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1. UVOD

Hlavnim cilem soucasného Iékaiského vyzkumu je porozuméni molekuldrnim
mechanizmim odehravajicim se v patogenezi komplexnich onemocnéni, jako jsou
onkologicka onemocnéni. Cenné informace, nezbytné pro chapani bunécné povahy a lidského
byti jako takového, nam poskytlo rozlusténi lidského genomu. Je vsak tfeba si uvédomit, ze
préci bunék nevykonavaji geny, ale proteiny. Tudiz znalost identity proteint a jejich funkce je
nezbytnd k hlubSimu chapani bunécné fyziologie a patofyziologie. Timto problémem se
zabyva véda zvana ,,proteomika“ (Dalle-Donne I. et al., 2006). Proteomika je definovana jako
obor, ktery usiluje o odhaleni identity, mnozstvi, struktury a biochemickych a bunécnych
funkci vSech proteini v organizmu, tkanich nebo bunkach, a objasnéni, jak se tyto vlastnosti
meéni v prostoru, ¢ase a fyziologickém stavu (Steering Committee for Defining the Mandate of
Proteomics in the Post-Genomics Era U.S.N.C.f.t.1.U.0.B.a.M.B., Policy and Global Affairs
Division, National Research Council 2002). Proteomické techniky zaznamenaly v posledni
dobé velky pokrok a staly se hlavnim néstrojem pro studium fyziologickych a

patofyziologickych procest v organizmu (Thongboonkerd V., 2007).

Jednim z faktord, které ovlivnuji funkci proteinti, jsou oxidacni procesy. Oxidacni
stres, ktery je definovan jako stav, pti kterém dochazi k poruse dynamické rovnovahy mezi
oxida¢nimi a antioxida¢nimi procesy v organizmu (Sies H., 1993), hraje vyznamnou roli
v patogenezi mnohych onemocnéni vcetné¢ karcinogeneze (Imbesi S. et al., 2013). Je
dulezitym regulatorem bunééné proliferace a signalizacnich procesii (Gopalakrishna R. and
Jaken S., 2000), indukuje expresi stovek gend, zaroven poskozuje DNA a vede k hromadéni
mutaci (Dizdaroglu M., 2012). Detekce markeri oxida¢niho stresu v souvislosti s
onemocnénim je velmi narocna diky vysoké reaktivité produkovanych nizkomolekularnich
latek: volnych radikdli jako hydroxylového, superoxidového, oxidu dusnatého,
neradikalovych latek jako peroxidu vodiku, peroxodusitanu a jejich oxida¢nich produktt jako
malondialdehyd, 4-hydroxynonenal a dalSich. Proto je v posledni dob&é vénovana pozornost
novym markeriim oxidacniho stresu, jako jsou oxidacni modifikace proteinii (karbonylace, S-

nitrosylace), které jsou stabilngjsi (Lee R. et al., 2012).

Oxida¢né posttranslaéni modifikace vedou ke zméné struktury proteind, jejich

vlastnosti a funkce (Wall S.B. et al., 2012). Jednou ze zakladnich vlastnosti proteinti je tvorba
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specifickych nekovalentnich komplexi (Wildova M. and Rumlova M., 2008). Pfedpoklada se,
ze vSechny proteiny v bufice jsou soucasti obrovské proteinové sité (interaktom), ve které
vzajemné vazby proteint piechodné vznikaji a zanikaji (Piehler J., 2005). Zména struktury
proteinu v dasledku modifikace tak muze vést k vytvofeni nového nebo zaniku starého
vazebného mista a tak vyznamné pozmeénit signdlni procesy zprostfedkované proteinovou siti
(Jacob C. et al., 2003; Walsh C.T., 2006). K porozuméni d&ji probihajicich v organizmu na
molekularni Grovni je tedy tfeba studovat kromé izolovanych proteint i proteinové komplexy

a faktory, které jejich tvorbu ovliviiuji.

Tato prace se =zabyva studiem oxidacnich procesi u onkohematologického
onemocnéni — myelodysplastického syndromu (MDS) a jejich vlivu na modifikace proteinti.
Dale pak studuje proteiny exprimované vlivem oxidaéniho stresu, jejich protein-protein
interakce a tvorbu komplexti u MDS. Cilem této prace bylo objasnit nékteré zmény proteomu
typické pro MDS a tak ptispét k porozuméni biologickym procesim v patofyziologii MDS.
Objasnéni patofyziologickych procesi u MDS je klicové pro piesnéjsi diagnostiku a

efektivnéjsi 1é¢bu onemocnéni.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. REDOXNI PROTEOMIKA

Redoxni proteomika je proteomické odvétvi, které se zabyva studiem oxidacnich
procest v organizmu a jejich vlivem na proteom v ramci redoxni signalizace i podminek
oxidaéniho stresu. Redoxni déje hraji vyznamnou roli v biologii organizmu ve zdravi i
nemoci. Ucastni se signalizaénich procest a regulace, ale také energetického metabolizmu
nebo obrany organizmu. Redoxni signalizace u¢inkuje skrze reaktivni formy kysliku a dusiku
(reactive oxygen species, reactive nitrogen species, ROS, RNS), jejich produkty a molekuly
antioxidacni obrany. Hranice mezi signalizaci a poskozenim v dusledku oxidacniho stresu je
velmi tenka a zavisi na mnoha faktorech jako je napt. typ reaktivni latky, typ buiky,
antioxida¢ni obrana, okolni prostfedi a mnoho dalsich (Finkel T., 2000; Thannickal V.J. and
Fanburg B.L., 2000; Jones D.P. and Go Y.M., 2010). ROS, RNS a jejich produkty modifikuji
své cilové molekuly (proteiny, lipidy, nukleové kyseliny). Dusledek modifikace muze byt
pouze stimula¢ni, ale v nékterych ptipadech vede k poskozeni bun€k a az k bunétné smrti
(Martindale J.L. and Holbrook N.J., 2002). Oxida¢ni modifikace proteini Casto provazi
mnoha onemocnéni (pfedev§im onkologicka), ale také starnuti organizmu (Dalle-Donne . et

al., 2006; Jacob C. and Winyard P.G., 2009).

2.1.1. Mediatory redoxni signalizace a oxida¢niho stresu

Molekuly, které zprostfedkovavaji redoxni dé€je, mohou byt rozdéleny do 3 kategorii:

reaktivni formy kysliku, reaktivni formy dusiku a produkty lipidové peroxidace.

2.1.1.1. Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou radikalové' napi. superoxidovy radikal (Oz7)?

hydroxylovy radikal (HO") a peroxylovy radikal (ROO") nebo neradikalové molekuly napf.

! Radikaly jsou chemické latky, které obsahuji jeden nebo vice neparovych elektronti. Vznikaji bud’
reakci s jinymi radikaly, anebo homolytickym $tépenim slabych kovalentnich vazeb [(Jacob C. and Winyard
13
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molekularni kyslik (O,), peroxid vodiku (H.0,), singletovy kyslik (*O,) a peroxodusitan
(ONOQ)). Jednou z nejvyznamnéjsich reaktivnich forem kysliku je H,O, (Gutteridge J.M. and
Halliwell B., 1992).

Zdrojem peroxidu vodiku v organizmu je dismutace superoxidového radikalu a
nekteré metabolické reakce a fyziologické pochody (fagocytdza, fotosyntéza). Superoxidovy
radikal vznika predev$im pfi elektronovém transportu v dychacim fetézci. Elektrony jsou
hnéany fetézcem membranovych proteinli za ucelem tvorby protonové hnaci sily a v ptipadé
jejich uvolnéni z aktivnich center enzymd dochazi kredukci kysliku za vzniku

superoxidového radikalu (Raha S. and Robinson B.H., 2000).
“O,+ & — Oy

Faktory, které vedou k tvorbé superoxidového radikalu, se 1isi mezi organizmy, ale i
mezi jednotlivymi tkanémi. Krom¢ dychaciho fetézce mohou byt zdrojem superoxidového
radikdlu  napft. aktivované  fagocytujici  buiky, které ~ pomoci  enzymu
nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxidasy (NAD(P)H-oxidasy) (EC 1.6.5.3), xantinoxidasy
(EC 1.17.3.2) a dalsich redukuji molekularni kyslik a produkuji superoxidovy radikal na
vnéjsi strané membrany (van Loon A.P. et al., 1986; Henderson L.M. and Chappel J.B.,
1996). NAD(P)H-oxidasa byla objevena i u nefagocytujicich bunék, které ji vyuzivaji
v odpovédi na cytokiny a rustové faktory, a jsou proto také zdrojem superoxidového radikalu
(Bedard K. and Krause K.H., 2007). Ze superoxidového radikalu vznika pievazné peroxid
vodiku; tak organizmy piedchazeji vzniku mnohem S$kodlivéjsich ROS, napt. singletového
kysliku, hydroxylového radikalu, peroxodusitanu ¢i kyseliny chlorné. Zbyly superoxidovy
radikal je degradovan antioxidaénim systémem, anebo reaguje soxidem dusnatym na

peroxodusitan, ptipadné vytvaii Haber-Weissovou reakci s pfechodnymi kovy hydroxylovy

P.G., 2009). Jsou velmi reaktivni, v disledku tendence doplnit si elektronovy par do stabilni konfigurace reaguji
nejen s ostatnimi volnymi radikaly, ale i s intaktnimi molekulami, cimz vytvaieji dalsi volny radikal (Racek J.
and Holecek V., 1999). Latky dfive oznacované jako ,,volné radikaly“ jsou nyni zahrnuty ve skupiné ROS, a

proto jim v této praci neni vénovana zvlastni kapitola.

2 Superoxidovy radikal je pojmenovéani pievzaté z angliGtiny a dle Geského nazvoslovi je spravnd

nazyvan hyperoxid anionradikal. V této praci je pouzivan nazev superoxidovy radikal.
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radikal. Superoxidovy radikél neni sdm o sobé pfili§ reaktivni vici ostatnim biomolekulam

(lipidy, proteiny, nukleové kyseliny) (Jacob C. and Winyard P.G., 2009).

Jak bylo jiz zminéno, peroxid vodiku vznikd enzymatickou reakci katalyzovanou
superoxiddismutasou (SOD) (EC 1.15.1.1) nebo neenzymatickou dismutaci superoxidového
radikalu (Jacob C. and Winyard P.G., 2009). Peroxid vodiku je nejlépe prozkoumanou ROS
molekulou. Organizmus si mize mnozstvi HyO, do urcit¢ miry regulovat, tudiz je idealni
signalni molekulou. Jeho signaliza¢ni Gi¢inek spoc¢iva v modifikaci proteind, predevs§im jejich
thiolovych skupin a tim ovliviiuje jejich funkce (Chen K. et al., 2003). Protoze se vétSina
cilovych proteinti nachazi v cytoplazme, je nezbytné, aby byl peroxid vodiku pienesen pries
membranu, at’ uz organel nebo cytoplazmatickou, do cytoplazmy. Ackoliv mize peroxid
vodiku difundovat ptes lipidovou dvojvrstvu volné, predpoklada se, ze ptitomnost akvaporind
nebo pozménénych lipidi a membranovych proteinti je jednim ze zplsobu regulace vstupu
této signalni molekuly do burniky. Timto je fizeno dosazeni jejich cilovych proteint (Bienert
G.P. et al., 2007). Pienos signalu je také regulovan antioxidaénimi systémy buiiky (katalasy,

peroxiredoxiny, glutathionperoxidasy (viz nize)). Schéma vzniku ROS je na obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma vzniku reaktivnich forem kysliku. Redukce kysliku na vodu v dychacim

Fetezci katalyzovana komplexem IV cytochrom-c-oxidasou (EC 1.9.3.1).

2.1.1.2. Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku jsou primarné odvozené od oxidu dusnatého (‘'NO nebo NO)
(Patel R.P. et al., 1999; Jacob C. and Winyard P.G., 2009). U¢ast oxidu dusnatého
Vv bunéénych signaliza¢nich procesech byla popsana v pozdnich osmdesatych letech. Oxid
dusnaty je tvofen enzymy — NO synthasami (NOSs) (EC 1.14.13.39) z L-argininu.

