejedmaRgnen pro myozi novli
protein C****Zast oupenpo (pksatzgeermiJecchl i § nen?2 tak | ast @
extrasar komer i ckrokems pa roa dviz naph 2 jgs¥mopulaci se
vyskytuj2mbh®golpSe pladlyemut hjge f z edvygmee ( kol e
5%) ve sbBygndn?2|stusponi gnmh Hpoplacr®Fenot ypovl
projev vt Dchto pS2padech bivsg tnNgg2 HABghwgepaci
vzhledemkz §chyt u mut aceppokig§momsisdihel T68e%d§ pSec
znal ngnol 8ht dpégkbDTneb@ab.2&l)odhal ena

Protein Gen Lokus Frekvence*
TNgkT Seyotimec b myh? 14q12 20-25%
Myozinovl vazebnlT protein C mypbc 11p11 15-20 %
Srdeln2z troponin T tnnt2 1932 3-5%
Srdel n2 troponin | tnni2 19p13 1-2%
Utropomyozin tpmil 15qg22 1-2%
U-aktin actc 15q1%14 pod 1 %
Titin ttn 2024 pod 1 %
Esenci 81 n2 podjednotka | ehk myi3 3p21 pod 1 %
Regul aln?2 podjednotka | ehk® myR2 1292324 1-2%
22 podjednot kde perrad eonnt®ni 20 Bpeky| prkag? 793 pod 1 %
Sval ovi LI M protein mpl 15922 pod 1 %
T-cap/telethonin protein tcap 1791312 pod 1 %
Cel kem YsphDgnhD identifikova 50- 60%
Tab. 2.1 Popsa® mut ace stoj2c?2 za r ozyVvpjgienokalizace @ el triovn c k ®
l etnost. mPSegrzaftioezVesel ka et al. Hypertrofick8 kar:

*pod2l viskytu pocel&bv@ehodpo®mugeygezr Sovanich osob.

Absol ut n? m2ratbabyPest oof§k e j akzon ag rndlv nl 8 vga
upostigen? j edNap 86t kpwobgkhotzrganpddni nu T sie | ast
t ®mNS nevyskyitzujkeo, nn8ahd pRa ks®mreteix i BTt w§ ez v Tegden ¢
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hodnot a tl ougS&kry§ mbyy k avrpdbau, lpavizdvhlap S2 t o mn o st
onemocnin?. Byl prok8z8n i urrfl siktyit ewnz tparhv nihe
klinickTchyperdjreovdT ck ®° Dokoncd ibgowyydbpr a§tnioe n Nk ol i
takzvdmgm2mal genT, jejashhj 98bmmREratkkace ede v
rizika pouze n®aopgclkloa®D owmplodjld®lzi&kabiitas e
pS2znaBMmci yedn® r kil mydu( tshdy n®hio. pedd ktu) |

Mognosti di agnosti ky hypertrofikk®h kar di
ngstr oojnfe zj&yoguet Sen?2 | er pdiorv,§ ddde byl a pS2t om
kardiomyopatiej i § pr &k § m8&m a 2 g e ngedopulade ¢ 2d erme eond h al i t
zej m®na n§hodn By byl zzhléeden K®b mao ¥ plo®zhu§ ming h a ¢ 2
vel mi nguol nihepa SE*Ydsoul asnost i joed | ¢ BpMeenrh z e |

mal i gn?2 od metmagnh2ch variant.
2312 0AOI AUUET 11T CEAET AOPAEOU

PSesnl mechani smus v map okduk baa orébt zi vcokj ®h oh ydpeef r
nen2 zn8&m, existuj e nxh, studovdheuwod i kv 2t Reoadd m . maddedl
souvislost mezi mumyacc2i mua a Nsgrk2@ye nSoeut Brzacrit r a k
D2ky t ®tdocp@ra jglkes szZlveldnem® produkci rTstovlc
aktivacigemko ef éc®l n2 1 Eyopragingigalemo h ®i nal @zt
u jinTch chotrlodk cswiom emi &thd ksetmdjeroS/dj mB n 2 m
zrozhoduj 2 2Sd h vfzankitkaur Thy freer tprSefd peo k | (Brdattq g eg e
foomyprotée nT j sou ce$®mommp@cvrofie u tohoto onem
vB0 a% m©@®zvz2jl2evp® ukeeemovSe | a kpoo r kudonpraddility, ace | e |
ktere§ vi sinddiuj e ejl ekl®h2 Tistrallkceieor i i podpor uj
chirurgicklich zé€dakhdi vedsuceakbekve vitokov®m

Dal g2 m mechani s nbeym, mod?l koyk rokevigichyp@rhedie, je
neefektivn2 vyug?2v.8RMutenparmp@ teii mkyT cnha j 2 d rvoyj gTg 2
ATP, 1 2mg n8slednhD vznilk@Ri®h dZekytti omad nEs
mnogstvon@dosoj el i kog jehokoplll @7 p&tnizc ki®h os arret
energeticky vel Yygo2r bbwn§pe eiratchesitosolugen t T
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jedn2m ze vaikihmpé St oofTi e a nS8BUBRE@d@mh®NAEW P
mitochondr i §bm2if**¥ el h§n2 m

Mutace sarkomerickych proteint

.

Neefektivni vyuziti (relativni nedostatek ) ATP
Zvyseni cytosolického Ca2+
Zvyseni AMP-aktivované proteinkinazy
Mitochondrialni selhani

» | Apoptoza

Snizeni kontraktility | —» [ Neurohumoralni aktivace

l l

Dezorganizace myokardu (, disarray”)

Systéemovy krevni tlak

Riistové faktory
Hypertrofie |— Intersticialni fibréza

Obr. 24Mogn® sch®ma pat oRySenvezzed mbygzp af i eo fViees.el ka et al
kardi omyopati e a p S2 bua nfaverto@riaPt a = e ®osi n2¢ A& osf &
adenosinmonofosf §t.

Patofyziologie hypertr of prabler®atikkzaa hdri rourjy2og?a
k r o prdtesuvzniku sammt Nn® hypertr,ofp S sip?2edakjopb@aoulkj e
choroby. Kt Dmt o pr oc e s @rmzvgsey sStaodl2i cvkz® iak di ast ol i c!
nitrokomor oau®@chanibnsup e ukniked S| e pS2 | iny i schemi
arytmi?2 rozvoj f unk]| n2n eppoorsul cehdyn 2mi Sards§ n|2ahsot
porucha regulace krevn2ho t#Rbpia jpodradtglei

proce§ by vgak byl nad r§8§mec pSedkl §dan® pr §c
2313 0AOT 1T CEA EUPAOOOI ZEAET EAOAET T UI PAOEA
Abnorm8I n2 morfologie srdce posti gen®ho

patrng8 na vgech ¥r ovn?2(crha kpaotsokloopg icckkl ® h omi pkor:

elektronmikre k o pi ¢ k1 Joehr2anzi) charakteristickTI mi Zne

31



2 Teoretick§g |

myocyt8rn2rditsaiB8an? fnbepozsa iagenhari aktrarmyotki
ar t(ebr2.5p

Obr. 25 Vliwo silnostRDnng intramyakairndtiiSthon® ar m®di & ae ne
rozvl §knhRnou v miut §nM2maiB&zevem2 Inamienl astick§ vI &§kna (v
Vpravo Ads salroalydh vl §ken hypertrofick®ho myokard.l
(hematoxylire 0 z i n, 10PSevzmamogr afi e Vesel ka et al . Hypertr
pS2buzngalt@®mataQ0&

Posti gen® srdce m2v8§ zvligenolu 80mMotgno sptSi ( t
zachoval ® obvykl ® velikosti. To ,kdyddisano r est
|l ev® komory bTvg znalnhD zmengenst§ (obr . 2.6
vt gi nou alsggvmek amarkoyyv &m sept absat rjuek cl2a svtlot oskpo
traktu (obstruk]| n?2 h ymevrgtermo fmTcgke§ pkaasr tdii honmoyuotp
| §st myjokla®mkiov? v rozsahu

Makroskopicky | ze d8le | asto nal ®zt postn
myokar du, krh2egt8N vmedtk&nivck®bhdpedms&midbHngl pBSedh
Ag u jedn® poloviny pS2pad 7 jsoUvkperz®rbyat e
mohly stlalen2m vDnl|it® tepaleplSemphryat ®kemwv
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Obr. 2.6 Schematid&k porovng8§n2 zdrav®ho srdce (vpravo) a srdce

(vlievo). PSevzato z.http://stanfordhospital.org/

Na mi kroskopick® Yrovni je jasnbD vidit
ovel i kosti ag 90 Om10(inlo5r m®mMp2 av ezlnlknoys t j ejj
(hyperchrom8zi e, zmPDna tvaru). Nejspeci fil

snopcT, myocytT a “Myzmjindr®zt itzmimdisppermtyr
myokardu a je podkladem kontrak|ln2zch a ar
hi stol ogi ck®ho obraziktjee §i pravefdNpoidobamnay z-
srostoc 2 m vhRDkem objpemtkglea®ensrdci postupni n
u vhRtginy pS2padT uzav2r§ n§8lez intramyoka
pravdhRDpodobnhN dTsledkem zmogenZTytleadk®wsy asb
vyskytup  n e j lhaysptefdjtir of ovanich YWsec2ch a pSisp2\
prim8rn2? nebo sekund8rn2 zmBDnou, zTst8vS8 ne
tk§nnhD |l ze zjistit zmnogen? sa'kkemdr ,semiptoae|

f ormovg8&n2 tvaru bunhk.

Vgechny wuveden® patologick® aspekty nej
zcela specifick®. Podobn® zmBDny |jsou pozor
chorob, jako nap $?2kiedactovaratexié y)hmmd rcchro r Wbb@n an o
aj . Podobn8 hypertrki®he pedpadechBoiaktiet ®gj ¢
jinhi stol ogPfPPPIBli optviryeglze® Sen?2 m& kw® tyapar tormgfo
omezenow I povNdn?®?ypgrotuweden® patologick® zm

mimo dosah bioptomu a vzhledem ke j i ch nespeci fithD nelze po
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zhodnotit bez ohl edougrmd ilclki8nidcak & . a Pe ®h odk aargd
kardomyopatiej e t edy nutno shrnout vgechna dostu
posoudit je jako celekp Si hl @dkdt wuBMNR mu st avu.

