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Vyuzitie proteomiky pri diagnostike a monitoringu ochoreni
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V sucasnosti st imunodetekéné techniky zavedenym Standardom na identifikaciu a kvantifikaciu bielkovin vo
vzorkach v klinickej diagnostike. Napriek tomu v§ak maju svoje obmedzenia, ako je detekcia viacerych analytov
stcasne. Moderné proteomické pristupy zalozené na hmotnostnej spektrometrii st v porovnani s imunodetek¢-
nymi technikami citlivejSie, dokazu tiez pracovat s malymi objemami vzoriek a rychlo podat potrebnu informa-
ciu o ich proteinovom zloZeni. Z uvedenych dévodov je hmotnostna spektrometria velmi vhodnou metédou na
identifikaciu znamych, ale aj novych biomarkerov v klinickych vzorkach. Tie st vyznamnymi ukazovatelmi aktu-
alneho stavu pacienta. Prave preto zavedenie hmotnostnej spektrometrie do proteomickej analyzy v klinickom
laboratoriu vedie ku skvalitneniu diagnostickych metod.
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Proteomics in the diagnostics and monitoring of diseases

Immunodetection techniques are established standards for the identification and quantification of proteins in
samples in clinical diagnostics. However, they have limitations, such as the detection of multiple analytes at the
same time. Modern proteomic approaches based on mass spectrometry are more sensitive than immunodetec-
tion techniques. They can also work with small sample volumes and quickly provide the necessary information
about their protein composition. For the above reasons, mass spectrometry is a very suitable method for identi-
fying both known and novel biomarkers in clinical specimens. These are essential indicators of the patient’s cur-
rent condition. It is the reason why the introduction of mass spectrometry into proteomic analysis in a clinical

laboratory leads to improved diagnostic methods.
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V klinickej praxi sa neustale zvySuje vyznam laboratérne-
ho vySetrenia na zistenie aktudlneho stavu pacienta. Jednym
z nich je identifikacia proteinov v klinickych vzorkach, ktora
vedie k diagnostike chorého pacienta. Moderné proteomické
pristupy zalozené na hmotnostnej spektrometrii pomahaju
zistovat zmeny bielkovinového zloZenia biologickych vzoriek
alebo monitorovat proces liecby po podani Gc¢innych latok.
V neposlednom rade davaju moznost identifikovat biomar-
kery nadorovych aj nenadorovych ochoreni v jednoducho do-
stupnom klinickom materidli. Coraz astejsie sa kladie déraz
na ich zavedenie do klinického laboratdria, pretoze su citlivej-
Sie v porovnani so zauzivanymi diagnostickymi technikami.

Proteomika a hmotnostna spektrometria

Proteomika, vychadzajuca z proteinovej chémie, je od
svojho vzniku v 90. rokoch 20. storocia vel'mi rychlo sa rozvi-
jajucou vednou disciplinou, ktora sa venuje studiu proteému.
Pod pojmom protedm chapeme subor vSetkych proteinov
v organizme, na rozdiel od genému je vSak protedm dyna-
micky a jeho zlozenie sa v bunke meni v zavislosti od Casu,
miesta alebo fyziologického stavu. Pojem proteém prvykrat
pouzil Marc Wilkins v roku 1994 pri charakterizacii bielkovin
patogénnej baktérie, pricom pod tymto pojmom rozumel pro-
teinovy komplement genému®.

Hmotnostna spektrometria je analytickou technikou, ktora
vyuZziva separaciu nabitych Castic v elektrickom alebo mag-
netickom poli podla pomeru ich hmotnosti a naboja (m/z).
Tato citliva technika sa v spojeni s chromatografickymi

pristrojmi vyuziva v klinickej praxi na identifikaciu a kvantifi-
kaciu malych molekul, ako su lieCiva, metabolity, drogy, pes-
ticidy alebo toxiny. V poslednych rokoch sa v§ak hmotnostna
spektrometria vyuziva aj na analyzu vacsich molekul, pepti-
dov a proteinov. Umoznilo to najma zavedenie tzv. makkych
ionizacnych technik, napr. MALDI (Matrix Assisted Laser De-
sorption/lonization) a ESI (Electrospray lonization). Ako prva
sa do zdravotnickej praxe etablovala technika MALDI-MS,
ktora sa vyuziva v klinickej mikrobiolégii na rychlu identifika-
ciu baktérii®. Pre jednotlivé bakteridlne koldnie su vytvorené
hmotnostné spektra dominantnych bielkovin a inych biomo-
lekdl, ktoré predstavuju akysi unikatny ,odtlacok prsta“ sku-
maného organizmu. Jeho softvérovym porovnanim s data-
bazou referenénych spektier mézeme nésledne rychlo ziskat
jeho mikrobiologicku identitu.