2L-arginin + 40, + 3NADPH + 3H" — 2L-citrulin + 2’NO + 3NADP" + 4H,0

Jsou znamy tfi typy NO synthas nazvané podle mista, kde byly objeveny: endotelialni
NOS (eNOS), neuronalni NOS a inducibilni NOS (iNOS). Hlavnim pfimym mechanizmem
ucinku NO je reverzibilni vazba na ionty kovll, jako napf. Fe*" v prostetické skupiné¢ hemu.
V rozpustné guanylatcyklase zpisobuje vazba NO konformacni zmény vedouci ke zvySeni
enzymové aktivity a nasledné zvySeni hladiny cyklického GMP (cGMP), jehoz cilovymi
efektory jsou fosfodiesterasy, iontové kandly a ¢cGMP-dependentni proteinkinasy. NO tak
ovliviuje relaxaci hladkého svalu, agregaci desticek, neurotransmisi a dalsi procesy (Kupkova
Z. and Benes L., 2004). Dale pak existuji nepiimé cesty pusobeni NO, které jsou na cGMP

nezavislé, jako modifikace proteinti zejména jejich S-nitrosylace, nitrace nebo oxidace (Jacob
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C. and Winyard P.G., 2009). NO ve fyziologické koncentraci neni sam o sob¢ prili§ reaktivni
s jinymi nez radikalovymi molekulami, nicméné za jistych okolnosti je schopen modifikovat
thiolové skupiny proteini za vzniku S-nitrosothiolt (Beckman J.S. and Koppenol W.H.,
1996). Molekula NO ma velice kratky poloCas rozpadu v krevni plazmé i jinych
fyziologickych tekutinach, je rychle oxidovana na dusitan a dale pak v pfitomnosti oxida¢nich
¢inidel na dusi¢nan (superoxidovy radikal, oxyhemoglobin). Bylo zji§téno, ze dusitany i

dusi¢nany mohou byt redukovany zpét na NO (Lundberg J.O. et al., 2008).

V piitomnosti superoxidového radikalu reaguje oxid dusnaty velice rychle za vzniku

vysoce reaktivni molekuly — peroxodusitanu.
‘NO + O;” — ONOO’

Jedna se o fyziologicky vyznamnou reakci, nebot’ nékteré buiilky jsou neustdle vystavovany
piitomnosti NO a O, a vtéto reakci soutézi NO se superoxidismutasou (SOD) o
superoxidovy radikal. Peroxodusitan je za fyziologického pH protonovan za vzniku kyseliny
peroxodusité. Tyto produkty NO obsahujici dusik ve vy$$im oxida¢nim stavu jsou vysoce
reaktivni a jsou hlavnimi mediatory nepiimého ptisobeni NO. Obrazek (Obr. 2) znazoriuje

reakce NO v organizmu.

17



Oxidacni stres a proteomika u MDS

ONOO —— NO;

O ®-
A Z\SOD N O/ &
0,
20, B! [Noz+ OH] metHb
NO,

M-red M-ox \ JER
NO—>\ Hb(O,)

<%‘3"S\ . | [R

NO

NO#0, Vv

‘ N0 ‘

Cytosol
NO
A R-SH —>
‘V'

NOS R-SNO

Obr. 2: Oxid dusnaty v organizmu. Upraveno dle Donne et al. (Dalle-Donne . et al., 2006).
Oxid dusnaty (NO) vznikd v organizmu piisobenim NO synhtasy (NOS). V hydrofobnim
prostiedi je NO pritomnym kyslikem autooxidovan za vzniku oxidu dusitého (N,O3). N,Os je
silnym nitrosylacnim cinidlem a Vv pritomnosti volnych thiolovych skupin reaguje za vzniku S-
nitrosothiolit (R-SNO). V mezibunécné hmoté reaguje NO s oxyhemoglobinem (Hb(O,)) za
vzniku methemoglobinu (metHb). Membrdnovy enzymovy komplex NADPH oxidasa (NOX) je
zdrojem superoxidového radikalu (02"), Z néjz piisobenim enzymu superoxidismutasy (SOD)
vznika peroxid vodiku (H;07). NO V pritomnosti kysliku podléhd autooxidaci za vzniku
dusitanit (NOy), které v pritomnosti iontit kovii (M-ox) prechdzeji na oxid dusicity (NOy).
Piisobenim H,0, dochazi k prechodu iontii kovii (M-red) do vyssSich oxidacnich stavii (M-0X).
Naopak superoxidovy radikadl vede k redukci iontii kovii. Reakce NO s ionty kovii (M-red)

vedou ke vzniku M-nitrosylovych komplexii (M-NO). Reakci O," S oxidem dusnatym vznika
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peroxodusitan (ONOQ). Peroxodusitan je za fyziologického pH protonovan za vzniku
kyseliny peroxodusité, 7 niz vznika NO,. ONOO' také reaguje s oxidem uhlicitym (CO,) za

vzniku uhlicitanovych iontit (CO3") a NOy nebo dusicnanii (NO3).

2.1.1.3. Produkty lipidové peroxidace

Reakci ROS a RNS s nenasycenymi mastnymi kyselinami fosfolipidi dochézi
k zahajeni kaskady peroxidacnich reakci lipida a ta vede ke vzniku skaly $tépnych produkti.
Fosfolipidy jsou hlavni slozkou bunéénych membran a jejich oxidace vede k naruseni
membran a navic ke vzniku §tépnych produktid, které spousti redoxni signaly. Peroxidaci
rozliSujeme enzymatickou a neenzymatickou. Pribéh neenzymatické peroxidace je zahajen
atakem volného radikalu na mastnou kyselinu (faze iniciace). Nejvétsi vyznam se pfipisuje
hydroxylovému radikdlu, iniciaci vS§ak mohou vyvolat i radikdly jiné. NejcitlivéjSim mistem
pro atak radikalu v molekule mastné kyseliny je methylenova (-CHy-) skupina obklopena z
obou stran dvojnou vazbou (Sevanian A. et al., 1990). Nasleduje odtrZeni atomu vodiku z této
skupiny a z mastné kyseliny se stdva radikal L’. Dochazi k pteskupeni dvojné vazby a
nasledné spontanni reakci s molekulou kysliku za vzniku lipoperoxylového radikalu (LOO").
Tento radikal je rovnéz velmi reaktivni a je schopen atakovat jinou molekulu nenasycené
mastné kyseliny. Odstépi z ni atom vodiku a sam se preméni na hydroperoxid LOOH (faze
propagace). Tato fetézova reakce pokracuje, dokud nedojde k ukonc&eni setkanim radikalu L’
sjinym radikdlem nebo antioxidantem (faze terminace). Schéma peroxidace lipidd je
znazornéno na obrazku (Obr. 3). Béhem procesu peroxidace vznika cela Skala vysoce
reaktivnich vedlejSich produkti (epoxidy, aldehydy, hydrokarbony). Ty casto atakuji
nukleofilni skupiny proteint, ¢imz je modifikuji. Jejich u¢inky mohou byt pouze stimulaéni,
ale i cytotoxické. Vysoké koncentrace mohou mit akutni toxické ucinky a vést k inhibici
bunécné proliferace. Nizké koncentrace mohou stimulovat aktivitu nékterych enzymi
(adenylatcyklasu, guanylatcyklasu, fosfolipasu C) a regulovat transkripci nékterych gent
zahrnutych v metabolizmu glutathionu (GSH) nebo hemoxygenasy | (Spiteller P. and Spiteller
G., 1998; Ceaser E.K. et al., 2004).
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Obr. 3: Peroxidace lipidii. Upraveno dle Powers et al. (Powers S.K. and Jackson M.J., 2008).
Proces lipoperoxidace probiha meChanismem retézové reakce. Methylenové skupiny (-CHa-)
polynenasycenych mastnych kyselin reaguji s volnymi radikdly (iniciace). Dochdzi
Kk preskupeni dvojné vazby a vznika lipidovy radikal, ktery neni prilis stabilni molekulou,
proto snadno a rychle reaguje s molekuldarnim kyslikem a tvori peroxyradikal mastné kyseliny
(propagace). Ten muize reagovat s dalsi molekulou polynenasycené mastné kyseliny.
Z puvodniho  radikalu  vznika lipidovy hydroperoxid, znové napadené molekuly
polynenasycené mastné kyseliny vznikda novy lipidovy radikil a cyklus se opakuje.
Z peroxyradikalu mastné kyseliny miize vznikat také cyklicky peroxid, z néjz hydrolyzou vznika

vedlejsi produkt lipoperoxidace - malondialdehyd (MDA).
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2.1.2. Molekuly antioxida¢ni obrany

Udrzovani redoxni rovnovahy v buiice je nezbytné pro zachovani normalnich
bunéénych funkei, a proto je ptfisné¢ regulovano. Organizmus vyvinul n€kolik obrannych
systémul, které zabranuji poskozeni organizmu toxickymi produkty oxida¢niho stresu.
Zahrnuji antioxida¢ni enzymové systémy a vysokomolekularni i nizkomolekularni

neenzymove antioxidanty.

2.1.2.1. Enzymové systémy

Antioxidac¢nich enzymi je celd Skdla a jejich zastoupeni v builkich stejné jako

jednotlivé izoformy se lisi podle typu bunék. Zde je uveden piehled nejbéznéjsich

antioxida¢nich enzymd.

Superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1) katalyzuje disproporcionaci superoxidového

radikalu na peroxid vodiku a molekularni kyslik.
20,7 + 2H" — H>0, + O,

U lidi se vyskytuje ve dvou formach lisicich se umisténim a kofaktorem, kterym je vzdy atom
kovu. Cu?*/Zn?*/ SOD1 je dimer o molekulové hmotnosti 32 kDa, jejiz katalytické
podjednotky obsahuji atom médi a zinku. Nachazi se v cytosolu hepatocytd, erytrocytiu a
nervovych bungk. Mn** SOD2 se vyskytuje v podob& dimeru nebo tetrameru, jejiz
podjednotky (23 kDa) obsahuji atom manganu. Vyskytuji se v mitochondriich. Snizena
aktivita SOD byla popséana napt. u n€kterych hemodialyzovanych nemocnych. Pokles aktivity
tohoto enzymu ve stafi je soucasti celkového oslabeni antioxida¢ni ochrany (Hasanoglu E. et

al., 1994; Jacob C. and Winyard P.G., 2009).

Katalasa (EC 1.11.1.6) je hemoprotein obsahujici ¢tyfi hemové skupiny. Vyskytuje se
v krvi, kostni dfeni, slizni¢énich membranach, ledvinach a jatrech. Jeji biologicka tloha

spoc¢iva v disproporcionaci peroxidu vodiku na vodu a molekularni kyslik.

2H202 — ZHQO + 02
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Glutathionperoxidasa (EC 1.11.1.9) Kkatalyzuje redukci peroxidu vodiku
glutathionem, ¢imz chrani lipidy biologickych membran a hemoglobin (Hb) pted oxidaci
peroxidy. Diky jeji zavislosti na GSH je jeji aktivita ukazatelem hladiny GSH.

H,O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

Glutathionreduktasa (EC 1.8.1.7) je flavoproteinovy enzym obsahujici
flavinadenindinukleotid, ktery rychle redukuje oxidovany glutathion (GSSG) v bunkach za

vzniku redukovaného glutathionu.
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Peroxiredoxiny (EC 1.11.1.15) katalyzuji reakci podobnou glutathionperoxidase.
Redukuji peroxid vodiku, organické hydroperoxidy a peroxodusitan za vyuziti bunéénych
thiolt, napt. thioredoxinu (Trx). Obsahuji jedno nebo dvé cysteinova aktivni mista, diky nimz

jsou peroxiredoxiny schopny reagovat na zvy$ené hladiny oxidac¢niho stresu v burce.
H20; + Trx-(SH), — 2H,0 + Trx-(SS)

Mezi enzymové antioxidanty se také fadi methioninsulfoxidreduktasy (EC 1.8.4.11),
které jsou schopny redukovat oxidovany methionin na proteinech a jsou tak dilezitou soucasti
opravnych procesi bunky pii ptisobeni oxida¢niho stresu, reguluji funkci proteinti a zpomaluji
starnuti. Detoxifikacni enzymy jako je systém cytochromu P450 (EC 1.14.14.1) nebo
glutathiontransferasa (EC 2.5.1.18) jsou téz neopomenutelnou soucasti antioxidacnich

enzymovych systémt.

2.1.2.2. Neenzymové antioxidanty

Neenzymové antioxidanty mohou byt rozdéleny na vysokomolekularni a
nizkomolekularni. Nejznaméjsimi vysokomolekularnimi neenzymovymi antioxidanty jsou
ceruloplasmin, albumin a feritin. Mezi nizkomolekularni neenzymové antioxidanty patii
aminothioly, vitaminy (kyselina askorbova, tokoferoly), karotenoidy, ubichinol, bilirubin a

dalsi.
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Jednim z nejvyznamnéjSich nizkomolekularnich neenzymovych antioxidanti je
glutathionu a jeho metabolity. Nasledujici odstavce jsou proto vénovany sirnym
nizkomolekularnim neenzymovym antioxidantim — aminothiolim. Aminothioly vyuzivaji
svych thiolovych skupin k udrzovani redoxni rovnovahy v bunkéach i1 v extracelularnim

prostiedi.

Glutathion je hlavnim neproteinovym redoxnim pufrem v bunce (Banerjee R., 2008).

Je to tripeptid slozeny z glutamatu, cysteinu a glycinu (y -glutamylcysteinylglycin) (Obr. 4).

SH
O @) @)
H
N\)J\
HO N OH
H
O

NH>

Glutamyl Cysteinyl Glycin

Obr. 4: Molekula glutathionu. Tripeptid slozeny z glutamylu, cysteinylu a glycinu.