2314 +1 ET EAEL T AOAU

Projevy hypertrofick® kardiomyopatie | sol
geneti ckl® g clki®sl & . VN%)Yi nasi(tagl T70mut ace zTst
bezpS2znakov§. svaSine zeemo v Mbel sie upvddsdtounpun e, [
Yas pRNDgnD kompe magdevkh &€ a ot yPpookvu&mu projevu choro
nej |l asthdgoh?2 vmezokdmd @igvdiBa. Jsou ovgem zn8gmy
nastupl j 2 pao dWj g2 m volbkvuy kd eb Tm2 &N jkéd2yhjo nmra§ 2u pac
srozvinutipmi heymptepmogn: - zu, asyjsopvsdant®nm t 2 n
pS2padNpSlked&m@rhil ou smrt2. Last§& nevhRdom§ au
pS2znakTobdpoluuts ®novamdsityer br ghhc kB@®u kar di on
nejlastRjg2 pS2]linu n8&hlTch ¥mrtkazatetpradT ch s
vgechny spdrtovn2 | ®kaSe

NejlasthRjg2m pS2znakem tohoto onemocnin?
v souvislosti diastolickou dg f unk c 2 . Nel dal g |l obul vy ahietnh
sl aboobien®PpPosti gen2m kost er n2hDoalsgzam s|tavsat Tum
pS2znakem bTvs§ angina pectoris ahledigka | pi t ac e
strati fi kac e prbpadeota jsou byokopymesynkopy. dj i ch pS2|in m

bTt opRt mnoho, vletnhN supraventrikul §rn2 t

poruchy i e gul aci syst ®mov®ho tl aku. Opakovan®,

hlavn2m rizikovIim fakt oardelnc hn 8hildi2c.ch Ymrt2, ze
N8hl 8 smrt j e nej vz2c devastuj2c2m a | a

hypertrofick® kardi omyopatie. Prob2h8 pod c
komor aj ejppod k| adem vijReigszchejrmt k® [ odi sko. Ri zi k
zej m@hakl v IBKS (I 1etx ) pozitivn? rodi nng8 anam
myokardu.Vnadpol ovi | n2 n2Rtdjd intNg piS2weakld jken pSi m 2
zbytek pak pSipad§8 nbhRkémaspoutae§tvldg.g2 mpp Bz
vDkemzi ko ng§hl ® ssowislastidko epeé&nz lSed miD vmNn a mi
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Hypertrofick8 kar di onyaokp®nkioel irazfgvitlukwz n i sk
sympt omat ol ogi 2 a tNDgko medoued nmut pagioga s
shypertrofickou kardiomypaa i 8soby ve zvigen®m riziku |j
cel ogilvedk anSkarindl® h

2315 $EACI T OOEEA A 11T LTT OOE 11 éAU

Di agnosti ka hypertjeofl off ®e &ewaji aonnaynonp@ztei e
fyzi kglgmz 8en2. PSi sestavovgn2?2 rodinn® ana
n8hlTch ewypgivmWaki nel nl cviml Bd®m? evidkaiz @ jZm®ma n t
postaven? m8h yup edritargonfa sctki® gkhaorkdair admyoogp aatf ii ec k ®
kter ® shvoyksSdgeo u m2rou spolehlivosti zmapove
z8vagnost nitrokomorov® obstrukce. Nej poug
| asto t ®§ echokargidgmfivdombiha§is k § Rovim Z2°Kbnazasi m?2
ehokardiografie se poudg2v§ |jako pkodneT ckvay gpus
bezpel @osbn®h®dMad rkeotniuck &8 rezonance a trojrc«

nejsou vzhledem Rk §r ol nosti a wenov@®mSeh®rediebdbBgh®y
screeningov® vygat $enk?l ajsé ck§ uEXKGE met oda, r

nekoreklbj kostz2isabsni ckdéei apr ojchryan oPtSio ppioes
vizndmodi nov® monitorovgn2 EKG dle Holtera
rizi ka n8h®t®o simmed ipkoaucd 2 v aj 2 [ kl asick® z§tI
odhal ena neschopnost odpov2zdaj 2c? regul ace
faktor, hl av nD u ml adg?2ch pacientT. LavlBrzat or
hypertrofick8pokuay®viammy dmaddt isee | plaz maytuigd k12c
hl adin natriureti ckjtaukorefp@p 2igd T 0 lels tvd i ® ko kRanz
traktul ev® K°%’mor vy

Di ferenci 8l n2 di agnosti ka mpopnee ohtedechf i ¢ k ®
jednoduch§g. U neobstruktit nzeh mPoa emrdcg e atwlt
st Sg§dav® choroby, pri m8r n?2 hypertenzi a |

pSedevg2m aortg§ln2 sten-zu.

Terapie hypertr odeivscdku®l aksanr@ i dbaryd paa mRSuj e
c2l ekterpoti| alsoem2 Kkl i ni ckdzge mp orfiexiTk e em®lcli
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10 a@ Pp@cientT je zaSazeno do skupiny se z
viskytu al esmpioRi kjoedrcdhhof akt or T. aT Rmo d ion ns8e

anamn®z a n&§hl ® n3mkliekn psapcoijeennt8h §s pyo bk Bp a neb
presynkopa, prodhDl an8 resuscitace, virazns

j sou zn8my genotypy, u kterTch je i pSes Vvys
| ast® z8chvaty komorov® taghagkkaw dP Boat hakahoyg
zvigen®(l maSmazaeag hypotPSnzmpS2teamhosti v2ce | a
faktoru je indi kovs8mnaefiimpli drBttaoaea . k dNredsipa \Be/rmt®x
mTge m2t fat8ln2 n8sledky.

Medi kament -zn2Send&®| bma zamfr nNn?2 projevT
usymptomaticklch pacientT ovlivRuje zej m®na
ve smyslu prodlougen2 pln2c2 | 8sti diastoly

bet abl ok 8t oinhybitory ergiotazprt mn v e r t uj 2, spirdnadaktenraz y mu

statiny. Tyto | ®ky ovlivRuj2 t®g vivoj i S C
UpacientT pod mp$etoruv 8neadji2kca2crdii ssympt omy mTge
myekt omi e, k dcyh i rdwrcdhi8czkRi®mak o8 st ir aaobigsto kar du

interventrikul 8rn2ho septa. Dal g2m %l innim
kter® je do postigen® obl ast.i myokar du, res
zodpovRdnou za obstrukkoncersttrSe¢kamnit eglokmolcd! .

kS2zen®mu infarktu pogadovan® | §sfgnamdB]| n2h
sniguj? obstrukci ve vdtokpS@msgn®dktvidt hen®
minimalizuj?2 p%$?znaky onemocnin?2.
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Obr . 2.7 Schematick® naznal grwd eeb) r war ga lckdo®h od eop/t®8 | sn
(vpravo). PSevzato z http://stanfordhospital.org/.
232 6UAOATiT 1 AOEAOU 1TTAITATATD

Zatpmpsan® patofyziologick® aspekty hyp
Sadu rTznTch mepcSha n imsBmPymikpostjkircvhig char akt er
kvantitativn? iz akwaluipteant2i \ re2d nz@ihlarryakwt e r p z @t
zmlbgchom mohddhdd®poauitziméa upro konkr ®t nz2ho pa
ur | it cz2l pro méagimkwaozemt® zpnméa elk@lrgd Wy pertr
kardi omyopati e |l ze rozdnl it funkl|sntldX udl @8 nL
charakteristik jsou uvedenyp 2 .§ e

2321 - AOOE@i AOAT 1 pOT OAUUU A EAEEAE ET EEAEOI OU

Matrixmetal oprote8zyypt(iMME)yatjsn@u overudo p
kol agen8zovou aktivitou, jejichg koHHoaktore
degradovat vgechny typy e xttirvaicted ulj &r n? egm
odpov?danhiick?intior y. Rodina matrixmetal oprote
skupin vzhledem kvol ul n2 pS2buzndsegnz2nebodrfiunkei .

252 8§sTupcTk8§Rov® inhibitory matri xmetal opr ol
z8st upc2lc ha,g -#I MFP

U hypertroficlk®@ kaorzbiromyBrnmatzinddna v met a
smysl u posufnat S8lynn?tn®zfyorkm8 m (od kol all.enu ¢ty
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BNDhem tohoto vIznamn®hhor afj @ mondaet!rai|xnmehtoa | prpao @é
i nhi bitory esenci 8l némnrToclhi . h I Naadriving € im @t |joeviidi tc |

zvigenld viskuyt fibroypekicbficlk®yi skhkhr diu
Matrixmetaloprot€ zy i jejich inhibitory mohou blt ov
procesT, jako -lhapBNKU,adoxindaltre2l ismtres, a dal

Vsouvislosti hypertrofickoul KkapdpebBpygp&tviant by at
upl azmat i ¢k Tperho/tse® rndlyv MMWA2P MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 a
TIMP-4.747

2.3.22 Markery AEOEOAAA AAOOEéAE

Jednou abnormalit, k er 8 | 8stel nD charakterizuje hy
je hyperplazient i my a medi e i ntr amy okoazrvdoij8 | nt2lxchh tco®v
mTge m2t offspovdukakanZatdemt nebgma publ i kov§
kter8 by tuto problemati ku bl 2ge popisoval a,
funkciekupasi ielnytpers r of i ¢ k a’8iP okpai rsdoi voanny® ptarto b o c y
obvykle vDtg? tvar, zvigenou gPenkonaalielgiat un 2 m
sign§gl Tm. N§l ezy splbaiug$hkald r difpgoveal nu@.heo my o k
V souvislosti § ej i ¢ h zvigenl naktpiovtaecnici Slydny kpops§n
vkoncentrac?2ch inm&rok @ rkTa daekstoii vakdktd), s§OD40L a

bTG).®U pacineenotbhlsts uk| n2 f orzmolun NP aj béatihiaz n a mn N
P-selektinu”

2.3.2.3 Markery AT AT OAT EUI T p AUOA&EOTI EAA

Dal &adW poruch c¢c®v u hypertrofick® kardio
vykazuje abnor m8l n2 vazokonaltm2 kpaédnIltdyp.ov Pl

vazomotorick® funkce se n§slednhDtpoopgEkduhy

st FFPySesni mechani smus vzniku nen2? zn&m. Byl
koncentrace yperiferr krvi je zvigen§ (endotelin 1, i nt
trombomodul in, asymetrickl Vaedsgywe@ ridobhD diy
pops&ny s anamhi®ckéangafracion Wilebrandva faktory kterT e

vinegn2 dobh nejpoug2vanhj g2’m ukazatelem end
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2324 - AOEAOU OI AET Oi ET DBGAOpLAT b

Vel mi viznamnl mil amot akot m@mi divagnostice
chorob jsou natriurat ¢ k ® peptidy. Tyto peptidov® h
pr edo mivhkadomyodytecHANP, BNP, NFpr o BNP) nebo endotele
jako reakceonabij &mko®®pBredt? igge - nin-ahgidtenzinS 2
al dosteron, sympgujkiu. akejvichu bi ol ogi ck® ¥l
vazodilataci, zvigenou diur®zu a inhibici b
aNT-pr oBNP pozitvivg?d &odelwmjéhsplndborali mil ak
ukazat el idyguBikkcdeo@nlocHfo r y

Ostatn?2 protnaigiy szalinuts®@ Sad2 nfd®zi mar
protrombot [*®k ®s mav &&hanony® markerymy one®a - gy n®
di agnosticky aaoéimahyPre@Prtooéei ckou kar di omyorg
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2.4 Proteomikav ET1 ET EAET KABtaA@iqioOOEAA

VI asn® r ozpoz&sg8andn 2nne nfoackit o ree nz, kterT ovli
“usphNRgn® vyl ® en2. Soulasn§ medic2na se pSi S
ospecializovang | aboratorn2 vygetSen2, kter$§
pepti dovT chchnjo |keoknuckeyinrhjp tajcienevbo j i n®m bi ol ogi «
vace |i m®nnN koreluj2 s viskytesSh edonBn®t n:
pS2tomnost . nebo zmDn koncentraczk8 Dshgdi ano

onemocniDn?2 .