Proteomika, ktora za poslednych 30 rokov presla vyvojom
ohl'adne citlivosti, presnosti, vykonu a dynamického rozsahu,
predstavuje v sicasnosti perspektivne rieSenie pre mnohé
klinické otazky®. Spolo¢ne s hmotnostnou spektrometriou
umoznuje meranie absolutneho alebo relativneho zastupe-
nia tisicov proteinov v jednej vzorke. Tie su, ako uz bolo spo-
menuté, v organizme variabilné a ich mnozstvo je dynamic-
ké. Preto niektoré z detegovanych proteinov, tzv. biomarkery,
mézu slazit ako indikatory konverzie biologickych proce-
sov na patogénne alebo farmakologické odpovede na tera-
peuticky zasah. V sucasnosti sa hmotnostna spektromet-
ria okrem proteomiky vyuziva aj v toxikoldgii, testovani lieCiv
alebo v operacnych salach, kde je chirurgicky n6z pripojeny
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k hmotnostnému spektrometru, pricom je schopny rozliso-
vat medzi zdravym a rakovinovym tkanivom®. Hmotnostna
spektrometria aplikovana v toxikologii je schopna identifi-
kovat vyssie percento vzoriek pozitivnych na omamné latky
v porovnani s imunodetekciou®.

Spracovanie vzorky

Cieflom proteomickej analyzy je popis ¢o najvacsieho
mnozZstva proteinov vo vzorke. Tie musia byt najprv enzyma-
ticky rozstiepené na peptidy, pricom si zachovavajui vnatornu
aminokyselinovu sekvenciu, ktora je potrebna na identifika-
ciu bielkoviny. Zmes peptidov moZze byt nasledne separova-
na na kvapalinovom chromatografe s priamou analyzou na
tandemovom hmotnostnom spektrometri (LC-MS/MS). Zis-
kané hmotnostné spektra predstavuju velké objemy dat, na
ktorych spracovanie sa vyuziva bioinformatika. Pomocou nej
su zo spektier odvodené aminokyselinové sekvencie prote-
inov, ktoré vzorka povodne obsahovala (obrazok 1). Pouzi-
tim tohto pristupu mozno identifikovat napr. v HeLa bunkéach
okolo 4 800 réznych proteinov pocas jednej LC-MS/MS ana-
lyzy trvajucej 140 minut®.

V klinickych laboratéridch sa na diagnostiku mnohych
ochoreni bezne pouzivaju vzorky krvnej plazmy, tkaniva ale-
bo mocu. Napriklad, bielkovina fetuin-A v moci sluzi ako bio-
marker na stanovenie rizika tvorby oblickovych kamenov.
Studia vedcov z Irdnu ukézala, Ze hodnoty fetuinu-A v mogi
a pravdepodobnost vzniku oblickovych kamenov medzi se-
bou inverzne koreluju®.

Vysetrenie sa da robit aj zo slin alebo inych biologickych
tekutin. V pripade vzoriek slin bolo objavenych pat predpo-
kladanych biomarkerov (MMP1, PADI1, TNC, CSTA a MMP3),
ktoré mali vyrazne zmenené hladiny proteinov pri porovnava-
ni zdravych jedincov a pacientov s rakovinou Ustnej dutiny.
Vo vzorkach krvnej plazmy v tomto pripade neboli pozorova-
né zmeny v hladinach proteinov®.