GSH je syntetizovan v cytosolu, v némz se nachazi predev§im v redukované formé a jeho
intracelularni koncentrace je 0,5-10 mM. Pomér redukované a oxidované formy je ukazatelem
redoxniho statusu v bufice a zpravidla byva vétsi nez 10:1. GSH je zahrnut v mnoha
biologickych procesech jako je skladovani a transport cysteinu, biosyntéza leukotrient a
prostaglandind, udrZovani proteinové struktury a funkce. Nicméné jeho primarni a
nejdulezitéjsi funkci je udrzovani intracelularni redoxni homeostdzy zajisStovanim ochrany
proti ROS, RNS a cizorodym latkam. GSH reaguje s volnymi radikaly a cizorodymi latkami,
jejichz produkty jsou ndsledné exportovany ven z builkky a degradovany. Bunka se snazi
udrzet spravny pomér redukované a oxidované formy glutathionu (GSH:GSSG), takze
v situaci velkého oxida¢niho stresu vylu¢uje GSSG ven. Extracelularni GSSG a jeho
metabolity mohou tak slouzit jako marker oxida¢niho stresu v buiikach (Dickinson D.A. and
Forman H.J., 2002).
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Dalsimi aminokyselinami (AK) a vyznamnymi extracelularnimi antioxidanty jsou
cystein (C) a cysteinylglycin (CG), které jsou hlavnimi sloZkami metabolizmu glutathionu.
Glutathion je v prvnim kroku odbouravan enzymem vy-glutamyltranferasou (GGT) (EC
2.3.2.2), ktery S$tépi y-glutamylovou amidovou vazbu za vzniku cysteinylglycinu a y-
glutamylového zbytku. Dale je pak CG §t€pen membranovou peptidasou na aminokyseliny
cystein a glycin, které mohou byt aminokyselinovymi transportéry pfeneseny do bunck.
Extracelularni koncentrace cysteinylglycinu tedy mtize odraZzet mnozstvi exportovaného
glutathionu z bun¢k a tudiz oxida¢ni stres v bunice (Banerjee R., 2008). Cystein je limitujicim
faktorem v regulaci syntézy glutathionu. Tyto aminothioly se podileji na antioxida¢ni obrané
vn¢ bunék (Muller T. and Muhlack S., 2011). Metabolizmus glutathionu je znazornén na
obrazku (Obr. 5).
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Obr. 5: Metabolizmus glutathionu. Upraveno dle Banerjee (Banerjee R., 2008).
Z glutathionu (GSH), ktery je prenesen pres bunécnou membranu vné bunky je y-
glytamyltransferasou (GGT) prenesen y-glutamylovy zbytek na jinou aminokyselinu (y-Glu-
AK). Cysteinylglycin (Cys-Gly) je dipeptidasou (DP) rozstépen na cystein (Cys) a glycin
(Gly), které jsou aminokyselinovymi (AK) transportéry preneseny do bunky. V buiice dochazi
K uvolnéni y-glutamylového zbytku z AK. Pisobenim y-glutamylcyklotranferasy (GCT) vznika
Z y-glutamylového zbytku 5-oxoprolin a nasledné 5-oxoprolinasou (5-OP) za ucasti ATP L-
glutamat (Glu). Glutamatcysteinligasa (GCL) Katalyzuje reakci cysteinu s L-glutamdtem za
ucasti ATP a vzniku y-glutamylcysteinu (y-Glu-Cys). Z y-Glu-Cys a glycinu je za ucasti ATP

enzymem glutathionsynthetasou syntetizovan glutathion.
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Zvlastni aminokyselinou je homocystein (H). Homocystein je odbouravan na cystein
a tim se také nepfimo ucastni metabolizmu glutathionu a anitoxida¢ni obrany. Na druhou
stranu muze byt ve vysokych koncentracich toxicky v disledku svého reaktivniho metabolitu
— homocysteinu thiolaktonu, ktery zpusobuje peroxidaci lipidi a modifikaci proteint
(Chwatko G. and Jakubowski H., 2005).

2.1.3. Studované posttransla¢ni modifikace

Celkovy fond proteinii produkovany organizmem se nazyva ,,proteom‘, analogicky
podle kompletniho souboru gen nazyvaného ,,genom®. Ackoliv je proteom kodovan
genomem tvofenym piiblizné 20 000 — 25 000 geny, existuje 10-100x vice riznych forem
proteint. Tato diverzita proteinii miize byt organizovana na irovni mRNA a/nebo po translaci
mRNA do proteinli kovalentnimi modifikacemi specifickych proteinii procesem zvanym
»posttransla¢ni modifikace®. Takové Gpravy proteinii umoziuji vytvofeni novych vazebnych
mist pro jiné proteiny, reguluji aktivitu enzymu a lokalizaci proteini v bunice (Walsh C.T.,

2006; Jacob C. and Winyard P.G., 2009).

Posttransla¢ni modifikace mohou byt klasifikovany do nékolika skupin. Patfi sem
modifikace proteinti hydrolytickym §tépenim jedné nebo vice peptidovych vazeb, modifikace
postrannich fetézcli aminokyselin v proteinu a modifikace, v nichz dochazi k zesitovani za
vzniku produktli s vy$§i molekulovou hmotnosti, nez vychozi protein. Také je mozné délit
modifikace na specifické, coz se tyka jak oxidovanych zbytkd, tak jejich produktt pouze u
nékterych aminokyselin a reakce nespecifické, které mohou napadat nejriznéjsi
aminokyselinové zbytky a dat tak vznik vice riznym produktim (Levine R.L. and Stadtman
E.R., 2001).

Postranni fetézce aminokyselin proteinii jsou velmi vnimavé k reaktivnim formam
kysliku a dusiku a jejich produktim. Bylo zjisténo, Ze redoxni modifikace proteint je jednim
z dulezitych signaliza¢nich mechanizmd vbunce a je také zahrnuta v zakladnich
bunécnych procesech jako proliferace, diferenciace a apoptdza. Mnoho posttranslacnich
modifikaci mize byt zahrnuto jak ve fyziologickych tak v patofyziologickych procesech
v bunice. Mezi fyziologickymi signalizacnimi u¢inky ROS/RNS a poskozenim buiky
v disledku oxida¢niho stresu zistava stale tenka hranice (Finkel T., 2000; Thannickal V.J.
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and Fanburg B.L., 2000; Jones D.P. and Go Y.M., 2010). Dnes jiz vime, Ze oxidacni stres a
oxida¢ni modifikace jsou disledkem mnoha zmén, ke kterym dochdzi b&hem starnuti
organizmu a mnohych onemocnéni, jako jsou aterosklerdza, neurodegenerativni onemocnéni
a v neposledni fadé také nadorova onemocnéni (Aksenov M.Y. et al., 2001; Baraibar M.A. et
al.,, 2011; Madamanchi N.R. and Runge M.S., 2013). Tabulka (Tab. 1) uvadi piehled

oxida¢nich modifikaci proteind.

Tab. 1
Ptehled oxidaénich modifikaci aminokyselin.
aminokyselina Produkt modifikace aminokyselina Produkt modifikace
arginin semialdehyd glutamatu methionin methionin sulfoxid
cystein disulfidy (Cys-S-S-Cys) prolin semialdehyd glutamatu
sulfonova kyselina pyroglutamova kyselina
fenylalanin 2-, 3-, 4- hydroxyfenylalanin 4-hydroxyprolin
histidin 2-oxohistidin pyrolidon
asparagin threonin 2-amino-3-0x0-butanova kyselina
kyselina asparagova tryptofan N-formylkynurenin
leucin 3-, 4-hydroxyleucin 2-, 4-, 5-hydroxytryptofan
lysin semialdehyd kyseliny 2-
aminoadipové kynurenin
methionin methionin sulfonyl valin 3-hydroxyvalin

2.1.3.1. Karbonylace

Karbonylace je nespecifickd modifikace postrannich fetézcti aminokyselin. Je to
nevratnd neenzymatickd zména postrannich aminokyselinovych fetézca (Grimsrud P.A. et al.,
2008). Rozlisujeme ptimy a nepiimy mechanizmus karbonylace. V ptimé reakci reaguji ionty
kovii nebo peroxid vodiku pfimo s aminokyselinovymi zbytky lysinu, argininu a prolinu za
vzniku semialdehydd. Nepifimy mechanizmus zacind peroxidaci lipidi (arachidonova
kyselina, linoleova kyselina) za vzniku reaktivnich aldehydt a ketont, které pak kovalentné

modifikuji proteiny (Yoo B.S. and Regnier F.E., 2004; Meany D.L. et al., 2007).

Karbonylace proteinti muze zplisobovat trvalou ztratu funkce proteinu a tim néslednou
bunéénou dysfunkci a poSkozeni tkané€. Cysteinylové, histidylové a lysylové zbytky
byvaji pfitomny v katalytickych centrech enzymt, tudiz karbonylace casto zasahuje
enzymaticky systém (Mark R.J. et al., 1997; Miyake H. et al., 2003). Karbonylované proteiny
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jsou degradovany proteolytickym systémem, anebo se akumuluji jako rozlozené proteiny.
Karbonylace je =zastoupena ftadové vice nez ostatni oxidacni modifikace a pocet
karbonylovych skupin proteini koreluje s mirou posSkozeni proteini oxida¢nim stresem
(Requena J.R. et al., 2001; Dalle-Donne I. et al., 2006; Grimsrud P.A. et al., 2008). Zvysena
hladina karbonylovanych proteinti byla popsana v souvislosti s revmatoidnim onemocnénim,
expozici organizmu vysokym hladinam volného Zzeleza, hypertenzi, cystickou fibrozou,
karcinogenezi a spoustou dalSich (Chen X. et al., 2000; Renke J. et al., 2000; Kettle A.J. et al.,
2004; Stroh A. et al., 2004; Tanito M. et al., 2004). Piedpoklada se, ze by karbonylace mohla
byt pfi¢inou mnohych onemocnéni, ptipadné hrat roli v jejich progresi (Ahmad R. et al.,
2008; Battisti V. et al., 2008; Musolino C. et al., 2011; Pavone B. et al., 2011).

2.1.3.2. S-nitrosylace

S-nitrosylace je pomala reakce, pfi které¢ dochazi k modifikaci sulthydrylovych skupin
na cysteinovych zbytcich peptidii nebo proteint (Obr. 6) (Lopez-Sanchez L.M. et al., 2009).
Neni znam jeji pfesny mechanizmus v organizmu, ale je jisté, Ze neprobihd pfimym atakem
NO na thiolovou skupinu. V biologickém systému vznikd S-nitrosylace ¢tyfmi moznymi
zpusoby. Prvnim zplisobem je reakce s nitrosoniovym kationtem (NO™), ktery vznika oxidaci
NO. Druhou moznosti je ptima reakce S NOs, ktery vznika oxidaci oxidu dusnatého
kyslikem. Tato reakce je za normalnich podminek velmi pomald, ale mize byt urychlena
V hydrofobnim prostfedi, coz je pfiznacné pro membranové kompartmenty, napf. V
mitochondriich (Liu X. et al., 1998; Shiva S. et al., 2001; Hogg N., 2002). Tteti moznost
zahrnuje oxidaci thiolovych skupin za vzniku thiolovych radikalt a jejich naslednou reakci
s NO. K modifikaci mize dochazet také transnitrosylacni reakei, tj. pfesunem S-nitroso-

skupiny z S-nitrosothiolu na cysteinovy zbytek proteinu (Obr. 6, reakce 4.) (Hogg N., 2002).
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Obr. 6: S-nitrosylacni reakce (1-4). Upraveno dle Di Giacomo et al. (Di Giacomo G. et al.,
2012). S-nitrosylaci mohou podléhat nizkomolekuldrni thioly a sulfhydrylové skupiny proteinii
(oboji oznaceno RSH) za vzniku S-nitrosothiolii (RSNO). NO reaguje s thiolovym radikalem
(RS’), ktery vznikd po predchozi oxidaci katalyzované kovy (Me) nebo homolytickym Stépenim
disulfidickych miistkit (RS-SR’) (rce 3). Nicméné thiolovy radikal vznika pomérné vzacné a je
nestaly, tudiz vétsina bunécného RSNO vznikd reakci s RS skupinou cysteinu po
deprotonizaci. RS i RSH podléhaji S-nitrosylaci reakci s oxidem dusizym (N,Os)(rce 2) nebo
primo s nitrosoniovym iontem (NO*), ktery vznika oxidaci katalyzovanou ionty kovii (rce 1).

K modifikaci mize také dochdzet transnitrosylacni reakci prenosem NO* 2 RSNO (rce 4).

S-nitrosylace je vratnd modifikace, kterd miliZze vést ke zménéné aktivité nebo struktufe
proteinu (Stamler J.S. et al., 1992). S-nitrosothioly jsou nezbytnou soucasti redoxni
signalizace. Ptedpoklada se existence nékolika mechanizmii zajist'ujicich transport S-

nitrosothiold, pfipadné pouze S-nitroso- skupiny pfes membrany.