Proteiny tpBl2etsonminceh vt ek utkirv§ch sporeym®ugS
aktu8l n2ho zdr avottrr2ohcoh osut anvaud soSrzgkayn issemud.§ 52 ¢ i
| i vnhj g2 ztnMnea zdarke§cgheatv po ki FznProteunowl d

pal cef®t oVsouvisl osti se pojmy biomarker, u k
Kl inick8 mprostleeami?iceh M et emeh f selaVv entjoevanmhig?zx
vobl asti bi omedi c2nsk®ho vinZkungue.ntDire deafoi mic
a | ®liva, FDA (Food and Drug Administration
objektivnhD mnNSitelng, pougiteln8 jako indi
pat ol ogi ck®ho procesu nebo odpomrchdi na

(http://www.fda.gov). Zbicanal yt htk®heka ] e pak mar ker

pS2tomnost, pS2padnhN kvantitativn? charakt
specificklch mon®kélbngLuhdmht,jpzaotknémg ®m§spe@r

vztah ke sl edovan®mu onemocnin?2 .

Exi stuje mnoho rTznlTch definic markerT. \
by mnDlI nab2dnout pSedevg2m jasn® patca reau €n 2
kteS2 nemaj?2 specifick® kI iari crkl® ofd $%kz nzakkl. a
pogadavkT: pSedevg2m vy spoSkeodu okp €diafni®muo sotn ewr
vysokou org&novou/tk8Rovou specifilnost a
dTl egitTm aspektem pSi mnoha vygetanSenhéhoje
parametru $ o zsahem pogkozen2t 2rkt§n Nv Inletbeom ojr gEtni . ¥
pSijatel ns§ dynamikasedaa®mo gmaskerspolehl i v®el
hrani|ln2ch hodnot. NRDkter® mol ekuVik8&8miajt pS$S

nebo je jejich koncentrace viznamnBD ovlivRo
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klinick® indik8tory poug2t. Nezanedbatel nT
t®J mognost stanpg@rjdazalkceowstmhooenmmtacesi abi |

z2skanTch visledkT a srpaianai t el nost vIistupT

Al kol iv proteomika st8la dlouhou dobu ve
d2ky viznamnt® ggtoigriessit vument 8l n2ch metod d
vRDdeckhes® ia kilinicklTch pracovigS. Bylo by
klinick8 protpomikdnzclbdi etaghyv Dnes bhRgnDnD

bi ochemie jako napS2klad stanoven2 b2l kovir

ztnT® i munochemi ck® metody jsou vVvisledkem
z2skanlTch experiment8ln2 cestou do praxe.
klinick® proteomi ky, protoge z8jem o ident
odhal it 20njednptelbhPwmpt omati ckTch st &di2ch neus

Proteinov® markery se staly | 8kavim c2]|
hledg&§n2m biologickTlch ukazatel T rTznT ch
kardiovaskul 8rn2ch. Je®@mouprzet edrkil ald®@i® o« hp rod

klinicklTch markerT je volba vichoz2ho bio
potenci 8l n2ch proteinovich markerT vel mi P
krev, resp. krevn2 pl adonak ommretbak tsu®r suen. v Kea raiv
tedyist Dmi patol ogicky zmRnNRnTimi, kter® mohou

m®nN specificklch moKrekiulnalT&ztj ea pkaka nnoidfni®k
dobu pSed n§lezem pat®d ogyck®han® ofyd skjae Ma
voda, sliny, cerebrospingl nz tekutti na,

bronchoal veol §rnpréav8TgtbBedoopepji §t nemoho

tak girok® spaekallume pfakei RTexX, ni cm®nN | e
oproti Krvi mpSRaadp Yyer Bet O nyeablast jejiom 2t T k
viskytud) (oBasnPm pS2kl dadammmlgepBit padazSe
onemocnNn?2 mol%VvARnhaol TmrAc htTMen2ch tekutin, z

vmnoha pS2padech vhodnou alternativou hist
jehog odbRr nemus?2 blt vgdy snadno proved:i
vRDt g2 z8tNg ve DrDavems mp2ers flelraai kkivre .od
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Proteomi ck® p6dbalbpp2vedo®bd kkazatele |z
t S2 :krokT

1. vsouhrnu vgech identifikovanTch pro

prokazat edann® vczht carho bk

2. kandi d8t n?2 proteinypcpeor owtnem$2 ab uwdyohur 2
odpov2dat pogadavkTm kladenTm na kI in
3. vyt voSit jednoduchou metodu pro stan

ovPDSit vhodnost postupu
VNt gina potenci §irAfzal c mardKleerod Tnesczhopna
pogadavklkl andae n®n Lasto nen? vytipovan8 mol e
zkouman® onemocnhRn?2taknemal & ek opnSc2et notnrnaac i v g e
dnegnheémhni kami s polae hkviawnX iifdieknotviafti.k olv apgr ot o
z8j mu o makjkiesrty®mdiogulyst S2zI1 i vhRDn2, Kl'inick8 p

Yol i nnou platformu pro studium kvalitativn?2ch
vzorkT. VIisledky z2skan® touto cestou mohou
pogayatvkv. personalizovan® medic2ny.

Plazma/sérum 9567

Sliny 3344

Moé 2840

Mozkomisni mok 2112

Plodovavoda 1060

Serminalni tekutina 943

Slzy 531

Bronchoalveolarni lavaz 428

Mléko 193

Synovialni tekutina 114

Aspiratz prsni Zlazy 97

Celfem o 0 2000 4000 6000 8000 10000

Obr.28Pol ty vgech identifikB®BVahatbht pkwutbosi®ghv (kddekl ch
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25 (11 011 6001 p Obvhibtdomicd AOOE A

Hmotnosh 2 spek (MSpjmarnalytc 8 t echni ka, kter§8 u
pSesnhD ur]|it mol ekul ovou hmotnost anal yzov
pSevedenZ?2 g &idon@eef you zpdacpougalgy hmotnost n?
kdenaosexk e uvedena ef ekt i tvmztmassto-dharde uatiopan@ osb mo t n «
y relativn2ttasfiochpenhsnOdieo smDBen@n@o moc?
dopadT na detektor hndoattn ozs2tsnk?ahnol cshp etkot urtoomett @
pri m8r n?2 strukturu, amalsypzovipaejcbh mbit agmen
charakterizovat pS2tomn® modi f ikkvaamd i tj &t ii «

charakteristiky.

ViznaBmin ud8&lkosdRiuyy § dMB tnproteomicebylypr §ce Johna
Bennetta Fenna na T vV @jl e k t r o snzace (E§Ivel®ctrospray ionizatigf a
Koichiho Tanaky, Franze Hillenkampa a Michaela Karaseramojj j e mn® | aser o
desorpcatechnikyionizace/desorpce laserema % a st | m dMatnixiAssisted( MAL D |
Laser Desorption/lonizatioflf® kt er ® byly ocenRhRny OWNBbgleo v m
ioni zal ndAadlex hak &mg itamtdd wrpd mit ankdye3 ¢ & 2 mo 2nd 2ajd ®
oboru* Dnes sehmoltwmjst n2 ch neerp eiloteamizened u S[teSe Nu j
zej mPBna na rzozrpiggegac?2 ch dsymharmg rcksRth?o, rzowzysdgdy
ur|l en2 pSesn® hmoytcyh!| astoipt j madhioctodgc vihg h v lanm
napS2kutaidnw2 klinick® diagnostice

251 (11T 011 601 p OPAEOOI I ADO
Hmotnostn2 jepeskbogemdet z§ k| adm2ncho vi®hmp anderr
hmot nostn2ho anal yz§geohn29 a detekl n2ho syst @G

— 5 = =

vstup vzorku iontovy zdroj analyzator detektor zdznam

Obr.29Sch®ma hmotnostn2ho spektrometru.
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2511 )1 1 01 Oi -typyAodizageA

Viontov®m zdr oj i j sou anal yzopvlaynn@h ®m8t ky
skupenstv?2, kter® jsou d8le usmDrnfjcly do hm
jejich separaci ma T§pTadBntorxtdehn®Wo oj T | e
vyugit2 je wurleno charaktetemmiame | g @Rom$Esn Tncel
vihradnhD poug2van@SImNARBI® i ontov® zdroje

El ektrosprejovsg8 ionizace
ESI je v proteomiceo b e mrel) r 0 z § 20%é reMAj| N2 techni kou, k
vihradnhD poug?wso kvoe¥|sipnonjoeun 2k aspal i novou chrom

jezej m®@na @gestt naonkatluy®eu, jeli kog t®mNS nedoch§z
i o DRI g2 viznamnou vlastnost?2 j[a+nH]Y o dcuokgc e v 2
umogRuharakterizacil KvBngzabi melektrosprejer
at mosf ®ri ck®ho tploal k8ur,n®kmd yr Idjzépe v p Sikea§odd) n§ d o z d
na n2¢§ | evyaplkiG ovagprkoV/ 3} &3 pomocniZ8rmvpBvae2 p
el ektrodu vstupn?2angatlyrpb§ inpyo phermo nanpoddlSrinie dipon|®

el ektrick® epoVzniukmotgzRw. ' (0ba. 2.10o Animntyaanakstu gee | u

pohybuj2 smhRrem ke sprejovac? kapi kuSee,| uk aat

d2ky proudu zml govac2ho plynu jsou neseny Ve

Spostupnim odpaSovg&§n2m mol ekul rozpougtDnDdIl a
ng§bokaepk8§ch vdgind@ ukdk ambi ck® explypzvimazaBiKk
meng?. Nakorvet nBop demokekul 8rn2ho iontu zbav:«

uveden do evakuovan® |[trfishtmo thnmoosttnno?shton 2ahnoa | sypzeski
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ionizovana kapalina

zmlZovaci susici plyn
HPLC systém Phyn
vstup vzorku " Taylorav kuZel +

oblast iontového
zdroje hmotnostniho
spektrometru

Obr.210Sch®ma el ektrospreHPL®ho ypnsbka@hovnsSn &&rhirpopreat ogr a

Desorpcefionizace laserem UA T é AOOE | AOOEAA

PSi MALDIv zino nkiazj @c iz ej m®n A+l engbo pAH] , Rea b i t ®
vznikuf r agment od & ¢ hvged 2ovretl Tni oM@ BSém®t m2 Sé oni zac
smNDsn® krystaly vzorku a matrai)ce zifSewnlyo kn &
vibojem | aseabusorpadhSezrrerlgi e matri c?2 a jej
uvol nRn2 a ioni 2*a\W¢znirkdI® kiudntwz ojrskauu si | nT n
urychkny kevakuovan®mu analyz8aomalyzgBt ed@Fhopge h