Velmi dolezitym aspektom, ktory treba brat do tvahy, je
dynamicky rozsah koncentracie jednotlivych bielkovin. Bo-
hato zastupené proteiny stazuju identifikaciu dalSich prote-
inov v tej istej vzorke, ktoré su oproti nim vo velmi malom
mnozstve. Prikladom najkomplexnejSieho proteému v fud-
skom tele je krvna plazma. Pri jej proteomickej analyze bolo
identifikovanych viac ako 5 000 proteinov('?. Prave jej bohaté
zloZenie vSak robi jej analyzu naro¢nou v klinickom laboraté-
riu, ked' sa doraz kladie nielen na presnost, ale aj na rychlost

analyzy. Najviac zastipenym proteinom v krvnej plazme je
sérovy albumin (koncentracia 35 — 50 mg/ml), naopak, naj-
menej zastipenym je interleukin-6 (koncentracia 0 — 5 pg/
ml), pricom rozdiel v ich koncentracii je az 10 radov(™. V&c-
ginu, az 99 % plazmy, tvori 22 najzasttpenejsich proteinov(?,
K zvySnému 1 % patria aj sekretované proteiny pochadzajuce
z viacerych orgdnov ludského tela. Prave preto je krvna plaz-
ma velmi dobrym modelom na identifikaciu biomarkerov. Pri
proteomickej analyze krvnej plazmy pouzil Geyer a kol. ob-
jem 1 pl, pricom boli schopni identifikovat viac nez 300 pro-
teinov pocas extrémne kratkeho ¢asu merania (20 min.). Ce-
Ia analyza od odobratia vzorky az po vyhodnotenie vysledkov
trvala okolo troch hodin. Z identifikovanych proteinov az 49
patrilo medzi biomarkery schvalené Americkym dradom pre
kontrolu potravin a lieCiv(.

Hmotnostna spektrometria vs imunodetekcia

Hmotnostna spektrometria poskytuje velmi dobré vysled-
ky v porovnani s tradi¢nymi imunodetekénymi technikami.
Napriek tomu, ze ELISA testy su v klinickej praxi zavedenym
Standardom pre kvantifikaciu proteinov, maju obmedzenie
v detekcii viacerych analytov sic¢asne a nie su Specifické pre
proteinové izoformy. V pripade pouzitia sekundarnych proti-
latok méze tiez dochadzat k nespecifickému signalu.

Prikladom lepSich vysledkov hmotnostnej spektrometrie
v porovnani s imunodetekciou moze byt sledovanie hladi-
ny tyreoglobulinu v krvi®®. Tyreoglobulin je protein vyuziva-
ny ako biomarker na hodnotenie G¢innosti lie¢by pri rakovine
stitnej ZI'azy a tiez na zistovanie, ¢i nedochadza k jej recidive.
Priblizne 25 % pacientov trpiacich tymto ochorenim je vSak
pozitivnych na pritomnost antityreoglobulinovych protilatok,
¢o mobze sposobovat falosnu negativitu vySetrenia v pripade
pouzitia imunodetekcie. Hmotnostna spektrometria tiez od-
stranuje falosnu pozitivitu vysledku, ktord mézu spésobovat
heterofilné protilatky(®. Dalsim prikladom, ked sa méze zis-
kat nespravny vysledok z dévodu pritomnosti heterofilnych
protilatok, je stanovenie hladiny troponinu I, ktory je dolezity
pri diagnostike akutneho infarktu myokardu(®. Cas potreb-
ny na inkubaciu protilatok so vzorkou pri vyuziti techniky ELI-
SA je porovnatelny s Casom analyzy vzorky na hmotnostnom
spektrometrit. V pripade Western blot analyzy, ktora sa tiez
pouziva v klinickom laboratériu, je problémom kvantifikacia
identifikovaného proteinu®®.

Obrazok 1. Schéma pracovného postupu proteomickej analyzy. Klinické vzorky od pacientov su po odobrati spracované podla ich ty-
pu. Proteiny v nich su enzymaticky rozStiepené na peptidy a analyzované LC-MS/MS. Zaznamenané data su bioinformaticky spracova-

né, pricom poskytuju informdciu o stave pacienta®.
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Vyuzitie proteomiky v diagnostike zavaznych
ochoreni

Biomarkery su neocenitelnymi nastrojmi na detekciu,
diagnostiku a prognézu ochorenia a v neposlednom rade
tiez vyber adekvatnej lieCby pre pacienta. Prave hmotnostna
spektrometria je velmi vhodnou platformou na rychlu identi-
fikaciu znamych biomarkerov a taktiez identifikaciu novych.
Jej hlavnou vyhodou je v tomto pripade moznost identifika-
cie velkého mnozstva proteinov v jednom experimente.