S-nitrosothioly slouzi také jako ,,zasobarna® nestabilniho NO a podle mnoha praci je
jejich ucinek roven ucinkim NO (napi. vasodilatace). Posledni studie ukazuji, ze efekt
exogennich S-nitrosothioll na intracelularni S-nitrosylaci nema s biologii NO pf#ili§
spole¢ného. Mira S-nitrosylace v buné¢ném prostiedi a stabilita posttranslaéni modifikace

zavisi na mnoha bunéénych procesech jako je produkce NO, metabolizmus glutathionu,
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antioxidacni status a homeostaza S-nitrosothiolti (Lopez-Sanchez L.M. et al., 2009). Byla
popséna vice nez stovka proteinti, které podléhaji S-nitrosylaci. Popsané proteiny se V burice
ucastni mnoha rozlicnych tuloh. Jsou to transkripcni faktory, iontové kanaly, membranové

receptory a enzymy (Stamler J.S. et al., 2001; Hess D.T. et al., 2005).

2.1.3.3. Methylace argininii

Methylace argininii je posttranslacni modifikace, pii které dochazi k pfipojeni
methylového zbytku na guanidinové atomy dusiku v argininu za twcasti protein arginin
methyltranferas (PRMTs) (EC 2.1.1.125). Proteolyza methylovanych proteini vede ke
zvySenym hladindm tfech uvedenych forem methylovaného argininu (MMA, SDMA,
ADMA) v Kkrvi, které jsou tudiz vyznamnymi markery modifikace proteinti. Methylargininy
jsou také pfirozenymi inhibitory eNOS. Bylo zjisténo, Ze odpojeni eNOS od
tetrahydrobiopterinu oxidovaného =za piitomnosti oxida¢niho stresu vede Kk produkci
superoxidového radikalu signifikantné zesilované piasobenim dimethylargininu. Uvedena
skute¢nost pusobi jako pozitivni zpétna vazba pii dalsim vyvoji oxida¢niho stresu (Leiper J.

and Vallance P., 1999; Druhan L.J. et al., 2008).

Doposud bylo identifikovano 8 typt sav¢ich methyltranferas, pficemz Sest z nich
katalyzuje pfenos methylovych skupin z S-adenosylmethioninu (AdoMet) na guanidinovy
dusik argininu za vzniku S-adenosylhomocysteinu (AdoHcy) a methylargininu (Bedford M.T.
and Richard S., 2005). Rozlisujeme dva typy methyltranferas (I a II). Oba typy katalyzuji
vznik monomethylargininu (MMA), typ 1 dale katalyzuje vznik asymetrického
dimethylargininu (ADMA), zatimco typ Il katalyzuje reakci za vzniku symetrického
dimethylargininu (SDMA) (Obr. 7).
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Obr. 7: Methylace argininu. Upraveno dle Esse et al. (Esse R. et al., 2012). V pritomnosti
adenosylmethioninu (AdoMet) je L-arginin methylovan pomoci methyltranferas 1 i Il (PRMTs:
typ I a II) za vzniku monomethylargininu (MMA). MMA muze byt dale methylovan na tomtéz
dusiku v pritomnosti AdoMet enzymem PRMT I za vzniku asymetrického dimethylargininu
(ADMA) nebo na jiném dusiku v pritomnosti AdoMet enzymem PRMT Il za vzniku
symetrického dimethylargininu (SDMA).

Methylace arginint je dilezitym reguldtorem mnoha biologickych procest, jako je
regulace transkripce methylaci histonti, RNA procest methylaci proteini vazicich RNA a
oprava DNA. Bylo zjisténo, Ze methylované proteinové arginylové zbytky blokuji nékteré
protein-protein interakce nebo naopak zprostiedkovavaji nové interakce (Bedford M.T. and
Richard S., 2005). Methylace arginint je tak nedilnou soucasti regulace signalnich procest
(McBride A.E. and Silver P.A., 2001). Nedavno bylo popsano, ze PRMTs jsou zvysené
exprimovany u nadorovych onemocnéni vcetné onkohematologickych (Hayette S. et al.,
2012; Takahashi S., 2013).
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2.1.4. Vliv oxidacniho stresu na proteom krevni plazmy

Dnes je jiz znamo, Ze redoxni signalizace je jednim z dulezitych mechanizmu, ktery
prostfednictvim posttranslacnich modifikaci dodava buiikam informace a koordinuje bunécné
procesy. OvSem mnoha mista v buiice, kterd jsou rozpoznavana redoxnimi molekulami,
zustavaji stale jeSté neobjasnéna a tim padem i porozuméni role redox-indukovanych zmén
Vv signaliza¢nich procesech v buiice. Nicméné nékolik proteint a genil, které podléhaji redoxni
kontrole v buiice, jiz objasnéno bylo. Takové proteiny vyZzaduji misto na své molekule, které
muze reagovat s molekulami ROS a RNS, jako jsou napft. thiolové skupiny cysteini a
methionint. Jiz vySe zminénd modifikace thiolovych zbytki je ptikladem redoxni signalizace

analogické k fosforylaci/defosforylaci serinovych nebo threoninovych zbytka v fosfokinasové

signalni kaskadé¢ (Finkel T., 2000; Thannickal V.J. and Fanburg B.L., 2000).

Pomoci techniky ,,gene arrays* byla studovana genova exprese jako odpovéd bunky
na zvySenou koncentraci ROS (Weigel A.L. et al., 2002), RNS (Turpaev K. et al., 2005) nebo
na zmény koncentrace antioxidanti jako jsou enzym SOD (Li Z. et al., 2001) a
nizkomolekularni aminothiol GSH (Fratelli M. et al., 2005). Li et al. zjistili, ze MnSOD
reguluje 16 geni, pticemz u 5 geni dochazi ke zvySené regulaci a u 11 genu ke snizené
regulaci. Jednd se o onkogeny, geny nezbytné pro bunéfnou adhezi, mezibunéénou
komunikaci, regulatory bunééného cyklu, riistové faktory, cytokiny, regulatory angiogeneze,
apoptotické¢ geny a geny zahrnuté v odpovédi bunky na poSkozeni DNA. Mezi geny se
zvySenou expresi byli protooncogene c-MET, DNA damage inducible trancript, CD9 gene,
pro alpha-catenin gene a gen kodujici plakoglobin, signifikantné snizenou expresi mély geny
kodujici receptor pro vaskularni endotelialni ristovy faktor 1 (Vascular endothelial growth
factor receptor 1, VEGFR-1), Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme a interleukin-
1B (Li Z. et al., 2001). Weigel et al. sledovali vliv peroxidu vodiku, hydroxynonenalu a tert-
butylhydroxyperoxidu na genovou expresi a nalezli 35 gent, jez byly rozdilné regulovany
vlivem tfi uvedenych oxidacnich agens. Nalezené geny byly zahrnuty podobné jako ve diive
zminéné studii v procesu apoptdzy, regulace bunécného cyklu, mezibunétné komunikace,
transdukce signalu a regulace transkripce (Weigel A.L. et al., 2002). Bylo zjisténo, ze také
oxid dusnaty ovliviiuje expresi nékterych gend. V praci Tupaeva et al. identifikovali 17 NO
citlivych gent, jednalo se opét 0 geny pro cytokiny, transkripcni faktory, signdlni molekuly

mezi nimiz byl i vaskularni endotelialni rastovy faktor (Vascular endothelial growth factor A,
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VEGF nebo VEGF-A) a interleukin-8 (Turpaev K. et al., 2005). Podobn¢ bylo v praci Fratelli
et al. identifikovano 215 gent regulovanych antioxidantem glutathionem (Fratelli M. et al.,
2005).

Z vySe uvedenych studii vyplyvd, Ze mediatory oxida¢niho stresu a molekuly
antioxidacni obrany vyznamné ovliviiuji expresi genil zapojenych do zakladnich bunécnych
funkei jako je rast, bunécna smrt, signalizace, mezibunécna komunikace a dalsi a maji tedy
zasadni signalizacni funkci v buiice. Redoxni zmény a oxidaéni stres, tak mizou vyznamné

meénit zastoupeni proteinti v buiice 1 v extracelularnim prostoru.

2.2. MYELODYSPLASTICKY SYNDROM (MDS)

Onkohematologicka onemocnéni jsou nadorova onemocnéni krvetvorné tkang, ktera
jsou odvozena od krvetvornych bunék pochézejicich z riznych vyvojovych tad. Vyvoj
nadorové buiiky je komplexni proces, jehoz vysledkem je mutace kritickych genti regulujicich
rustovy cyklus buniky. Procesy bunécéné proliferace, zrani, diferenciace a bunééné smrti jsou
v nenadorové buiice striktné fizené mechanizmy. Jejich koordinace je zprosttedkovana mnoha
signalnimi procesy. Deregulace téchto procesi vede k poskozeni DNA a u bunck
neschopnych opravovat posSkozenou DNA a replika¢ni chyby tak dochézi k hromadéni
mutaci. Takové bunky také casto selhdvaji v udrZovani poctu chromozomi a vedou
k akumulaci abnormalit v karyotypu. Tyto zmény pak mohou vést K vyvoji nadorové burnky.
Onkohematologicka onemocnéni se rozd€luji na leukémie charakterizované diftizni infiltraci
orgdnll bez tvorby nddorovych lozisek a na maligni lymfomy. Jsou zde zahrnuty akutni
leukémie, myeloproliferativni onemocnéni a myelodysplasticky syndrom, chronicka
lymfatick4 a chronickd myeloidni leukémie, vlasatobunécnda leukémie, Hodgkinova choroba,
nehodgkinské  lymfomy, lymfoproliferativni onemocnéni s tvorbou  paraproteinu
imunoglobulinu M a histiocytarni malignity (Klener P., 2002; Alberts B., 2008). Tato prace se
zabyva studiem myelodysplastického syndromu, coZ je klondlni onemocnéni krvetvorby,
které Casto prograduje do akutni myeloidni leukémie (acute myeloid leukemia, AML) a diky
tomu slouzi jako vyborny model pro studium jednotlivych krokt leukomogeneze (Nolte F.
and Hofmann W.K., 2010).
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2.2.1. Definice MDS a etiologie

MDS zahrnuje soubor onemocnéni postihujicich pluripotentni kmenovou krvetvornou
bunku, kterd se vyviji defektné. Porucha muze postihnout kteroukoliv z vyvojové vétve
myeloidni fady, tudiZ je tento soubor onemocnéni a jeho projevy velmi heterogenni. MDS
muze piejit do akutni myeoloidni leukémie. K vyvoji onemocnéni dochazi de novo nebo
sekundarné po predchozi expozici prumyslovym rozpoustédlim, alkylujicim latkam, zatreni
(Shadduck R.K. et al., 2007). Myelodysplastickym syndromem trpi nejcastéji starsi lidé, ale
muze paradoxné postihnout 1 déti. Détsky MDS je pomérné vzéacny s incidenci 0,5 az 4
pfipadi na milion lidi, zatimco MDS dospélych se vyskytuje u 20 az 40 ptipadt na milion lidi
ve svéte (Heaney M.L. and Golde D.W., 1999).

2.2.2. Klinicky obraz

Onemocnéni je charakterizovano riznymi stadii, kterd se od sebe li§i zdravotnimi
problémy a klinickymi projevy. Pfiznaky choroby se odvijeji od toho, ktera
z hematopoetickych fad je v pfevazné mife postizena. Nejcastéji se nemoc manifestuje jako
unava, dusnost pii tézké anémii, sklon K recidivujicim infekcim pii granulocytopenii nebo
krvacivé stavy v disledku trombocytopenie. Fyzikalni nalez byva c¢asto chudy, nebyva
piitomno zvétseni lymfatickych uzlin a zvétSeni jater a sleziny byva nalezeno vétsinou jen u
smiSenych forem (MDS s myeloproliferaci ¢i myelofibrézou). U méné pokrocilych forem je
pribéh Casto chronicky, ale i tito nemocni mohou byt ohroZeni na Zivoté té¢Zkym krvacenim ¢i
sepsi pii hluboké cytopenii. U pokrocilych forem s piitomnosti blastii v obvodové krvi je
prubéh Casto rychly, Ustici v rozvinutou akutni leukémii. Tito nemocni rovnéz vyzaduji od
pocatku péci hematologa a eventuelni hospitalizaci na internim oddéleni, ¢&i ve
specializovaném hematologickém centru, zabyvajicim se intenzivni chemoterapii a

transplantaci krvetvornych bunék (Cermak J., 2002).
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2.2.3. Patogeneze

MDS je klinicky a biologicky velmi variabilni. Predpokladd se, ze dochéazi k
hromadéni somaticky ziskanych genetickych zmén u krvetvorné progenitorové bunky nebo u
bunky kmenové (HPCs/HSCs), poptipadé u obou, a kabnormalni expresi nékterych
onkogenti, ¢i poruse tumor supresorovych genti. Kmenova krvetvorna buika je bunka, ze
které¢ se vyvijeji vSechny bunécné krevni elementy. Ma velkou schopnost sebeobnovy na
rozdil od jiz vice diferencovanych bun¢k. K neoplastické transformaci mtze dojit v rizném
stadiu vyvoje kmenové buiky. Tyto zmény spolu s abnormélni imunologickou odpovédi
vedou K poruse regulace apoptozy, bunééného déleni a diferenciace kmenové bunky.
Typickym obrazem MDS v ¢asné fazi je vystupfiovana apoptdza, kterd je korelovanad s
hyperplastickou a dysplastickou krvetvorbou v kostni dfeni a cytopenii v obvodové krvi
(Heaney M.L. and Golde D.W., 1999; Cermak J., 2002; Greenberg P.L., 2006). Neoplastické
krvetvorné bunky se vyvijeji a diferencuji defektné. Genetickd nestabilita vzniklého
patologického klonu vytvafi terén pro vznik dal§ich mutaci, pfispivajicich ke ztraté regulace
proliferace a diferenciace krvetvornych bunc¢k. To vede nakonec k selhani kostni diené a
prechodu do akutni leukémie. Patogeneze selhani kostni dfené a poruchy vyvoje kmenové
bunky je multifaktoridlni. Tykd se jednak zmén prostiedi kostni dfen¢ a jeho vlivu na
hematopoetickou builkku, a zaroven také zmén u hematopoetické bunky jako takové

(Greenberg P.L., 2006).