Time-of-Flight).
2512 ' T AT UUUOGT OU EiIiTO1T 1T 001 pAE OPAEOOI I AOOij

Po ionizaci ve zdroji analytypodob D nabitTch | 8§stic vst
analyz8torT. T yjejick kepuag2acz e jnm®nA & KK athad nrod z d 2
Vsoul asn® dobtth?2]| zaen alh mat8n @s y srkouzpd hl ina dz8§ kn
jedna | i vTch princi pJleds éhphaarvanc?ec hi opnatrTamet r T f
anal yz8torT je jejich ersoznlejgloavsatcl®j is cuhrolpunjoes
zal ogen® na hbdpoolto i aNSkivekm e v lugvlkeylen®m st
pSehl edupsbSundyo uj epnov gn gt vag®osyudii
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+OAAOODPEI T OL AT Al UUUOT O

Separace i ontmzvipordtl eev @ng gfoiolktyrawdr up -1 j e do
jejich prTchodu mezi | ty Smi kovovTI mi tyl emi
stejnosmRrn® naphRt?2 vgdy tak, ¢ge protilehl ®

j e pSikld®emapnDt 2, naamdruhéchrBypoz®8®oveR je s
vysokofrekven] (abt 2.81%%2Sd a w& trugppultizont u do st Se
zalne ionz8ubssl bevatna velikosti ezpS2 th®v ®ho
dr 8hy. Tyto oscilace jsou pnizproodagl spamDt n¥
Pl ynul ou zmBDnou &a&odhnef nasmmDi h®@dyg skKapvEna d
cel ®ho hmotnostn2ho rozsabposkppidpPODmS2Pu omn®a
ionty. Citlivostozdahelmces ksoovaas®hes spektr a.
rozsahw?2seaeitVivostpadejekar® WNWNkdru®@o vy m2va
4000m/z

ionty oscilujici po
stabilnich drahach

detekce iontii a
amplifikace signdlu

N L2 -
o N A
P
e g S
L
> O = P —a W — P
S\ A=
ol ——
] T
= LS
W S N
/—,'-1

0 a0\
& &M <
22,

[ (ueveoswe) |

iontovy zdroj

o

Obr.2.11Sc h®ma kvadmopnbsv®BRbo filtru
l ont ast § p

l ontovs8 past pddist atoh kivreadpr)u pjzemBvmn ®m uspo

kdy uvnitS$S jsou zadrgov8ny pS2choz?2 ionty,

jsou n8slednhD pomoc? zmDny vysokofrekven]| n?
sabil nz2ch dr azh8vn as | @ tmézk tntam ejse jjiec h|l ast Nj i POU(
i ontovs8 past (L1 T, l i near i on, zachycajp jonty kt er 8

svygg2 efektivitouynNmg2 vyygdlMicc kT i vossah aj
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I'T AT UUUOT O AT AU 1 A0O

TOF je jednoduchl analyz8tor, jehog hl.
vystupuj2c2m ze zdroje je nejprvekikhegikks
energie N8 s | esdtnu)puvj 2 do vakupw ®ui leitdo®m® it auldk oclei |
parametry ih/z d®l ka | etdoyw& dhg38tinaa ajet)ektor. Nev
analyz8toru je jeho omezere8§rnomligppBsdgmik
viznamnim zpTsobem zl epgiosttrakeg® kdietr E8m ez p ong a |
pol 8teln2 rozd2lnou distridseiowkdlddpo ck®ae
anal ybkgeorgvVhbgowg2t t zy"corgefjlseokut rioonnyt ov§ z
odr8g2 let2z2c?2 ionty po detékioro. ntyoysdkd @2n NDNi®n atri§c
energi 2 pronikaj?2 hloubRjfil elot rodmrw,zolv®m@p wd
prodloug?2 jejich dr8ha a na detelgtgédr kd opddn
energi 2, ale sz sNejdaoadmgproantde@jygkmu rozgi Sc
z§znamu a hmotnostn?2 apelN0r.umMRiSéSthinter ornoozvl
m-du je ovgem omezeno pouze na peptidy, pr
m-d. Vel kou vihodeu jE&€PFchnalgpn&8amshhtg i vost
rychl os®™%%nal Tzy

2.5.1.3 DetektoryvEIli T OT T OOT p OPAEOOI i AOOEE

Detektorypou g 2 hanmo® nwst n2 spektrometrii pro d
vzorku pracuj2foron§sobéeha eéhti'pms g o Wiolpeadaij
na konverzn?2 dynodu vyvol §®Renii8¢$ie slepandad?n
dynody, a seNjkask8§dovNpS? papdk ufjeect.onB8gobinlter al
sfosforem a ¥ins It e Roebfoait eprSypipraadzenceh zes 2| en2? o
je pS2mo ¥mhRDrn§ poltu dopadaj2c2ch iontT.
digitaUianavyrz8§torT s Fouriepovbaontowihsferno
cy k!l ot r o ndetekd fornbu§ndikepks2 mo v dhal yz8§toru

252 4AT AAT T OU EIiTO0T1T 001 p OPAEOOI I AOOEA
Tandemov8 hmotnostn? spektrometrie je s

strukury pepti dT, pSesnou identifikaci protei
modi fiKkamzitativn2 aspekt tomuto pS2stupu
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znal en? vzorkT (i zotopi ck®, il zobari ck®, aj
zkanlch dat (plocha pddnge kneom§n olisTtgnk?a spp2ekkut,r o:
(MSIMS;MS?) zahrnuj e aHrectproarsadnip fitlapnyg pol et kr
bTt zvIigdn ladle nm jMS pol et vMImagRemlidh t aerdermo
vl ase, kdyonnaopy®. pwasti prob2hg§ vibnRr i frag
vi TznTch | asoviphodtsercrdchkaegbosevvyug2vsg zaSa
analyz8toTjJytaaasabyxu8ddddlyl emod okuo IbiTzngzetel ou,
k fragmentaci o wtybr amplroom2wn anal yz8§8toru na tzv. pr ot
Fragmentaln2ch metod je nhRDkolik druhT a | e]
spektrometruV T s | érahme®ty) sou d §1 e dsreupha®no vaSnnayl aydza§jt2or u a
na detektorAnal yz 8t or vy, pougit® pro tandemovou hm
buN stejn®ho typu, nap$S. TOEFhiebormomebod T troj i
sest aapral®Pyz8§tor T rTzn®ho typu (myp$i dOTOME MO
LIT/FT-ICR, IT-Orbitrap**>16

2521 6 UOLEOpP OAT AAIT O1i EI T @Oeddipp OBELDHAD QA PAB®DA
PSi fragmenktoalciiz npfe pct@Rlelr dgeh8z¥ akeb mezi
ami nokysel i nami a vznikaj 2 fragmentov® iont
fragmental Wpeptispektre.nal ®zt tSi typy vazeb
fragmentace. Jsou to GRH, NH-CH a CHCO (obr. 2.2). Znal en? j ednot
fragmentT peptidT vych87¥Frazgemema we d enne® oruccrie mk
Ckonci, jsou oznalov8np8§Bhajiemdgdai Nj &dkd, Adii ac
Acii.y ToyopzorovanbehpSadewergm T ou fragmental n2 -

Y 4 X Y, %

HZN\TJ\HA\ T,E\ TJJ\H/J\“/OH

R ol |[Rs 0

Obr.212Typypegt dovi ch fragment T.
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PSkol i z2 i nduk €D aadligion dndusedl dissac@tior) o u g2 van®
zejm®na u hmotnostn2zch anavlzynzi8ktaojr2T nteyjplua s@-
Ayidnty Ne vgdy | ze ve spieoknttrTu, nnaa v&zats tfasbaag eteyhp
Yapl n8. d@Ps8s?im vndexu u oznalen? fragmentu uc
(nayp S . asthj s ou pozdrmgv att 2y .n®i nt er n?2 fragme
pSerugen2m v2ce ned jedn® vazby mentpezpt i du.
i mmoniovl iont, kterl obsahuje pouze jednu

jednoznal nhD potvr zujpeptidi,ej 2 vIiskyt ve vybran

P S2 skilylkpeparacivzorka j eho idenhafiskaoni dpepgzd
byly z2gkn@nyclinm gthDpen2m sekvenlnhD speci
Ashotgunf. Pegtpiadows nskadsapjodnpdvi®amogr afi e n
pomoce2ver sn? s t @.cOho noSrant 20 g fr-Bod spdjedst & ndemov i m

hmot nostn2ZmempeRbOrombbdnocen2 fragmentalnzc

pomoc?2 bioinformaticklch n8strojT lze urlit
mo d i f ASkotguip.r ot eomi ckT p S2 s tkompbingciesk \ arstt iof ipkoaul
technikou (np S . i, Ts6bariQ Tag for Relative and Absolute Quantitgtion b D h e m

pr wma?p o ¥8azce2 proj ekt T.
2522 6 UOLEOp OAT AAIT O EITOIT OO0 p OPAEOOI T AOOE
Nejen pby IkloitSieck® pmramptoa dSmeibkkya sjmbog teihd k ®
postupy, ktet® by umkegmitli yi kaicndivwibg @2nlT chhel kT m mnc
vzorkTozwmn®m | as ospolimse Z/&reklpot Sebn® senziti
reprodukovatelnost®®° Kvantifikal n2 pS$S2stupy se da,jmetodyozdnl
nevyug2vajtzzx\e. thlg¥@elmet ody zzal8\gEeme® nost n?
spektromat i i nen2 vgdy intenzita sign8lu analyt
mogn® kvantifikovaadardmelhs2pbdbdovpduyito st

Vp S2 plkiree metodj s ou porovn8vsgny chromato
jednot!livich vzor kiptenait nebapodieg &l adNDnasbdvaBheér
lze provgdnt k v a n texpdnenkadlyc modifiéde pndee | abundance index;

APEX, absolute protein expressjoi*'®* PSednost2 tohoto pS2stup
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finanl n2 .nelneghroo|pnoousgti t2 je vihodn® zej m®na u

kde jsou ol ek8vs8§ny kwentagpredtndd nwlfel k® zmDny v

Druhou obl ast?2 kvantifik®| vyculg2p8e3tumtl
vivo nebo in vitro. Roz | i gen?2 anal ytT je zabezpeleno p
i nkor por ojejmwmstraktury. ¥ o ®t 0 kat egorzi§ivi smfgetibl ha v
experimentu pougito metabol i ckli®g & mihoe n 2 (Sl
acids in Cell cultureSuperSILAC),****izotopi ¢ k ® Z*fOa GISTn Global Internal
Standard Technology; ICAT, Isotofi#goded Affinity Tag; ICPL, Istope-Coded Protein
Labeling, aj.) neboi zobari ck® znal M2 TandemaMaSs Tagf’T RA Q
Vgechny uveden® metody j sou met adhamil utpm?o
kvantifikacis e vyug2v@omPtkek®®apabivzypoad odbthDa nsdyanrtdeTt i
i zot opi ck ypep t hod [sehnoldcrh® ami noky ®elsil radw® asné k awerm
(n a BH-SRM-MS).