Prikladom biomarkera, ktorého hladina sa da velmi dobre
sledovat pomocou hmotnostnej spektrometrie, je protein li-
pokalin asociovany so Zelatindzou neutrofilov (NGAL)(®). Ten
je véasnym indikatorom akutneho poskodenia obliCiek, pre-
toze je jeden z prvych proteinov, ktorého koncentracie v moci
sarychlo zvysuju po ischemickych alebo nefrotoxickych pod-
netoch. Na porovnanie, hladina kreatininu sa zvysuje az 72
hodin od poskodenia, ked uz méze dochadzat k funkénému
zlyhaniu obli¢iek. Stanovenie mnozstva bielkoviny NGAL ma
velky vyznam u pacientov po zavaznych chirurgickych zakro-
koch alebo u pacientoy, ktori pridu v kritickom stave na po-
hotovost a u ktorych je podozrenie, Ze mohlo dojst k posko-
deniu obliciek.

Rakovina je druhou najc¢astejSou pri¢inou umrti na celom
svete. V roku 2018 bola zodpovedna za 9,6 miliéna umrti, te-
da priblizne za kazdé Sieste umrtie®. Je Studovana hlavne
na genomickej rovni, proteomika sa vSak javi ako velmi slub-
na komplementarna technolégia, pretoze umoznuje nahlad
na proteinovej urovni. Napriklad pri rakovine vajecnikov bo-
lo zistené, Ze protein CT45 je markerom pri pozitivnej odpo-
vedi na chemoterapiu®). Jednym z najzavaznejsich ochore-
ni je rakovina zaludka, pri ktorej je miera prezitia len nieCo
vyse 30 %??. Preto je skora diagnostika mimoriadne délezi-
ta. V skorom stadiu je jej priebeh takmer bezpriznakovy a do
dnesného dna nebol objaveny vhodny biomarker pre pocia-
to¢né stadium tohto ochorenia. Nedavna studia krvnej plaz-
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my vS§ak odhalila 11 proteinov, ktoré by v budicnosti pomohli
odlisit pacientov s ochorenim rakoviny Zalidka od zdravych
jedincov®. Hmotnostna spektrometria predstavuje nadej aj
pre pacientov, u ktorych nebola uc¢inna chemoterapia. Tim
vedcov z Nemecka odobral vzorky tkaniva z plicnych me-
tastaz pacienta s urachdlnym karcindmom. Pri porovnani
so zdravym pltucnym tkanivom boli odhalené viaceré prote-
iny s vyrazne zvySenym zastupenim v metastdzovom tkani-
ve. Jednym z nich bola histénova demetyldza LSD1, ktora uz
bola identifikovana pri inych druhoch rakoviny. Pred podanim
vhodnej lieCby v podobe inhibitora proteinu LSD1 boli obja-
vené metastdzy aj v peCeni pacienta a uz sa ho nepodarilo
zachranit. Napriek tomu, tato stddia poskytla rychlu a repro-
dukovatelni moznost aplikdcie hmotnostnej spektrometrie
do klinického laboratéria. M6Ze byt vhodna aj pre pacientoy,
u ktorych nezabrali iné druhy lie¢by. Celkova analyza, od spra-
covania vzorky az po vyslovenie zaverov, trvala len dva dni®,

Zaver

Prave vd'aka aplikacii hmotnostnej spektrometrie a prote-
omiky bol v poslednych desatroc¢iach zaznamenany znacny
pokrok v diagnostike a prognéze mnohych ochoreni. Hmot-
nostna spektrometria dokaze pracovat s malymi objemami
vzoriek arychlo podat potrebnu informéciu o ich proteinovom
zloZeni. V spojeni s bioinformatikou je schopna identifikovat
rozdiely v hladinach proteinov vo vzorkach pacientov a ur-
¢it tak nasledujuci postup liecby. Hmotnostna spektromet-
ria ma vSetky predpoklady na to, aby sa Uspesne etablovala
do klinického laboratéria a skvalitnila pristupy v diagnostic-
kych metédach.
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