2.2.4. Diagnostika

K diagnostice se dnes nejvice pouziva klasifikace dle svétové zdravotnické organizace
(world health organisation, WHO), ktera rozd¢luje pacienty do 10 skupin na zakladé nalezt
Vv kostni dieni a periferni krvi (Tab. 2) (Greenberg P.L., 2006). Dle WHO patii mezi
podskupiny s nizkym rizikem 5g- syndrom a podtypy s refrakterni anémii (refractory anemia,
RA). Zatimco za vysoce rizikové podskupiny se povazuji RA s excesi blasti I (refractory
anemia with excess blasts, RAEB-1) (5 % az 9 % blastl) a RAEB-II (12 % az 19 % blasti),
RA sexcesi blastii v transformaci (refractory anemia with excess blasts in transfomation,
RAEB-T) a AML. Mezinarodni prognosticky skorovaci systém (international prognostic
scoring system, IPSS) se vyuziva v prognoze a 1é¢bé. Ten kromé nalezii v kostni dieni a
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periferni krvi hodnoti také cytogenetické riziko a vk a rozdéluje pacienty na nizko-, stfedné-

I, sttedné- Il a vysoce rizikové skupiny (Greenberg P. et al., 1997; Greenberg P.L., 2006).

Tab. 2

Klasifikace myelodysplastického syndromu (MDS) dle svétové zdravotnické organizace (WHO) z roku 2008.

RA refrakterni anémie (refractory anemia)

RARS refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty (refractory anemia with ringed
siderablasts)

5g-syndrom

RCMD RA s multilinearni dysplazii (refractory anemia with multilineage dysplasia)

RCMD(w/RS) RCMD s prstencitymi sideroblasty (RCMD with ringed sideroblasty)

RAEB-I refrakterni anémie s piebytkem blast 1 (refractory anemia with excess blasts)

RAEB-II refrakterni anémie s pfebytkem blasta 2

AML akutni myeloidni leukémie (acute myeloid leukemia)

MDS/MPD MDS/myeloproliferativni onemocnéni

MDS neklasifikovany

2.2.5. Oxidacni stres u MDS

Myelodysplasticky syndrom je ¢asto zmifiovan v souvislosti s oxida¢nim stresem a
zvySenou koncentraci volného Zeleza u pacienti lé¢enych transfuzemi (Kang J.H. et al.,
2001). Zelezo cirkuluje v plazmé vazano na transferin, kdyz je ovSem vazebna kapacita
transferinu piekrocena, vznika takzvané volné Zelezo nebo také zelezo nevazané na transferin
(non-tranferin bound iron, NTBI). Cast NTBI, ktera se nevéaze na plazmatické biomolekuly, se
nazyva labilni plazmatické Zelezo. Labilni Zelezo je redox aktivni, snadno pronika organy a
katalyzuje vznik ROS Haber-Weissovou reakci (Hershko C. et al., 1998). Saigo et al. popsali
vy$si koncentrace metabolit reaktivnich forem kysliku v séru MDS pacientt, které pozitivné
korelovaly s hladinou feritinu (Saigo K. et al., 2011). Prace skupiny Ghoti et al. popisuje
signifikantné zvySené hladiny ROS v Cervenych krvinkach a destickach MDS pacientli a
jejich pozitivni korelaci s hladinou feritinu v séru a negativni korelaci s koncentraci
glutathionu (Pereira-Leal J.B. et al., 2006). Nicmén¢ posledni studie ukazuji, Ze se tyto
komplikace nemusi tykat pouze pacienti, ktefi dostavaji transfuze (Cortelezzi A. et al., 2000).
Cortelezzi et al. popsali zvySené extracelularni koncentrace homocysteinu, které korelovaly se

zvySenymi hladinami malondialdehydu u MDS pacientii (Powers S.K. and Jackson M.J.). U
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MDS pacienti bylo charakterizovano nékolik dalSich markerti oxida¢niho stresu (Cortelezzi
A. etal., 2001; Farquhar M.J. and Bowen D.T., 2003; Pereira-Leal J.B. et al., 2006). U MDS
byla nalezena také zvySena hladina reaktivnich forem dusiku a pfedpokldda se jejich
souvislost s apoptdzou a neefektivni erytropoézou v ranych stadiich MDS (Kitagawa M. et al.,
1999). V ngkolika studiich byly demonstrovany funkéni mitochondrialni abnormality u MDS
pacientd (Bowen D. and Peddie C., 2002; Tehranchi R. et al., 2003). Mitochondrialni DNA
chybi histony a opravné mechanizmy, a je tudiz vice nachylna k oxidaci a jinym poskozenim
(Gattermann N., 2000). Dale se ptedpoklada role pro-oxidacnich toxickych latek ve vyvoji
myelodysplastického klonu. Tyto etiologické agens jako chemoterapie, ioniza¢ni zafeni,
benzen a jiné zpusobuji poskozeni bunék v disledku oxida¢niho stresu (Farquhar M.J. and
Bowen D.T., 2003). N¢kolik studii popsalo u MDS polymorfizmus gent kodujicich enzymy
(NQOL1 a glutathion S-transferase P1), které jsou nezbytné pro antioxida¢ni obranu organizmu
a zodpoveédné za metabolizmus karcinogent z vnéjsiho prostiedi (Seedhouse C. et al., 2002).

Nefunk¢nost téchto genti tudiz mize vést ke zvySené nachylnosti k oxidacnimu stresu u MDS.

V disledku vyse popsané pievahy prooxidaénim latek nad antioxida¢nimi u MDS
onemocnéni se predpokladd vyskyt oxidaéné¢ modifikovanych proteini a jinych
makromolekul u MDS pacienti. Doposud byl popsan oxidacni efekt na CD34+ buikach
vedouci k jejich genetické nestabilité a nasledné k defektni hematopoéze (Droge W., 2002;
Pereira-Leal J.B. et al., 2006; Novotna B. et al., 2009). Peddie et al. nalezli oxidované
pyrimidinové baze u CD34+ bunék MDS pacientd. Tato oxidace byla ve spojitosti se
zvySenou hladinou tumor nekrotizujiciho faktoru (tumor necrosis factor) a sniZenou
intracelularni koncentraci GSH (Peddie C.M. et al., 1997). Jiné oxida¢ni modifikace nebyly
zatim u MDS popsany. U ostatnich onkohematologickych onemocnéni byla popséna
signifikantné zvySena hladina karbonylovych skupin, produktl pokrocilé glykace, produkti
pokrocilé oxidace proteini a S-nitrosylovanych proteinti v séru pacienti s B-chronickou
lymfocytarni leukémii (Musolino C. et al., 2011; Gangemi S. et al., 2012). Podobné v séru
pacientil s akutni lymfoblastickou leukémii byla nalezena signifikantn€¢ zvySena hladina
karbonylovanych proteind spolu se zvySenou hladinou oxidac¢nich latek a snizenou hladinou
antioxidantt (Battisti V. et al., 2008). Ahmad et al. popsali signifikantné zvysenou hladinu
karbonylovanych proteini a malondialdehydu v plazmé pacientii s chronickou myeloidni

leukémii (Ahmad R. et al., 2008).
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Je zfejmé, Ze oxidacni stres je soucdsti onemocnéni myelodysplastického syndromu,
nicméné piesna pri¢ina vzniku oxida¢niho stresu u MDS stejné jako jeho disledky a role

V patofyziologii onemocnéni ziistavaji neobjasnény.

2.2.6. Zmény proteomu u MDS

Ackoliv bylo identifikovano mnoho genovych lokust a genli se zvySenou ¢i snizenou
expresi asociovanou s MDS, specifickych biomarkert (tj. charakteristik, které jsou objektivné
méfeny a vyhodnoceny jako ukazatelé normalnich biologickych procesi, patogennich procestu
nebo farmakologickych odezev na 1écbu (Biomarkers definition working group, 2001)) bylo
nalezeno jen velmi malo (Gondek L.P. et al., 2008; Nimer S.D., 2008; Huang W.T. et al.,
2009). Pomoci proteomickych studii bylo nalezeno nékolik proteinil, jejichz koncentrace se
signifikantn¢ li$i u pacienti s MDS v porovnani se zdravymi darci. Zhong et al. nalezli 4
proteiny se signifikantné rozdilnou expresi u MDS. Jednalo se o dipeptilpeptidase
(DPP/CD26), polymerase kappa, human serum albumin a albumin-like protein (Zhong L.Y. et
al., 2009). V praci Majka et al. bylo nalezeno 57 liSicich se proteini u MDS pacientl
s podtypem refrakterni anémii s multilinearni dysplazii (refractory anemia with multilineage
dysplasia, RCMD). Z toho byly identifikovany complement C4-A, complement C4-B, inter-
alfa-trypsin inhibitor heavy chain H4 a endorepelin (Majek P. et al., 2011). Dle Issaq et al. by
mohly byt potencialnimi markery pro 5g-syndrom MDS inter-a trypsin inhibitor heavy chain
H4 (fragment), serum transferrin, transthyretin a haemoglobin. Platelet factor 4 a protein
odpovidajici piku s m/z 8559 by mohl byt marker asociovany s terapii a slouzit pro
monitorovani 1écby lenalidomidem (Issaq H.J. et al., 2002). Dale bylo pomoci ELISA metod
nalezeno nékolik proteint, jejichz koncentrace byla signifikantné snizena (Aivado M. et al.,
2007) nebo zvysena v plazmé pacienti s MDS (Ito Y. et al., 2002; Passam F.H. et al., 2004
Hu Q. et al., 2004 ; Salih H.R. et al., 2004 ). Hu et al. nalezli zvy$enou hladinu rozpustné
formy receptoru 1 pro vaskularni endotelialni ristovy faktor (soluble vascular endothelial
growth factor receptor 1, sSVEGFR-1) (Hu Q. et al., 2004 ). U pacientd s MDS byly nalezeny
vy$$i hladiny rozpustné formy intracelularni adhesni molekuly 1 (soluble intercellular
adhesion molecule 1, sICAM-1) a rozpustné formy vaskularniho adhesniho proteinu 1
(soluble vascular cell adhesion protein 1, sVCAM-1), hladiny téchto proteini byly

signifikantn¢ zvy$ené u podskupin MDS fazenych dle IPSS do vysoce rizikovych (RAEB I i
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Il, RAEB-T, a CMML) (Passam F.H. et al., 2004). Dale Hock et al. ukazali, ze rozpustna
forma T-lymfocyt aktivaéniho antigenu CD86 (T-lymphocyte activation antigen CD86,
CD86) byla zvysena u 25 % pacienti s AML a 27 % pacienti s MDS a souvisela s kratsi
dobou preziti (Hock B.D. et al., 2003). Aivado et al. identifikovali 2 proteiny (platelet factor
4, platelet basic protein 7), jejichz hladina v plazm¢ MDS pacientii byla vyrazné snizena
(Aivado M. et al., 2007). Jiné dva proteiny korelovaly s progresi MDS onemocnéni. Vysoké
hladiny rozpustné formy Tumor necrosis factor ligand superfamily member 9 a nizké hladiny
rozpustné formy Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6 v séru MDS pacienttu by
mohly predstavovat nové indikatory 1éCby a progrese onemocnéni (Salih H.R. et al., 2004 ).
Neni zanedbatelné, ze vétSina nalezenych proteinii je soucésti imunitnich procest v
organizmu. Piedpoklada se, Ze imunitni systém hraje roli v patogenezi c¢asného MDS.
Klondlni expanze cytotoxickych a pomocnych T-lymfocytii mize vést k potlaceni normélni
hematopoézy. Bylo zjisténo, Ze imunosupresivni terapie vede u nékterych pacientid k pozitivni
hematologické odpovédi, zvySuje dobu pieziti a pozastavuje progresi do AML (Olnes M.J.
and Sloand E.M., 2011; Warlick E.D. and Miller J.S., 2011). Podobny charakter nalezenych
proteint napovida o mozném mechanizmu hrajicim roli v patofyziologii MDS (Hock B.D. et
al., 2003; Passam F.H. et al., 2004; Hu Q. et al., 2004 ; Salih H.R. et al., 2004 ; Aivado M. et
al., 2007; Azimi-Nezhad M. et al., 2013).