PSi samotn® kvawnidfiakawylcehig?aé hzypg pod P2 ke
sl edovmahtiTc ha pjoe joivihiEanrt i f i kace zalogen§ na wur
pougdgZeviSm®na u m®nN PAPemE2d padi hi =dmgar§il cTk ®h o

por ovn8en8zniyt yi njednotlivich report®rovich ioni

ZuvedenTch kvant i fprkvan2nczhc hf &re?tcohd gteu dvu 2
ej mdna | TRAQ technologi e, kterg§8 e zal oge

N

ami nokgls el bh§ah uj-andnskupinuytedy naolysinula-tNer mi n§1 n2 ch
ami noky&efKen &cnhal en2 mTge bilt poudgintad kayg j s mi
s

|l ogena ze tS2 | §8st 2, kter® zahrnuj 2 repor
reagugepctzi dse m. Po ¢gtRDpen?z a znal en?z j sou | e
smRNsn®ho. |IBRlyemaanhamot nost n2 m MSp erk-tdruo mee d an
spolelnl p2k kagd®ho peptidu, kterlT na sobh

je do t®to doby. Por of rvaggentcehnntya cs h opdi§ MS/ MS e
kr ozpadu znal kogv 8 |j8esjt?2 nreespoourct?®rn 8boj je zaz
prob2h8 na z8kladh porovn8n2 intenzit z8zna
kagd® znalky m2rnBD 1ig2. Na z8kladhD toho
peptidu/proteinuy ednot lri v ach. vzo
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Uc2lenlTch kvaamatljeltzinlea| ns2tcandar dn2 met odo
vybr anT c (BRM; Selekted2Reaction Monitoring)r ob 2 haj 2 c 2 na hm
spektromér u typu trajivyugkvaidtadp-li zotopicky z

stable istope dilution) Tato metoddb y | a poag?ttatudii a bude po
d &8 IPOE.mNrnN novouSRaM tjeer namntdlvioaa kseakp®B2sorzodj g
(HR/AM, high-resolution/accuratenass) kdej e opr ot i k | aksv a&cckr®urpu- | tur
nahra e n t Set 2 kvadrup- | vysoce rozIlTatguj 2 c 2

konfiguracepaku mo § Ruj e kvant imbinkaoiromn8nz §@WMadBanT c
Selected lon Monitoring)**vMS m-sd8s | eMSH oMS an almozmd u,0 rtoa\g.n ?
paraleln2zch reakc? ( PRM, Zm@ma & am@m [kvantifikacic t i o n
nb2zadk®allzy nez8§visl® na k(DIAtd&a indeperdenpr o v
analysis);> >k de jsou fragmental n2nes@Bektsrla pmep tiindf]
pTvodn2 mupnag8r z8¥WATH)

NejselektivnDj g? zn8mou met odou pr o k
hmotnostnhD spektrometricksg ©SEMHFpkavedNed®
na mm$2<thr typu tsoEISIT i bnadaep-la pSedSazen

separ ac? vzodikeantpoovn®Ro cé | ugereaS e lae krt eovveetddyn 2t @t §
zajigSuje prTbNgn® monitanzpv8&8kurpBede@®har p
jeho fragment u, vzni kl ®ho koliz2 indukovan:
prekurzoru yor vn2 | §8st i a nazlprekurgar/foagment jeDdzo g ma e j ak o
pSechod (transition) a je vysoce specifick!
zahrnut 2 informace o pSedpokl §8dan®m retenl
analTza (sche/dualkeod ®BRM)S2 padhN jsou specifioc
vpSedem ur]enlTch | asovich oknaeach,ekloz miengge z
doch&zmB2chlkgtu falegnhD SRMz ijtei vime2tcahd as i tgann8d €[mo v
spektrometriepTkobefh bBdeBlLpemvihody shot gu
smognost 2 kvantifi k&koenpVvghnaml wlroakal yt TpSv

koncen®¥ P c2ch.

Sepaovar® a i oni zovan® peptidyQukrnaeaHs§Z2unmruy
jako hmot AedsatcneS Hiidktri vn2 munzpi Rouzboamov ®ho
51



2 Teoreticksg |

Tent o j e n8slderdunhi® mz akcvhaydatewpdedlkdiD fr@gmentaci a

vzni kl ® galkrganewmjtzy do t $etkthea Tk v audakpu@ sl up o@ o b
vyb2r§ pouze tklogckam@mdugédm&htay prekyabrzor ovim
2.13.

Q Q2 Q3

o SR — A\

e — %'3 = e e —» |
LC/ESI MS CID vybér fragmentu zaznam prechodu

Obr.2.13Ssch®ma SRM éxXper kmpmal unovs8 chr omat og aca,fClDe, ESI =

koliz2 indukovan8§ disociace, Q = kvadrup-|I.

Viednom mBSemddgn® pozopSeah Khfifkace k y
analyzovanTch peptidT je megng§ahavaBkthdhDont
chromat@Igr amPkdlyi tlereatvm8e t dmauddirtSiRM, kter T | e
poug? eddvislostt podobnT m mRSenni2ch naypelhTyimnal yz §t
zaznamenSWS&Sxs pekt ®um a visl @dyltvekeo zg&znam
vibhRrem pbfyraagmamt T

SRM anallza se na rozd?2| od klasick®ho
konkr ®t n2 proteiny a peptidy. Prvn2mi kFokem
vibRNr potenci 8l nnd&lsl edbvahthdmbirkevinzm set
peg i d T a jejich zfarcegmeat §metaplt i anavdalilTi zdya ¢ & z
vytvoSen® metody

2531 61 1 AA PpOT OAET i bHOIT 32-

Vol ba cptoveiykhpg§madgadavkT provsg§dhNn® st ui
Vyug2duaStmez 2 sk@end cthozv2 ch exper iome nlt&sth, i mpfSE rpm
poskytnou ® gTlpslklidklkov amosen & nwgskytovatamnbhapr ot ei n
izofom&§ch a mutac?PdMj e visalyitl n2ha dobSe charak
protein se \bi ol o0gi c k ® jiswotaut identiftkovald B TIse gi t T mjehil edi sk e
pS2tomnost peptvgelviereil nT c h
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2532 6L ABAODOEA jj

Pro Yas pRNDgnou kvanti fikaci j e g8douc?
peptidy***vdrti v® vRNtginhN pS2pad] vol2me peptid
d®| kiu205 ami nokyselin. Al koliv tryptickTI di
VMS experimentech blvsg™vigditeéeéhiDs jjeen ourdSint
ionizaln2 technikou nebo podm2znkami chr oma
vibnRNr peptidT jpogghamDB8éonrmacdarz, aS vlast
internetu™ Exist uj e nNkol i kboahijnec 2t b §ii iSor mace o
a peptidech, kter8 nav2c mohou shromagNov
VNt gina takto pS2stupnich dat mepwo pIS®8 updd
obez %etprollplottavtr zuj 2c2 m experimentem. PS2kl act
PeptideAtlas* (http://www.peptideatlas.orgheboPRIDE http://www.ebi.ac.uk/pridg/

Lze nal ®z tpogupyp | kpkaopvisedsc ¢ pr ot eot yp ckT ch
Tyto empiri ek @c upj$? s mipmy m§rim2® ssekvenc? pe
acidobazickl mi®Ivkoausst mos®Riktd e x @jer i M&nt eSch bl
vihopdBsdtomnostsehpvehtimwojDP2zkytruktuSe posky
sN-koncovim prolinemi vin@st®i gwmesllmi vyNrmutpmrkz | e
peptiodbFrmhwmp svtdarm abil n2ho gt NDpen? (arginin
prolinu Gt er mi n81 nN zak®g ne beni didyj, e ddkli gmBI u me z
nNDkol i k fr Agmleah T, c P e zmeanotJiRfuij kea c i n § mi
pSechodu.

Kl 2] ovou Vvl astnost 2 zvol en®ho peptidu |
protein |i jeho izofor mu. oduWtaatpiSefkd rarda cpio m
ng8stroje RBa#\cS T Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggi Pokud bychom pravwdgic h 8z el

pravdDpodobnost.i a kombigneatlormkegel p2ekp dpt if

potvrzen? ] ehoSt anpn®s§tpnroasvtiid| o pl at 2 pSene

Vneposl edn?2 SadhD | e shodddumofekulbvBuhimainosy leutinu av ¥V a

izoleucinu*DTl egi t oup $01 oprohststtireaamist Aé mk chkak 2mod i

PSi apeptidinzeesboc? ednu nebo jew?vdedigikoovd isfkiyk auc 2

nemodi fi kowan®iS0 pept mal i zaci SRM metody |
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obsahujfkioamnime a tryptofamxi daer® ¢@d8be gBkuo:
asparagin kK me h® u konvertovat na gl udt @m@ti n &I na&s p
glutamin mTge podl| &hautt.’d pNdpak BartBmidometylagey r o
cysteinujest abmoldn ¥ i kace a peptidy ebhsaficy?2 vy Sayow
Zde naznalen8 pravidla nemus? platit absol ut
vhodnTch pepvB&d&na, jedaapro anallzy poug2t i
spon® ami nokysePéepyi doobskhej?P. je vebHedbEm ke
podm2nk8&m vemalmia uphrnoot nost n2,m jsep e & zjakaw Ime v § m
proteoypickl