2.3. PROTEIN-PROTEIN INTERAKCE

Protein-protein interakce jsou chapany jako fyzicky a specificky kontakt mezi
proteiny, ktery se vyskytuje v buiice nebo v Zivém organizmu (De Las Rivas J. and Fontanillo
C., 2010). Jednotlivé proteiny v proteinovém komplexu spolu mohou byt ve fyzickém
kontaktu 1 pfesto, Ze spolu pfimo neinteraguji. Tato funkéni spojeni by neméla byt
s fyzickymi proteinovymi interakcemi zaménovana. Protein-protein interakce rovnéz
nezahrnuji spojeni poskozenych nebo ¢astecné degradovanych proteinti. Proteinové interakce
mohou byt parové, napi. interakce ligandu s jeho receptorem bez ucasti jinych proteint, ale
také mohou vytvaret makromolekularni proteinové komplexy, jako je tomu napt. U RNA
polymerazovych komplext (Sardiu M.E. and Washburn M.P., 2011). Proteinové komplexy
jsou definované jako soubor proteint, které vytvaieji mnoho interakci mezi sebou (Pereira-

Leal J.B. et al., 2006). Ne&které proteinové interakce mohou byt stabilni, napf. u
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makromolekularnich  komplexi, které obsahuji bunééné stroje (ATP  synthasa,
cytochromoxidasa). Jiné vznikaji pouze docCasné k zajisténi pfechodnych akci, jako je napf.

vazba transkrip¢nich faktord u genové exprese.

Protein-protein interakce hraji kliCovou roli ve zprostifedkovavani pienosu signalu,
reguluji aktivitu metabolickych a signalnich enzymt, pfeménuji energii v pohyb a udrzuji
bunéénou organizaci (Dress A. and Vingron M., 2008; Braun P. and Gingras A.C., 2012).
Extracelularni signaly jsou do bunky pfenaseny nékolika moznymi zptsoby v zavislosti na
tom, jestli se jednd o rozpustné molekuly (cytokiny, hormony), bunécné interakce nebo
interakce bunék s mezibunéénou hmotou. Pfenos signalu je zajiStovan bud’ na drovni
interakce dvou proteint (tzv. binarni proteinové komplexy) nebo tvorbou slozitych stabilnich
strukturalnich a funk¢nich jednotek zvanych proteinové komplexy. Pienos signélu je kriticky
pro spravné fungovani burniky a porucha v signalnich drahach se muze stat pti¢inou K vyvoji
maligniho klonu. To se tyka pfedevsim signalnich kaskad vedoucich k pteziti a proliferaci
bunk (Frank D.A., 2003). Nedavno bylo poukazano na to, ze nejen vlastnosti jednotlivych
proteinli, ale vztahy mezi proteiny v proteinovém komplexu jsou zakladnimi slozkami
biologickych funkci. Proteiny funguji v komplexu jako celek a porucha n€kterého z proteinti
v tomtéz komplexu vede k podobnému onemocnéni (Zhao J. et al., 2013). U komplexnich
onemocnéni, jako jsou nddorovd, dochézi k poruse regulace celé skupiny gentl, tzv. funkénich
modulu, které tvofi sité s proteinovymi komplexy a fidi chovani nadoru (Liu K.Q. et al.,
2012). Takové sité jsou schopné se pfeorganizovat a umoznit tak vyvoj nového rezistentniho
klonu. Experimentalni a teoretickd data navrhuji existenci takzvanych uzlli obsahujicich
klic¢ové proteiny (onkoproteiny a jiné), které jsou sdilené riznymi komplexnimi moduly a
interakénimi sitémi. Jejich vzajemna komunikace, pak vede k reorganizaci modulu a
tim regulaci nadorového bujeni. OvSem, jak nadorové specifické moduly a jejich sité
rozpoznaji chovani nadoru a jakym zptisobem dochazi k reorganizaci proteind, neni doposud

znamo (Papanikolaou N.A. and Papavassiliou A.G., 2008).

Proteinové komplexy mohou byt podobné jako geny tkanové specifické, ackoliv
proteomickych dat z této oblasti stale neni mnoho (Zhao J. et al., 2013). Je znamo nékolik
hlavnich drah, které jsou v karcinogenezi zapojeny. Jedna se o tyrosinkinasové, WNT a RAS
signalni drahy, dale pak beta signalizaci tumor ristového faktoru a signalizaci s cyklickym

adenosinmonofosfatem, drahy, v nichz jsou zapojeny riistové faktory a dalsi. Hlavni drdhy by
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mohly byt rozdéleny do Ctyi fyziologickych skupin: receptory na bunééném povrchu (napf.
adhezni molekuly), intracelulérni signélni kaskady, transkripéni faktory a drahy vedouci ke

spusténi programované buné¢né smrti (Frank D.A., 2003).

Znalost funkce a vlastnosti alespon jedné ze sloZek, se kterou protein interaguje, by
nam mohl umoznit pfifazeni funkce, pfip. drahy, které se ucastni. Pfedpokladana interakce
v Case a mist¢ zdvisi na nékolika parametrech, jako je typ bunky, faze bunétného cyklu,
vyvojové stadium, modifikace proteint (napt. fosforylace), ptitomnost kofaktorti a vazebnych
partnerti (De Las Rivas J. and Fontanillo C., 2010). Mapovani proteinovych interakci tedy
vyzaduje vytvofeni proteinové interakcni sité, ktera popisuje jednak interakce daného proteinu
s podskupinou jeho nejblizsich interak¢nich partnerti v ramci proteinového komplexu nebo za
ruznych biologickych podminek, ale také zachycuje vSechny globalni proteinové interakce
v méfitku celého organizmu (Sardiu M.E. and Washburn M.P., 2011). Kompletni mapa
proteinovych interakci se nazyva ,,interaktom® (analogicky genom, proteom) (Cusick M.E. et

al., 2005).

2.3.1. Pi‘ehled vybranych protein-protein interakci

2.3.1.1. Vaskularni endotelialni rustovy faktor a jeho receptory

Rodina vaskularnich endotelialnich rstovych faktorti a jejich receptord ma roli
ve vyvoji, udrzovani a remodelaci cévni stény (Mac Gabhann F. and Popel A.S., 2008).
VEGTF je exprimovan jako odpovéd’ na hypoxii a jiné podnéty mnoha riznymi buiikami. Je
kodovan jednim genem, ktery ma cCtyfi izoformy (121, 165, 189, 206 aminokyselin). Prvni
dvé formy (121 a 165 AK) jsou rozpustné faktory, zatimco druhé dvé (189 a 206 AK) jsou

sice sekretované, ale ziistavaji navazané na extracelularni povrch (Keyt B.A. et al., 1996).

VEGF interaguje s endotelem prostiednictvim dvou vysoce afinitnich receptort:
VEGFR-1 - tyrosinkinasa (EC 2.7.10.1) (Obr. 8) a VEGFR-2 - receptor s kinasovou doménou
(EC 2.7.10.1). VEGFR-1 obsahuje sedm extracelularnich imunoglobulinovych (Ig) domén a
jednu intracelularni tyrosinkinasovou doménu (Keyt B.A. et al., 1996). Tento
transmembranovy glykoprotein (125 kDa) je exprimovan riznymi tkanémi, ale nejvice na

endotelialnich bunkach. Exprese je zde podobné jako u VEGF indukovana hypoxii (Neufeld
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G. et al.,, 1999). Alternativni sestfih genu pro VEGFR-1 umoznil vznik rozpustné formy
VEGFR-1 (Belgore F.M. et al., 2001). Vazba VEGF na jeho receptory indukuje dimerizaci
receptori a aktivuje tak intracelularni tyrosinkinasu. Zatimco vazba VEGF na VEGFR-2
spousti bunéénou proliferaci, vazba VEGF na VEGFR-1 bez ucasti VEGFR-2 buné¢nou
proliferaci nespousti a to pravdépodobné v dusledku toho, ze nedochazi k aktivaci mitogenem
aktivované proteinkinasy (Neufeld G. et al., 1999). Pfenos signalu spustény vazbou VEGF na
jeho receptory neni zcela objasnén a piedpoklada se, ze VEGFR-1 a VEGFR-2 hraji rozdilnou

roli v endotelialni buné¢né migraci a proliferaci (Hu Q. et al., 2004 ).

VEGF

VEGFR-1

7 Ig-like domén

oneoO®
oPeo0ePe?

FORTITHT Bunéena membrana
cepcoses

Intracelularni
tyrosinkinasova
doména

Obr. 8: Interakce VEGF a VEGFR-1.

2.3.1.2. Interceluldrni a vaskuldrni adhezni molekuly a jejich ligandy

Bunécna vaskularni adhezni molekula (vascular cell adhesion protein 1, VCAM-1) a

intercelularni adhezni molekula (Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) patii do skupiny
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imunoglobulinovych adheznich molekul. Molekula ICAM-1 je transmembranovy
glykoprotein (90 kDa). M4 pét extracelularnich Ig domén, pficemz doména 1 je kriticka pro
interakci proteinu ICAM-1 s jeho ligandem leukocytarnim funk¢énim antigenem 1 (Leukocyte
adhesion glykoprotein LFA-1, LFA-1). ICAM-1 je exprimovana na endotelialnich,
epitelialnich, fibroblastickych, leukocytarnich a mnoha nadorovych bunkach. Exprese je
indukovana zanétlivymi cytokiny (tkanovy faktor o, interleukin 1, interferon y). LFA-1 je
integrin, ktery se sklada ze dvou podjednotek: alfa (129 kDa), beta (85 kDa) a nachazi se na
povrchu leukocytt. Interakce ICAM-1/LFA-1 zprostiedkovava migraci T-lymfocytd a také
funguje jako kostimulaéni signal pii aktivaci T-lymfocytd (Gearing A.J. and Newman W.,
1993; Gomperts B.D. et al., 2002; Anderson M.E. and Siahaan T.J., 2003).

VCAM-1 je podobn¢ jako ICAM-1 transmembranovy glykoprotein (asi 100 kDa),
ktery obsahuje sedm extracelularnich Ig domén. Je exprimovan na endotelialnich,
epitelialnich, dendritickych bunkach a makrofazich po indukci zanétlivymi cytokiny. Jeho
ligandem je velmi pozdni antigen 4 (very late antigen, VLA-4). Jedna se o integrin o dvou
podjednotkach: alfa 4 (155 kDa) a beta 1 (150 kDa), ktery je exprimovan na mononuklearnich
bunkach. Interakce VCAM-1 s VLA-4 zprosttedkovava migraci leukocyti (Gomperts B.D. et
al., 2002; Yusuf-Makagiansar H. et al., 2002; Cook-Mills J.M. et al., 2011).

2.3.1.3. Aktivacni antigeny T-lymfocytu a jejich receptory

Kostimulacni signal pro aktivaci T-lymfocyti je zajiStovan také interakci specifického
glykoproteinu CD28 (T-cell-specific surface glycoprotein CD28) (44 kDa) na povrchu T-
lymfocytd s molekulou CD80 (T-lymphocyte activation antigen CD80) a CD86 (T-
lymphocyte activation antigen CD86) na povrchu antigen prezentujicich bunék. T-lymfocyt
aktivaéni antigen CD86 je transmembranovy glykoprotein (37 kDa) exprimovany na povrchu
antigen prezentujicich bun¢k (B-lymfocyty, monocyty) a obsahuje dvé Ig domény. CD86 je
ligandem jednak pro aktivacni receptor CD28, ktery je nepfetrzité exprimovan na plazmatické
membrang, ale také je ligandem pro inhibi¢ni receptor cytotoxicky T-lymfocytarni protein 4
(Cytotoxic T-lymphocyte protein 4, CTLA-4 nebo CD152). Vyskyt CTLA-4 na T-
lymfocytech je mnohem slozitéjsi, je exprimovan pouze V délicich se buitkach a na povrch T-

lymfocytu je vystaveno jen malé procento exprimovaného receptoru. Nicmén¢ CTLA-4 ma
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asi stokrat vyssi afinitu k CD86 nez CD28 (Sansom D.M. et al., 2003). Interakce CD86 a
CTLA-4 zprostiedkovava negativni signal pro T-lymfocyty a slouzi tak jako regulator
imunitni odpovédi (Schwartz J.C. et al., 2001; Sorensen P. et al., 2004).

2.4. METODY STANOVENI OXIDACNIHO STATUSU V KREVNI
PLAZME

Pro stanoveni oxida¢niho statusu v organizmu muzeme kvantifikovat volné radikaly a
ostatni ROS/RNS, stanovit markery oxida¢niho poskozeni (modifikace proteind, vedlejsi
produkty lipidové peroxidace), anebo ur¢it koncentraci latek antioxidaéniho obranného
systému. Pro stanoveni jednotlivych oxidacnich produkti existuje mnoho metod, které se lisi
specifinosti, citlivosti, piipravou vzorku atd. Prace predstavuje nejCastéji pouzivané metody

pro stanoveni danych oxidaénich produktd v krevni plazmé.

Pro stanoveni volnych radikalii je hojné¢ vyuzivana metoda spektroskopie elektronové
paramagnetické rezonance (EPR) (Mrakic-Sposta S. et al., 2012). EPR spektroskopie je
zaloZzena na absorpci mikrovinného zafeni neparovymi elektrony za piitomnosti silnych
magnetickych poli. Tim je umoznéno studovat volné radikdly, napt. hydroxylové,
superoxidové, nitroxidové. V piipadé, Ze se jedna o relativné stabilni radikaly, je mozné jejich
ptimé méfeni (Vasquez-Vivar J. et al., 1996; Mrakic-Sposta S. et al., 2012). U nestabilnich
radikall s kratkou dobou Zivota se pouziva metoda spinového zachytu (,,Spin Trapping®).
Radikaly reaguji s nitrososlou¢eninami a tim se pfevedou na stabilni radikaly (Vasquez-Vivar
J. et al., 1999). Pro stanoveni superoxidového radikalu, peroxidu vodiku, hydroxylového
radikalu, oxidu dusnatého a dalSich je hojné vyuzivana také metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (high-performance liquid chromatography, HPLC) s elektrochemickou
detekci (HPLC-ECD) (Glod B.K. and Kowalski C., 2004). Jiné metody vyuzivaji reakci
oxidaénich latek sriznymi molekulami a k detekci se vyuZziji jejich barevné nebo
fluoreskujici produkty. Napft. superoxidovy radikal redukuje cytochrom c, superoxidovy
radikal oxiduje hydroxyethidin nebo inhibuje akonitasovou aktivitu (Kuthan H. et al., 1982).
Peroxid vodiku redukuje dihydrodichlorofluorescein nebo reaguje za vzniku
chemiluminiscenénich produktd (Rhee S.G. et al., 2010). Hydroxylovy radikal reaguje
s aromatickymi slou¢eninami nebo s kyselinou salicylovou za vzniku 2,3- a 2,5-
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dihydroxybenzoové kyseliny, ktera mize byt snadno stanovena pomoci HPLC-ECD (Kohen
R. and Nyska A., 2002; Banerjee R., 2008).

Oxid dusnaty mize byt stanoven piimo chemiluminiscenéni metodou,
elektrochemicky, pomoci EPR nebo nepifimo Griessovou metodou, fluorescencni detekci,
chemiluminiscen¢ni reakci NO s luminolem, oxidaci hemoglobinu a dalSimi metodami
(Bryan N.S. and Grisham M.B., 2007). Oxid dusnaty je nestalym radikalem s kratkym
polo¢asem rozpadu. Podléha snadno oxidaci, reaguje se zelezem hemoglobinu, ptipadné se
superoxidovym radikalem za vzniku peroxodusitanu. Peroxodusitan se mize stanovit pfimo
spektrofotometricky (302 nm), ackoliv tato metoda neni pfili§ citlivd a specificka, anebo
neptimo detekci 3-nitrotyrosini (Acworth I.N., 2003). Peroxodusitan se rozklada na
hydroxylovy radikal a oxid dusiity, ktery je rychle pfeménén na dusi¢nan. Stanoveni
dusitant i dusi¢nanu tudiz také odrazi koncentraci oxidu dusnatého v organizmu (Glod B.K.
and Kowalski C., 2004; Kupkova Z. and Bene$ L., 2004). Dusitany mohou byt detegovany
fluorescenéné po derivatizaci riznymi aromatickymi diaminy, napt. 2,3-diaminonaftalenem
(DAN) (Obr. 9) ¢i 4,5-diaminofluoresceinem (DAF-2), které v ptitomnosti kysliku reaguji s
NO za vzniku triazold (Kupkova Z. and Bene§ L., 2004) a dale spektroskopicky,
elektrochemicky nebo po separaci pomoci kapilarni elektroforézy UV detekci (Davies C.A. et
al., 1999).
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Obr. 9: Schéma derivatizace dusitanu 2,3 — diaminonaftalenem. Obrdzek byl upraven dle
Tarpey et al. (Tarpey M.M. et al., 2004).

Antioxidacni status organizmu charakterizuje aktivita antioxida¢nich enzymu a
koncentrace neenzymovych antioxidacnich latek. Aktivitu antioxidac¢nich enzymi je moZno
stanovit pomoci spektroskopickych metod nebo imunohistochemickych metod. Aktivita
enzymu vypovida o predchozi expozici oxidaénim latkdm jen Castecné, nebot’ ji na jednu
stranu stimuluji, ale na druhou miZou enzymy poSkozovat a tak inaktivovat, navic aktivita
enzymd je v téle regulovana. Tudiz stanoveni nizkomolekularnich antioxida¢nich latek (NAL)
lépe odrazi stav. ROS a RNS v organizmu. Pro detekci NAL se pouZivaji metody
biochemické, imunohistologické, spektroskopické a elektrochemické. Velmi ucinné je
stanoveni celkového statusu NAL, protoze NAL pracuji jako celek. Existuje mnoho metod
pro méteni NAL. P¥imé metody jsou takové, které vyuzivaji externich sond k méfeni redukéni
nebo oxidacni kapacity systému. Jsou to metody chemické a elektrochemické (napf.
voltametrie) (Kohen R. and Nyska A., 2002; Pohanka M. et al., 2012). Neptimé metody méti
redoxni kapacitu, tj. oxida¢ni produkty nebo koncentraci hlavnich redoxnich part

(GSH/GSSG, NADH/NAD", askorbova kyselina/askorbat) za vyuziti fluorescenénich nebo
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spektrofotometrickych metod. Thioly a disulfidy mohou byt stanoveny spektrofotometricky,
kolorimetricky, enzymaticky a za pouziti HPLC technik (Nolin T.D. et al., 2007).

Malondialdehyd a 4-hydroxynonenal jsou nejvice studovanymi markery lipidové
peroxidace a bylo vyvinuto mnoho technik pro jejich stanoveni. NejCastéji je vyuzivana
nepiimd metoda s piedchozi derivatizaci malondialdehydu thiobarbiturovou kyselinou
s naslednou HPLC-UV detekcei (Suttnar J. et al., 2001).

Koncentrace karbonylovanych sloucenin v organizmu odrazi miru oxida¢niho
poskozeni proteini. Obecné techniky navrzené pro detekci oxida¢né modifikovanych molekul
vyuzivaji pifimé imunologické detekce (nitrotyrosiny) nebo detekce po derivatizaci
(karbonyly). Nejbéznéji pouzivanou metodou pro identifikaci karbonylovanych proteinli je
metoda vyuzivajici hydrazidovou chemii. Hydrazidy specificky reaguji s karbonyly za vzniku
kovalentni Schiffovy baze, ktera muaze byt dale stabilizovana redukci kyanoborohydridem.
Takto oznafené proteiny mohou byt nasledné detegovany spektrofotometricky,
imunochemickymi metodami nebo po separaci s naslednou detekci pomoci UV detektoru
nebo hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) (HPLC-UV, HPLC-MS) (Harris
M.E. et al., 1994; Levine R.L. et al., 1994; Winterbourn C.C. and Buss I.H., 1999). Pro
identifikaci karbonylovanych proteini jsou hojné vyuzivané elektroforetické separacni
techniky s naslednou detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (Yan L.J. et al., 1998; Oh-Ishi
M. et al., 2003; Mirzaei H. and Regnier F., 2005). Také je vhodné vyuziti purifika¢nich a
deple¢nich technik na odstranéni velkych a nejhojnéji zastoupenych proteind, které by mohly

zastinit detekci mén¢ zastoupenych proteinti.

Existuje né¢kolik metod pro stanoveni S-nitrosothioltl, jako jsou piima spektroskopie,
infracervena spektroskopie, chemiluminiscence, Voltametrie, EPR uvolnéného oxidu
dusnatého, dale pak separacni techniky s naslednou detekci: kapilarni zoénova elektroforéza
(CZE) sUV detekci, HPLC-UV po derivatizaci, HPLC-ECD, plynova chromatografie,
kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (liquid chromatography —
mass spektrometry, LC-MS) a dalsi. Vétsina vyvinutych technik vyuziva pfemény S-nitroso-
skupiny na dusitany (napf. G¢inkem HgCl,) s naslednou kvantifikaci dusitanti (Gow A.J. et
al., 2002; Hoffmann J. et al., 2003; Ramachandran A. et al., 2004). Obecn¢ je detekce a
identifikace S-nitrosylovanych proteinii v organizmu diky nestabilit¢ -S-NO vazby velmi

naro¢na. S-nitroso- vazba se rozklada na svétle, v pfitomnosti kovl a antioxidantt (Singh R.J.
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et al., 1996; Smith J.N. and Dasgupta T.P., 2000). Pielomem pro subproteomiku RSNO byla
metoda vyvinuta Jaffrey et al. zvana ,,Biotin Switch Technique® (BST) (Jaffrey S.R. et al.,
2001). Metoda je zalozena na selektivnim oznaceni S-nitrosoproteinii pomoci biotinu, ma 3
hlavni kroky: zablokovani volnych thiolovych skupin, redukce -S-N vazby, oznaceni nové
vzniklych thiolovych skupin biotinylaénim ¢inidlem. Spojeni BST metody s proteomickymi
metodami  (dvourozmérna  elektroforéza, kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii) umoznuje identifikaci S-nitrosylovanych proteinti. Nicméné tato metoda
vyzaduje soubézné provadéni negativni kontroly pro specifickou identifikaci pouze S-

nitrosylovanych proteint. Princip metody je znazornén na obrazku (Obr. 10).
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SDS PAGE

Obr. 10: Princip biotin switch metody. Volné —SH skupiny jsou nejprve zablokoviny
methylmethanthiosulfonatem (MMTS), S-nitrosylované skupiny jsou redukovany askorbatem a
oznaceny biotinem-HPDP. Oznacené proteiny jsou izolovany pomoci avidinovych
agarozovych kulicek a rozdéleny pomoci SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS

PAGE). Upraveno dle Forrester et al. (Forrester M.T. et al., 2009).
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2.5. METODY STUDIA PROTEIN-PROTEIN INTERAKCI

Protein-protein  interakce mohou byt studovany mnozstvim fyzikalnich,
biochemickych, genetickych metod. Nékteré jsou vhodné pro detekci binarnich komplexd,
jiné jsou schopné studovat multikomplexy, dale se lisi aplikaci, specificnosti, citlivosti,
mnozstvim analyzovanych vzorki, typem charakterizace (identifikace, strukturalni a
biologicka identifikace, kinetika — vazebné a afinitni konstanty) a dal§imi. Tabulka (Tab. 3)
uvadi prehled nejcastéji pouzivanych metod pro detekci protein-protein interakci vcetné
nékterych jejich vlastnosti a vyhod/nevyhod. Mnohé z nich, které byly diive vyuzivany pouze
ke studiu charakteristik a kinetiky interakci, mohou dnes diky hmotnostni spektrometrii
slouzit také k identifikaci interagujicich proteinti (napf. metoda rezonance povrchového
plazmonu (surface plasmon resonance, SPR)) (Phizicky E.M. and Fields S., 1995; Berggard
T. etal., 2007; Shoemaker B.A. and Panchenko A.R., 2007).

Tab. 3
Piehled nejpouzivangjsich metod pro detekei protein-protein interakei (Shoemaker B.A. and Panchenko
A.R., 2007).

Metoda Typ interakce Vyuziti
Y2H fyzicke interakee - 46 tifiace
binarni
Afinitni purifikace fyzické interakee - identifikace
komplex
Genova koexprese funk_cnl identifikace
asoclace
Proteinové Cipy fyzické interakee - identifikace
komplex
e fyzické interakce - S
Fagovy displej komplex identifikace
Rentgenova krystalografie i}ézr;c;iz)interakce i strukturalni a biologicka charakterizace
NMR spektroskopie fi;yzmke interakee - strukturalni a biologicka charakterizace
omplex
FRET fYZI,Ck? interakee - biologicka charakterizace
binarni
SPR fyzické interakee - dynamicka charakterizace
komplex
Elektronova mikroskopie i}(;zr;c;iz)l(nterakce i strukturalni a biologicka charakterizace
AFM fyzické interakee - mechanicka, dynamicka charakterizace
binarni

Y2H - kvasni¢ny dvojhybridni systtm, NMR - nuklearni magneticka rezonance, FRET - pfenos
rezonance fluorescenéni energie, SPR - rezonance povrchového plazmonu, AFM - mikroskopie
atomarnich sil.
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Rezonance povrchového plazmonu (surface plasmon resonance, SPR)

Metoda rezonance povrchového plazmonu pfitdhla béhem poslednich dvou dekad
mnoho pozornosti a dnes je to jeden z hlavnich nastroju pro charakterizaci a kvantifikaci
biomolekularnich interakci. SPR biosenzory jsou optické senzory vyuzivajici specialnich
elektromagnetickych vin (povrchovych plazmont) ke studiu interakci mezi analytem
Vroztoku a rozpoznanym biomolekularnim prvkem imobilizovanym na povrchu SPR
senzoru. Povrchovy plazmon poprvé pozoroval Wood v roce 1902. Pozdéji v 70. letech to
byly prace Otta, Kretschmanna a Raethera, diky nimz se stala metoda excitace povrchového

plazmonu soucasti moderni optiky (Homola J., 2003; Homola J., 2008).