2533 6 LARD- DGAAET Aj

VhodnnD zvolem§zpkemkbirzar ov®ho a fragment
optimalizace parametT] j ejich anadfrbkg¢mjpbéu Habgdm nov®
Nejprve je nutn® vybrat pSevadguj2c?2 vm8&bojovl
spojtmy¢psi nov lpeskytgujRep@vaddina i hr oj n§sobnkynabit®
jedenzz Dchto n&8bepoalcHl at ajd ¥kombinici PISekvalgiuz n 2
cel e trorjupt-Ghu nk8salde d n D vjzend nkoauj 2n aplpiiend® my niacn
nem?2vaj 2intenziuR*0RrmSRMk vant ithéetkmdwm2vol 2me zpravi c
| t pefiritenz vnNj g2 fr agmemzi ¢, vidmpptekumguazd Tlo d u
interferenceobdogn®bmDj & h oPaotk2uMD tngaetisp8maeg k2 0
data zn Sedchoz2chj ex morgin®e nzt2Ts, k at i nformace o0
pomoc?2 SRM ag MSi owvraanl® zBMMihitRtadS Detection ad
Sequencing®® PSi t ak @awn@ lolkzaemgjik uh lz&ddry®huo prekurzo
iontuvQ:spugt Nna | elhbolfiramiekiedveteo mt o m-du prac.
jako line8rnpe raeamhamé€npmezriek IRlagimekt Bu® | ze
n8sl ednhN vyhodv®&n tp o(uofbtre a nZa.ulidaoou j e provede
and Tzy na cel ®m spektru teoreticky vypoltenl
j sou volnnih dostupn® na i nternetu (
http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsTablk n e b o j sou soul 8§st?2
urlenlTch pro pwdlciD skdIGRMKkl®@ kY mér | n2 - produkt
MRM Pilot, Optimizer aj.)***
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proteiny fragmentacnispektrum
- SRM/XIC
peptidy -‘ }\ S edil e
A
HPLC ESI Ql Q2 Q3/uT detektor

ionizace vybér
HRCsepaeE lek frosprefem

Obr . 2.14 Sch®ma SRM asoci otWRLE® vyMsSo kMSY| ama l§T zkya p@M
chromatografie, ESI = elektrosprejovs8 ionizace, Q
monitoring vybranTch reakc2, XIC = extrahovanl iont

PSi profradBeoth 8A¢th spekter vybrpolUdght pppt
zm2hNDml dsovN SRSan &l ®ky &etpokl §d§8 znal ost r
jednotlivich analghTi nP&i mantsicemmr e d ivkadkid ¥p o mc
ng8stroje Btp: A E2apioteome.c/SSRCalc/SSRCalcX.hitfll  Vhodnou
pomTckejum@B8a pSenosu metody na jibBgnmi®l k
dostupwmRT&KHT. Ty de$ahojyan® synt ¢teidalo® upé @®miu
kal kullz8 zjoeg jui c h reten| nzch | asT odvodit | a
pept® dT.

Podstatnou soul §st 2 2adepd®dr ametSreE HD'UTI y 28 t
Vpraxi se nehddarsdtNg i k alril 20ljigon Energy). Yprogramedh E C
pro pr8ci se SRM daty bTvs§ CE vypolz2t8na ne
Ni cm®nhD pBhrubB pS2padT dok&§ge optimalizac:
fragment u.2?Da8Y e5kre§tmmolknt@ r T cmaanhalvyz§toprtT
hodnotu dekl asterizaln2ho potenci §lduwj ( DP, |

na molekuly analytu a podporujee j i ch desol vat aci a disoci ac
je tato hodnota prdd anl prekur zor p Sf2rl d gymevnytsaocki § , p edpotcil
zdroj i . Hodnota DP je pro vgechey2p8ethmdyi
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vpr axi moc nedoch8z2, jelikog pS2nos pro dal
provs8§dianus8l nnN peSiorkprBBom® u g n & P mzy e tnSsitign ®
(napdramSkyl i ne) . Efektivitu, rychl ost a zej
vol bou vhbde®, d@bkkter T je Sunclii tjTedinmmto <lyed
dwel time (DT). Al t ertnamutver Dn&st aven? l ze wupravit
zachovgn2 fixn2ho DT, a t2m zvIigit polet sle

| pSes pellivli vibnRr proteinT, peptidT i
opti mali zaci mgethy pae gendtgral] SR8t ,z8§znamu, r
z§znamu ulvzindi2cnhe |lvasech dva shhodhdéeni p@piSEchod g :
219. Toto rizikhessag 2z¢yng pjod tem mNSenich pSecl
zkracuj 2c? se PO®VkaenZ¥mag®Beé hbmnnozshbdnot, hl edan ¢
nejsme schopnijsi st ot ou S2ci, §geNgd?l mo w §gj0 thll sdtazn Tt v
metody je tedy ovRSen?2 sledovanich ©pSechoc
peptidovich MS/ MS gsep eukvt eedre nzc?us kMinAvsh ami[a)leTnzeo u
vyug2t jig vyt whdrholz?2dhat ex$Pz2r i ment T, dos
internetu, tporevtn&kym vypol 2tanl mi hodnotam
(Proteomic Tool§ Fragment ion caulator)nebopo gi t 2 m shodaipiedpk Ti dhil
(viz dgle).

140 —

120 L -
100 F f ﬂ
& | Il "
g 80 + ;‘I I
E‘ I |
g 60 | p
£ I
a0 |
1 "fi‘hl
20 T
0 t ==
0 20 25
Retention Time
Obr.2.15X1 C z8znam pSechoGSTTANY®PDDMSMSe S P& P We n't potvrdil s

p2hachg8zeyptaw2 ho se
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PSivorbn SRM  p Seackh®ydi Ty pragrame SRM  Collider
(http://www.srmcollider.org/srmcollider/srmcollider.py; umogRuj 2c?2 nal ez
interferenc?2 n8mi vybranT cZh§ vpd3 eearh obdyT SsReM  znve
mnN| av &Il it d csouBdua ovy a draav kwal i daci anal yti ck® me

2534 6 UOLEOp OUI OAOCEAELAE DPADPOEAIi DHOI 0OO01T OAO 3

PSi anallTze biomarkerT pomoweél mieckhamklye X
bi ol ogi c.k ® pmmatprrioveeden? Jianusi®@@dn ace npo@&epar
chromatografie j e pepti dov§ s imtBrferencs 2§ 1 e h
kpSekrTvgn2 sign8l T ojbad®njycetnii vilzceh Vv omna Ko v @net
relevantn2 fragmenty, pS2padnhDSegeinwh@ili zova
synt et i ¢ kproavorbupSRN meétadlyT Jejiciminokys e | i nov§ sekvence
svybr amd tmiipepfid®*™Vgechny vige zm2nPDn® kroky
fragmentT a parametrT anallzy jsou prov§sgd
ki nt er f edraelngc22nm sanal yty a cell proces vivo
zjiednYbBbomgamni m pS2 nodXkscem op ieppd wWdi tj2e tpSesn@
| asu Kk aighd®kbraplexa¥ bi ol ogi wks®Rk ystmijsd wel K® mno g

s h om m® I kdyg SRM zaruluje selektivitu vTI
mTge doeh§eermknDn®mui &chVzuol alMkpepttd dT s e
Lze odhal it i pSzpabdytu kdhodimichtEzh mkt nost 2

aminokyselinov®YsSll efeon2g npe ve gesahipdfid@éphod T pr
intenzit a urlen? pSesnm®hovieh em$vicdbe ¢ fa skl
2.15)

2535 6 UOLEOp OUI OACEAELAE DPADPOEAI BOI EOAT OE EE

C2lem klinkakddcldgsnibdivEmoviee kwilt gi nnN pS2

~

jejich kvantitativid ¢ h rozd2| T mezi dv Dma definovanln
pS2tomnost |i nepS2tomnosiimoyRlejlee®&tdlvamolsy)e
pouze vybran® analyty napS2| velkIm mnogstyv

Jako vel mi peapmpe kkvanti ftielchnis eveek8pal a
tzv. SID (Stable Isotope Dilution)kvantifikace tedy kvantifikace SRM 2| e n o u
proteomickovuy uagn al2Tlmoosit ashti 6 mé v ®ho znalen?2 st
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Zzn§m® ko @GOSRMMSA'¥PSi nevzorokiu kbRDhem jmho pS2p
identick® syinoeopic&k®y pzpadulsylGiauNE)k omicdk ®h a

l ysinu nebo argininuel atoigv nz2p Trsmlbeeptidl opvo® ummov
ur|l i tou hodnoitloDaj z PP &kwyi dloamud o6 posunu j sou | ¢
snadnao t eddh®RMd,v resp. XI'C z8rdaemboi chY hkbédemt
chromatografi cksyhocddnol mE2 knoapeost euareo gRtug red ar
kvantifikaci s | e d o vaannall cyht 8Td, Dnmauo gz § k| ad | poho wm&n2p2 ke
| ehk®ho a t,NDgrke&hpo. ppelpotcihdupod p2kem jejich nej

Modi fti ®Rta@ 2 met o dtandgrde pyp d cEeidt®”h o i denti ck®ho
znal en®ho i zotopi cky (PSA@ Prateirg iStandardu Absalute!l y si nu
Quantification}>***® nebo tzv. QconCAT metodaz al ogen§ na synt®ze

pol ypeptidu, kterl vV e SV® pslien@owndn® ttrmukptu
157

peptidy:
254 01T L AAAQOEU avalidaddi. XOTEAU Apl AT i1 DPOT OAT I EAET AT Al L

Rychl ost mdjleowlopvg@khadzatel T patol teggockT ch s
jejichr e 8l uwwabAadd o k|l i ni cK®@®hd op dlBdiot 2/.8§st el nD omez.
drahTch proui h§teknast a¥Dnecbv&h op upbrloickeosvua n T ¢ h
l z e usuzovat, ge by s e C2lb@dh@ pt &t e oantitcekr8n

poug?vamuinotst.anoven?

Vsou| asm®j dobNjasnD akynapower® podyaje, val
verifikace metod c2len® protevVmdtk®emnmbhouy
bTt dokumenty a doporul en? mezin8rodn?2ch S
kalibrac?2, nor mami a aqbl&sti kkiuzinolal cghnaby emak T &
| abor atmrSi2m§ rkrt 12 r WyacvheShz12l @& nsotraem, pS2padnh d
unie (IUPAC, EURACHEM, ISO/REMCO, NISTQECD, apod.)VIl i t er at uSe vDhDno
proteinovim a peptidoepm?2 mamplSeé pFm MDDkt &jn®v &
z8kl adn? znaky aMad iytpah QR T cthr emé zaoaslt yt ma&en 2
speci hselekiviasn 2 s o uveéenmpeSje2nm?s, wEjoadkavn2 rozsah a
meze detekce, meze stanovitelnosti a lineaityeprodukovatelnosnetody N2 ge jsou
uvedeny ytybulam® charakteri sp$ewz publi@dcd mdn2 ch
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2 Teoreticks©s

Met r ol terginodgieSk | i ni ck® a analyhB zMeRe?itnasbraordant 20hS
metrol ogi c k(@M 8)**voyvt v2ok®er g@mad zac2 JCGM (Joir
for Guides in Metrology)a nor my LSN | SOe&%7 2 Sayphr&&Seu gi t
souhlasem majitele autorsklch pr§v

V Preciznose mB$éendwvstshmdnezk@dmdDeml mi hodnc
veliliny z2skanl minaopatkejvm®@m mé b jmdiSten 2 me b

objektech za specifikovanlich podm2nek.

nepreciznosti, jako napS$S2kl ad svmhriadat2nr
koeficientem (CV). Poug2vs§g sedemimov §rnan®okakova
reprodukovatel nost. mNSen?

V Anal ytick8, spPkdyi tho8tenlD specifita, | e
stanovovat pouze tu mnRSen o.Bpeadfialmetddy nu, k
nebopst upu ud8vsg r ozsmlhgenSletn 2j, e dvreo tkltiew® ne

vkompl exn?2 s mNs i ,interferancigo shtyat d® ml o skogkan

Specifickg8 metoda nebo analytickl post
matrice.

V Selektivitaj e takov§ vlastnost analTlzy, stano\
analytu vur | i t ® zBat sl ® na pS2tomnosti omeze

pS2mNs2 za definovanich p o dbsehen enklytrae ak c e .
n Nk dwz 8§ wisd i na nastaven? parmao@ed s tun onsett?c
M2rou selektivity je zn8&8ml, kvantitati)
PS2kladem je schopnost hmot nostn2ho spe

formy peptidu Kk o mpl exn2 smbDa?F mMmezi ooebiDma nebo

matrice.

V Pracovn?2jerozzawnSenl interval hodnot mn
velilvmnypr ke, prmotkvirezrzeinobhylgo®mmapbdaoy at ¢
(nejistonad§vmhBenpako naps§s. stn@raoodabh8st
pSijatelng). Zdol a ohraniluje Pracovnant

rozsah metody se sthnmnod mMmOEro? omu valws & u
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2 Teoreticksg |

VLinearita kalipealrm2zlsahyv htoamw t koncentr :
anal ysiigk§| l' i ne8rn?2 funkc? hodnot konce
vzor kddmot ami koncentrac? anal yt u, kterd

met ody. Vzomuky.enpougint@rkty,s@raij2s hb T2 an
repli k8t T.

V Mez detekced an ®hloy taincak ®h o postupu jmnogslteda |

anal ytu ve vzorku, kter® mTge bilt det eko
exaktn?2 hodnot a. pPneho@P®kvdSy sleniizoz ms@nbte n 2 L
mezedetece | ze poug?2.tletedPhuo® i kg pyS2sv¥ @PI, | ak

viastn2 vipolet hodnot.

V Mez stanovitelnosti(Lo nebo LdQ)j e nej ni gg2 wenowWwsdrnku,anlatl e
mTge blTt stanovenopqg@kkodowarnku nko chmadthnou an e
mez stanovitelnostean puzant&®v,angle proese xuips tjug je2

tedy nutn® vgdy uv®st cestu vipoltu.

V Reprodukovat glenchtarmRSemd zovsEna jako prec
podm2nek a prBezarto rseopurvd sef& dsv peelhmantoit a, o]
s95% pravdhDppSeodmolksit@dat , ge pod n?2 bude |

absol utn? hodnota rozd2|l u mezi dvhDma vi sl

SRMmetodabyl a ji g dS2ve Yispddgewdt iveykuBrd vigmBmyws
st ananad f 2olbkul.iVvpor ovm@&mr2 IMSMEanal T zouejvny@niak § z
dobrou reprodukovatel nost 2 a vzhledean ke zp
publi kov8§na staudieezizamPan®rn2 srovn&n2 SRM
rTzn® pS2stroje Nejflwhe®zdypy vaoedwden! i t mD

vsouvislostt 9 S2 pravou vzor kT. PS2tomnospodwolbddn®h
proteinu nebo znalen®ho peptidu jig od pol 8§t
t o zejpnS®npaadwe c h, i fkidka cjee hklveadnaan ®h o mar ker u c?2
Dal g¢mzmzamnich aspektT je zv&§gen2 vlivu biol
v populaci. Hladiny typkiodRIsalj oplodzrcat ifcekd ncoh

roku u jednohou w=Skepwu®ho sswlvinEkitye viae i abibl i
dosahov &ty stoudi 2 zdeieajpyv@telndBtAzch perp
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2 Teoreticks©s

pSidg§vanich do gYdhdalmyk dfatey gdanilia SIBBRM-MS
anaby znemnh!| @ oluigmit 2 o ¢ Wit ion ime®®® dyr ax i
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3 C21l e pr 8§

3 #pl A DPOUAA
Hypertrofickg 8 kardi omyopati e j e vel mi

srozs8hlTm genetickIm pozad»iB2| Dnatjadst h &a?
jednoduchou a avghtetemd#&wmkdamal Tgzowel k& | §st mu

neodhalena, posr 8§ d § i negati vn? predi k| n?2 hodnotu
tvorbu pSijateln® | aboratorn? met ody, kter
choroby, ale eventuel nD i popsal a YassphRDgnos
kt 2 gi onemocnBhn?2

Tat o przSacned Sadyokbav hodne® ody c2 1 en® pproot e o mi
potenci 81 n?2 prbypenbw ®f ilckr€Gk ek gr di omyopati e
charakteristiky by mo | v pomoci pSi di @gposmmo®ida c E®bé d
hed ska | ze celou studidi rozdDIlit do nRkol ik

i. urlen2 kandi d8&t n2srho wir$u aed 2ncTh drigex \pae8rki | m
publikovanich dat

i. tvorbaSRMmet ody na vybran® proteiny

ii. kvantifikace zvolenTSRM marker T pomoc?

~

iv. ovhDSen2?2 al ploedkwhE&mMédmwc2 jinlch pougz2v
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4 Experiment 8lr

4 Experi ments8l n2 | 8st

41 Materi 8§l

> > > > > > D> D

p N S S S N N S S %

0,22 Om s pi +MC {Amican,rMillipbretCorpofatior, 8edford, USA)

BNgn® | aboratorn2 sklo (Ehrlenmeyerovy b
BD P100 odb Drndickinsos,&ranklin LaRes,dJSA)
Centrifugaln?2 tuby, rTzn® objemy (TPP, T
Frity IntegraFrit Capillary (New Objective, Woburn, USA)

| mmobiline DryStrip Gel ( GE Healthcare,
| ndi k8t or ov ® aAHriclp, 8tpLduiskUSA)( Si g m
Koncentraln? a odsolovac? filtry Amicol
Corporation, Bedford, USA)

Kryc2z f.-1lie na mi Kcrex Fostdr City,lUBR) desti | ky (A

Mikropipety, r Tz n ® Eplpjeeamyy r f Hambur g, NDmecko)
Mikr ot i t r al(nT2P Pd,e sTirialskaydi ngen, Gvicarsko)

Mi krozkumavky, rdeamf® oBammyr d Epf@mecko)

Ochrann® osobn2z pomTcky (nitrilov® rukav
Sprejovac?2 jehly PicoTip Emitter (New Ob
Qi l ky pr o rnfizknr® poibp eetnyy, ( Eppendorf, Hambu
Vani |l ky pro multikan8l ovou pipetu (Thern
Vialky pro HPLC (Waters, Milford, USA)

42 #EAI EEUI EA

> D>

D> > > D>

4700 peptide calibration mix 5003500 Da (AB Sciex, Foster City, USA)

Ukyanc4-hydrax y s k 0 Si cov § k y s eBia labaratofieS,HSopfvia ( L a s
Antipolis Cedex, Francie)

Acetonitril (ACN) (MerckGroup Dar mstadt, NDmecko)

Agar - z a-Aldrié) S boais, USA)

AQUA peptidy (SigmaAldrich, St. Louis, USA)

Dodecyl sul f §Aldrich,cst Iolis, (SB) g ma

El ul n2 p-Alfrich, Go®.i . toauis, USA)
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D> > > D>

4 Experi ment 8l n2

Etidium bromid (Sigma&Aldrich, St. Louis, USA)

Hydrogenf osf or eAldriehnSt. koaisl USA) ( Si g ma

Hy dr o ge narhd n(@igmaAidrich, St. Louis, USA)

Hydr oxid sodNelatlbadrkcemal,esk§ republi ka)
CHAPS (BicRad, Hercules, USA)

Chl or i d s-@ldricH, St.(L&uis,d)8r9

Jodacetamid (IAA) (Sigmdldrich, St. Louis, USA)

Kysel i na ¢ HSigmaAddrich, &€ Lowsy EA)

Kyselin a mr a v e PAldAch, GtS_ouis BA)

Kyselina o-AldrichyS3. Ldui§ USAINa

Kyselinat i f | uor o dSigma Adrigh TdrpA Bt. Louis, USA)

Methanol ( Merck, Darmstadt, NBDmecko)

Mo | o v i n aAldficB,iStgLows, USA)

Neutral i zal-AldrichpCorp.rSt. (oBis, J3Aa

OERangeRul er , 20 b BO0 bpN(Aherrhoa Fistes 1Sgientife,0
Waltham, USA)

Precision Plus protein standard Kaleidoscope-faol, Hercules, USA)

Pufr A pro MARS (Agilent Technolags, Wilmington,USA)

Pufr B proMARS (Agilent Technologies, Wilington, USA)

Smehylmehant hi osul f on §t -AldrighyISt. &9quis, USA) g ma

Spi keTides TQL peptidy (JPT Peptide techn
Stripping pufr (Sigma&Aldrich, Corp., St. Louis, USA)

Tracklt Cyan/Orange loading buffer (Invitrogen, Life technologies, New York,
USA)

Trifluoroethanol (TFE) (Sigma&Aldrich, St. Louis USA)

Tris(2-karboxyety)fosfan (TCEP) (Sigma&Aldrich, St. Louis, USA)

Tris-HCI (SigmaAldrich, St. Louis, USA)

Trypsin, Sequencing Gradeddified (Promega, Madison, USA)

Voda LGMS Chromasolv (Sigmaldrich, St. Louis, USA)
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4 Experiment 8lr

Kity

AMS14 kit pro deteketHCV RNA (Clonit S.r .1 ., Mil 8no

AMS47 kit pro detekci HI'V RNA (Clonit S.

AMS92 kit pro detekci HBY (Clonit S.r.|

Bicinchoninic acid (BCA) kit (Sigma, St. Louis, USA)

ITRAQ Reagents Multiplex Kit (AB Sciex, Ftes City, USA)

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)

NuPAGE Novex 10% Bis Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, USA)

ProteoMiner Protein Enrichment Kit (BiRead Laboratories, Inc., Hercules, USA)

QuantiMatrix Human FibronectiBLISAkit(Mer ck Gr oup, Dar mst ad-

ReadyPrep D Cleanup Kit(Bio-Rad, Hercules, USA)

RayBio Human IGFL ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RayBio Human MMPL ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RayBio Human MMP2 ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RayBio Human MMP9 ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RayBio Human Fselectin ELISA Kit (RayBiotechiNorcross, USA)

RayBio Human TIMP1 ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RayBio Human TIMP2 ELISA Kit (RayBiotechNorcross, USA)

RT-kit-WR (BiognosysCur ych, Gvicarsko)

USCN BNP Enzymdinked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,

Wuhan, L2na)

A USCN bTG Enzymdinked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,
Wuhan, L2na)

A USCN TFPI Enzymdinked Immunosorbent Assay Kit (USCN Life Science,

Wuhan, L2na)

s S S N D 5 5 U N N N SN N N N N SN S

YRR

43 0GpOOOI EI 6i OUAAOAT p
Hmotnostn2 spektrometry

A 4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, FosteCity, USA)
A QTRAP 4000 (ABSciex, Foster City, USA)
A QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, USA)
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4 Experi ment 8l n2

TSQ Vantagg€Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

alinov® c holomymatpSgrsafugenst v?

Alliance 2695 separaln?2 modul (Water s, Mi
MARS H+14 i mu n ospirf kolona (Agilént Technologies, Wilmington, USA)
Cgstaciong8rn2 f8ze Magic AQ, 100 i, 5 Om
USA)

Cgstaci on8r nz2l0f0§zi8 GmpMAPonex, Sunnyval e,
MARSHuW1 4 i munoaf i ni t nchnolages, WimangtqnAUSA)l ent Te
Microspin Ggkolonky (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

NanoEase kol ona, 100 i, 3 Om (Waters, Mi |
nanoLC ultra 2Dplus systemB Sciex, Foster City, USA)

Probot mikrofrak n2 kol ekt or (Dionex, Sunnyvale, U
Tempo nano MDLC c ap Saex RdtrCitysyss)t ®m ( AB
Ulti Mate 3000 HPLC syst®m (Dionex, Sunnyyv

aptStP3so jvoy @ v e n 2

Anal ytick® v8hy Met t | er Weighing detlonologies, ( Labo
Grd fensee, Gvicarsko)

Eppendorf stoln?2 minicentrifuga (Eppendor
Eppendorf vakuovs8§ odparka 5301 (Eppendorf
Hl ubokomraz?2c? b-8 X A®o W&EF RBEBDZAE n SA, Sai
Francie)

Infinity VX2 system (Vilber LourmaS A S , Marne | a Vall ®e, Frar
Jouan RC10 09 a RCT60 vakuovsg§8 odparka (Jo
Magnetick8 m2chal ka Hotplate & Stirrer JE
Britsg8nie)

Novex Mini-Cell Electrophoresis System (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Paradigm Detection Plaifm (Beckman Coulter, Brea, U3A

pH-metr InoLab pH Level 1 (Wiessenschaftelithe c hni sche Wer kst
Wei l hei m, NDmecko)
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4 Experiment 8lr

Pl nil ka kolon (Proxeon BioSystems, Odens
Protean IEF Cell (BidRad Laboratories, Inc., Hercules, USA
PTCG-200 DNA Engine Cycler (Bidrad Laboratories, Inc., Hercules, USA)

Sonikaln2 |1 8zeR Ultrasonic LC 30 H (EI ma
Spektrofotometr UW | S H eTharnwo $=isher(Scientific, Waltham, USA)

Stoln2 centrifuga Jouan B4ancdeBR4 i (Jouan
Ter momi xer Comfort (Eppendorf, Hamburg,

Vac Elut 20 (Varian, Palo Alto, USA)
Vortex MS2 (IKA Works, Wilmington, USA)

44 00T COAI T 671 OUAAOAT p

DD D> D> D> D> D> > > > D

4000 Series Explorer v3.5 (AB Sciex, Foster City, USA)

Analystv1.5.1 (AB Sciex, Foster City, USA)

GPSEXxplorer v3.6 (AB Sciex, Foster City, USA)

GraphPad Prism v5.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA)

Infinity-CAPT Software¢ 5. 12 (Vi l ber Lour mat SAS, Ma
mQuest mPr ophet v2.0 (Biognosys, Curych, Gv
MultiQuant v1.1 (AB Siex, Foster City, USA)

MassLynx v4.0 (Waters, Milford, USA)

ProteinPilot v2.0.1 (AB Sciex, Foster City, USA)

Skyline v1.1 (MacCoss Lab, Seattle, USA)

TIQAM Digestor v1.2.2 (Seattle Proteome Center, Seattle, USA)
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4 Experi ment 8l n2

4.5 Vzorky

451 Charakteristika skupiny pacientT

Pacientizahnut 2 do st u dof. MIUDb Radkem PyditemhD.ina p
z8klsachmaveaem@bgiyr uk| n?2 kdidiomyppateDoagon kg8a se op?
ovyget Sen2 | ®kaSem, echoklyrzdisdkponaRbsirtdke® n¥y g e
katetrizace.

StudovpinBaspaci ent T bylosobdd dig&8npace m e Ts edmn
vdobnD odbDr(QR:B0y69). 6 el skkupi nD dgho zahrnuto ¢

Vzhledemkv Dk ov® skl adbhD skupi mocmdanize nwt Topog up 1
se nelze vyhnoub d b Nzw PIAT os o b, kter ®vBDkem asodimovdrml
onemocniDn2my Pacisé&npT byl @ atce ddabefFareilitnosut o de v
.t ypu apéhdcae&®ci byl o | ®| en ovapaaenthbyp e rkluiSEapr. o
Ze studiebylivy | oul enip Spg aaiugyretnil ms plicn2m nebo | edv

malignitami, neurodegenerati/mm i a autoi munitn?2mi chor obami

Dle sr&vm$n¥i kbhgPopdgkMA T zaSazeno do t $S2¢
devIixti ema T do NYHAdd INYHA al Iplacaepeden pacier
NYHA Il a IV.

Vgichni pacient.i bty2l gii 1 o®leemtmoic n ¥ mn A | ekdoennv e k
poug2vanou ke zm2r nRahérobqur ol gewldti erstofdi acdy3awnd Ic d
oduNrbet abl olp&ienr ) ot s ery kalciovich kan8§l T

statiny a wsmipaci ent T byla nutns§ | ®l bai @i diSéwieky
i mpl antov8§mwekatbrov@tioer a u jedn® osoby byl a
stimulace.

Vgichni pacient.i byl i o pSedpokl §dan®m p
svim podpisem potvrdili inforVibganivedams ada

jsoushrnutaMt abul ce um2stNDnNn® za chdéam&k eri sti kou Kk
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452 ChaOAEOAOEOOEEA EI 1060111 p OEOGPET U

Tuto skupinu tv&i | o sedmb8cpkb&ea®at el nD netrphl
kardi ovaskul 8rn2m onemocnRDn2m. Vzorky plazr
pravidelnTch dBkoli kavpShphdeajh? m2dc tp arcd eau t]
odbNDry krve pSed pl 8§novanou operac?.

Dotazn2ky zamRSen® na zjigSovgn2 pS2tomr
skupiny pogadov§8ny, jelikog je jak®koliwv
kdobrovol n®mu d &rfcodviz t ¥dt oklrovgen.2 c¥i odbNRr T g
| ekaj2c2 na ort opteodntcok ®p S*ppeardal ebyad ai p$2t o]
vyl oul ena pSi url ov8nku proag atdaa k §f Frezdn? bmtd hdddr d
nemocnice HradecVrK§ndionn®k h(yAiN/ Hkd)ebr §ny t Si
Medi 8§nvdwiKlu odb Do KQRo4bT 575 4

Souhrnng8 dat a

n mu g i geny medi §n(IQRPk u
pacienti 17 11 6 62 (501 69)
kontrola 17 14 3 54 (451 57)

OnemocniDn?2 a NYHA klasifikace

diabetes
mellitusll. typu| hyper |l i popl NYHAI NYHA I NYHA lll a IV
pacienti 9 12 5 9 3
L®| ba
bbl ok 8§t/ bl ok §t%kan § statiny diuretika ICD
pacienti 9 10 9 8 5

Tab. 4.1 Souhrnn8 data z2 s kl@Gnh=Sardiodertgrchecfi iednrt iTIn&@ =kpot eo
vzor kT.

453 Preanal ytickg8 f&8ze pS2pravy vzorku
4531 / AAAO OUI OEO

Vzorky od pacientT wllynwnDodelkd2ort&men2kagdya

i nformovan®ho souhl asu, na jehog z8kladhD b
oznal @B Mrzyor rcadkent T a kont ywdbnméskk &8P3d ny p
2007 a lednem2 0 O 8 Ve SPNOHK prSamotal odbDr pl n®

vdopol edn2ch hodin8ch na centr8ln2zm odbDr o\
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4 Experi ment 8l n2

p o v NBsestrou dazkumavek BD P10QBecton Dickinson Franklin Lakes, USA
Pacient pSi odbRru vgdy alle@el ,Odpelyylldn’ yng 4 ®K\
prof. MUDr. Radek Pudil, PhxI . i nt ern2 Kkardi oangi ol ogi ck®

N a z8kl adhD char akt e(vic sTabi K.1) bylk stanoveny paci e
pogadavky na skl adbQdbRRontwzmdrnkkFoskupi n¥y . sk
zaji gtSoavrmd fouzn2 odd®eRIdemn kN oKD gebybvgdehbut
postupem. OdpovRdnTim | ®aSem byl MUDr . V2t F

Cel kem byl ovzodrédkdnguro I2n® skupinhD a 30 vzor
4532 : DOAAT AAIATILAAE OUT OEij

Zkumavky, do kterTchobbsyadhywpadg8Doy pr dédvgddt
bNDhem centrifugace oddDnDIl 2 Ilidkou ko kumavka| 8§ st i

obsahujeantikoaguant K,kEDTA at ak ®hi bi t ory prote8z, nut n® p
stabiityad e br an®ho vzor ku.

|l hned po odbRDrpobtydkgdivyg dDmiy Zbumaiylsyly 8 n 2 .
centr i f &iho v ®ynpowdabw50 rnui n u B00xpgSia 2 a b oploty.t or n2 t
Visl eldnZ&map oddhNl en§ separ §tor en® bzyk amapwkeyn eas «
znovucentri fugovs8§na za stejnl ch opzoddih2eme kd.o Vhzixkioc

zkumaveka ul ogen -8pASOd kleg?lmu NZpracovgn? .

NRDkter ® vzdledey kvlyglokx® vzhyl ozithD pl azmy N
hemol Tzy dgKSgzehyamalTz. Pro koneln® kvantit
pomoc?2 ELISA testT bylo pougito pouze 17 vz
skupiny.
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4.6 Metody

Sch®ma pr ex$ednimemt T

461 $AOAEAA DPGpOIi il LAEDIDIADIALAD YT @il | GAGA UT Oi OAAE
U vzoplazkypaci ehrytplerd r of i ckou kar ddetekecg opat i

virT hepatitidy B a C a viru HdVvepomoc?e¢NPe
bezpepBedtdal g2 mani pul ac?

Pro amplifikaci charakteristickTch Yas e
komer | nddn & okdiStvy A MS 4 7 AMSO2opro dletekoe vichiepatkidy YWpu
B a AMS14 pro detekci viru hepatitidy typu(Cv g e  C I 8onnoi, t .,IPot A&iplifikaci)
byly vzorky spolu se standardemaneseny na 2% agar-zovl ge

bromi d. Jako zavs§8dDc? roztok byla pougita
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