Princip SPR metody je zalozen na méfeni malych zmén indexu lomu média v tésné
blizkosti vhodného kovového (nejéastéji Au) povrchu senzoru. Tyto zmény mohou byt
zplisobeny navazanim analytu na jeho biospecifického partnera ukotveného na povrchu
senzoru. Povrchovy plazmon je excitovan na rozhrani mezi tenkou vrstvou kovu a
dielektrikem a je Sifen podél tohoto rozhrani. Jednou z charakteristik povrchového plazmonu
je konstanta Sifeni, kterou ovliviiuji zmény indexu lomu vznikajici mimo jiné vazbou analytu
na jeho specifické protéjsky na povrchu (princip detekce je znazornén na obrazku (Obr. 11))
(Homola J., 2003). Typicky SPR senzogram znazoriuje obrazek (Obr. 12).
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Povrchovy plazmon

Detekovany analyt

Dielektrikum

Imobilizovany protéjsek

L33
Ny

Obr. 11: Princip SPR. Povrchovy plazmon excitovany na rozhrani mezi dielektrikem a tenkou

vrstvou kovu funkcionalizovaného alkenthioly s imobilizovanym protéjskem (VEGF-A), na
néjz se vaze detekovany analyt - receptor (VEGFR-1).
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Obr. 12: Typicky SPR senzogram. Krivka na obrazku indzornujici odezvu senzoru ma tri
casti: stabilizovany signal pozadi po injekci pufru (I.), 1. cast krivky odpovida monitorovani
tvorby komplexu vioZeného analytu s imobilizovanym protéjskem, cast III. opet injekce pufru

pro detekci pripadné disociace komplexu a hladiny stabilné navazaného analytu.

SPR senzory, ve kterych dochazi k excitaci povrchového plazmonu oslabenym
totalnim odrazem (atenuated total refraction, ATR) na hranolu, nejcastéji vyuzivaji modulaci
uhlu, vinové délky nebo intenzity. U senzorti s modulaci vinové délky, kdy je povrchovy
plazmon excitovan Svazkem polychromatického svétla. Konstanta Siteni a jeji zmény je
ur¢ena méfenim intenzity odrazeného svétla o riznych vinovych délkach spektrometrem. Pro
detekci vice analytii soubézné je senzor uspoiadan do paralelnich kanald, v nichZ je mozno
sledovat SPR zmény v kazdém kanale zvIast’ za vyuziti vice spektrografi (Piliarik M. et al.,
2009). Velkym piinosem pro detekci vice analyti soubézné pomoci SPR je SPR zobrazovani
(SPR imaging). Tato SPR metoda je zaloZzena na modulaci intenzity, kdy monochromatické
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polarizované svétlo prochazi pies hranol a excituje povrchovy plazmon na kovové vrstvé.
Prostorové rozmisténou intenzitu odrazeného svétla je mozné urcit CCD (z angl. charged-
coupled device) kamerou jako 2D pole (Thirstrup C. et al., 2004). Takové uspotadani je pak
mozné vyuzit pro tvorbu Cipu (2D pole receptorti) umoznujici detekci az stovek analytt

Vv jediném experimentu (Piliarik M. et al., 2005).

Detekce pomoci SPR metody vyuziva nékolik formati méteni. Nejbéznéji pouzivané
jsou piima detekce, sandwichova esej a inhibi¢ni esej. Pfi pfimé detekci interaguje analyt
pfimo se svym prot&jSkem (napf. protilatka, receptor) imobilizovanym na povrchu (Homola
J., 2003). Existuje n€kolik imobiliza¢nich technik pro ukotveni pozadovaného protéjsku na
povrch Cipu. Vyuziva se fyzikalné-chemickych interakci (chemisorpce) (Nuzzo R.G. and
Allara D.L., 1983), kovalentnich vazeb (Lahiri J. et al., 1999; Wang H. et al., 2005),
hydrofobnich a elektrostatickych interakci a vysoce afinitnich biomolekularnich systémil
(napf. streptavidin-biotin, proteiny A a G) (Busse S. et al., 2002; Lee J.M. et al., 2007).
Nejcastéji je vyuzivana samoskladna monovrstva alkenthiolti zakoncenych funkénimi
skupinami (napf. karboxylovymi), které reaguji s funkénimi skupinami imobilizovanych

molekul za vzniku kovalentnich vazeb (Jung L.S. et al., 2000).

SPR metoda ma mnoho vyhod pro detekci protein-protein interakci. Jednou z nich je,
Ze je to metoda pfima a nepotiebuje k detekei jakékoliv znaceni (radioaktivni, fluorescencni).
Je tedy mozno pfimo sledovat interakci proteinti, mnozstvi vazajiciho se proteinu, a jeho
stabilitu. Dalsi vyhodou je univerzalnost. Analyt nemusi vykazovat né&jaké specifické
vlastnosti (fluorescence). Je mozné sledovat bindrni interakce, ale 1 tvorbu slozitych
komplexii. Metoda je rychla a tvorbu komplexu je mozno sledovat v redlném case. To pak
umoziuje charakterizovat interakci pomoci kinetickych kiivek a afinitnich konstant. Je zde
také né€kolik nevyhod, jako jsou nespecifické interakce zkiizené reaktivnich molekul
s imobilizovanym protéjSkem a interferujici pozadi vznikajici nespecifickou interakci

s povrchem (Homola J., 2003).
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3. HYPOTEZY A CILE PRACE

Hypotéza 1:

Oxidac¢ni stres u MDS pacientit nevznikd pouze v disledku zvySené hladiny volného

zeleza v plazmé MDS pacientt.

Cile prace:

Stanovit parametry oxidac¢niho stresu u MDS a posoudit jejich souvislost s 1écbou a

hladinami zeleza a feritinu.

Stanovit mediatory a produkty oxida¢niho stresu (NO, MDA, ADMA) a molekuly
ucastnici se antioxida¢ni obrany (GSH, cystein, homocystein, cysteinylglycin) u souboru
pacientt rozdélenych dle WHO za pouziti HPLC a kapilarni elektroforézy a posoudit jejich

souvislost s 1é¢bou a hladinami zeleza a feritinu.

Hypotéza 2:

Oxidaéni stres je dulezitou pfic¢inou zmén proteomu u MDS.

Cile prace:

1. Charakterizovat posttransla¢ni modifikace proteinti u MDS pacientd.

Stanovit produkty proteolyzy proteind obsahujicich methylované arginylové zbytky
(methylované derivaty argininu) a posoudit jejich vztah k oxida¢nimu stresu a jejich korelaci
s hladinami Zeleza a feritinu. Sledovat S-nitrosylace proteini v plazmé¢ MDS pacienti a
navrhnout mozné  karbonylace proteini v souvislosti sMDS  onemocnénim.
Spektrofotometricky stanovit koncentraci modifikovanych proteint u MDS pacientd.

Porovnat modifikované proteiny v plazmé MDS a zdravych darci za pouziti metod SDS
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PAGE a Western blottingu a nalezené rozdilné proteiny identifikovat pomoci nanoHPLC-
MS/MS.

2. Popsat plazmatické proteiny ucastnici se patofyziologickych procesti u MDS.

Na zakladé publikovanych dat vytipovat proteiny, které se nachazeji ve zvySené
koncentraci v plazmé MDS pacientli a jejichz exprese muze byt indukovana oxida¢nim
stresem. Pomoci optickych metod (SPR) sledovat ptipadnou tvorbu/rozpad komplexi téchto
proteini u MDS a identifikovat proteiny v nové vznikajicich komplexech pomoci nanoHPLC-

MS/MS.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. MATERIALY

4.1.1. Plazma MDS pacientu

Krev MDS pacientii a zdravych darct byla odebrana venepunkci do zkumavek EDTA
K, (Sarstedt, Praha, CR). Plazma byla ziskana centrifugaci takto odebrané krve (4 000 g, 10
min, 4 °C). Sérum MDS pacientd a zdravych darci bylo ziskano z krve odebrané do
zkumavek bez antikoagula¢niho ¢inidla, ktera byla po 30 minutach sto¢ena (2 000 g, 20 min,
4 °C). Vzorky krve byly sbirany béhem né¢kolika let od pacientti S MDS diagnostikovanych na
Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze. Viechny vzorky byly ziskany v souladu
s etickou komisi na Ustavu hematologie a krevni transfuze. Vzorky MDS pacientl byly

ziskany vzdy v dob¢ stanoveni diagndzy.

4.1.2. Rekombinantni proteiny

V préci byly pouzity nésledujici lidské rekombinantni proteiny: VEGF-A a VEGF
Recptor-1/Fc chimera Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), ICAM-1, VCAM-1 a CD86
Novoprotein Scientific (Summit, NJ, USA), VLA-4 a LFA-1 BIOMEDICA CS, s.r.o (Praha,
CR), CD152 byl dodan firmou GenWay Biotech. Inc (San Diego, CA, USA).

4.1.3. Chemikalie

Chemikilie dodané firmou Biacore (Uppsala, Svédsko): Amine Coupling Kit:
Ethanolamin hydrochlorid (EA), 3-(ethyliminomethylideneamino)-N,N-dimethylpropan-1-
amin (EDC) a 1-hydroxypyrolidin-2,5-dion (NHS).

Chemikalie dodané firmou Fluka (Buchs, Svycarsko): kyselina mraven¢i, dusitan
draselny, dusi¢nan draselny, octan amonny, S-methylmethanthiosulfonat (MMTS), tris-

(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Tris-HCI).

57



Oxidacni stres a proteomika u MDS

Chemikslie dodané firmou Kulich (Hradec Kralové, Ceska republika): aceton,

glycin, hydroxid sodny.

Chemikalie dodané firmou Lach-ner (Brno, Ceska republika):
dihydrogenfosfore¢nan draselny, cthylendiamintetraacetat disodny (EDTA),
hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat, hydrogenuhli¢itan sodny, chlorid sodny,

kyselina chlorovodikova, siran amonny, siran zeleznaty heptahydrat.

Chemikalie dodané firmou Prochimia (Gdansk, Polsko): 11-merkapto-
tetra(ethyleneglykol) undekanol (HSC;1(EG),OH), 16-merkapto-hexa(ethyleneglykol)hexa-
dekanova kyselina (HSC11(EG)sOCH,COOH).

Chemikilie dodané firmou Penta (Praha, Ceska republika): hydrogenuhligitan
amonny, kyselina fosfore¢na, kyselina octova, tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS-

base).
Chemikalie dodané firmou Promega (Madison, USA): trypsin.

Chemikalie dodané firmou Serva (New York, USA): akrylamid, Serva Blue G,
dodecylsulfat sodny (SDS), N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-cthansulfonova kyselina
(HEPES), kyselina trichloroctova (TCA), N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylendiamin (TEMED),
Serva Unstained SDS PAGE Protein Marker (6,5-200 kDa), Tween 20.

Chemikalie dodané firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika): acetonitril
(ACN), arginin, 2,6-bis-(terc.butyl)-4-methylfenol (BHT), amonium persulfat, amonium-7-
fluorobenzofurazan-4-sulfonat (SBDF), 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat (draselna sil) (BCIP),
2,3-diaminonaftalen (DAN), 2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin hydrochloridu (neokuproin), N,N-
dimethylformamid (DMF), 2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH), 1,4-dithiothreitol (DTT),
chlorid hote¢naty, ethanol, ethanolamin (EA), ethylester kyseliny octové, glycerol, guanidin
hydrochlorid, hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA), hydroxid amonny,
chlorid draselny, jodacetamid (IAA), kyselina borita, kyselina L-askorbova (vitamin C),
kyselina 2-thiobarbiturova (TBA), methanol, L-citrulin, L-homoarginin hydrochlorid,
monoklonalni  anti-DNP  protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou, N¢ N°-
dimethylarginin ~ dihydrochlorid ~ (ADMA),  sal  N® N®-dimethyl-L-arginin-di(p-
hydroxyazobenzene-p'-sulfonatu) (SDMA), NG-methyI-L-arginin acetatova sul (MMA), N,N’-

methylen-bis(akrylamid), nitro blue tetrazolium chlorid (NBT), salicylat sodny,
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tetradecyltrimethylammonium bromid, 1,1,3,3-tetraethoxypropan (TEP), triethylamin, Triton
X-100, tris(2-karboxyethylfosfin), trypsin TPCK.

Ve vSech experimentech byla pouzivana dvakrat destilovand a deionizovand voda
Milli-Q50 (Millipore, Prague, Czech Republic), dale oznaCovana jako ,voda“. VSechny

ostatni chemikalie byly analyticky ¢isté.

4.2. PRISTROJE

Analyzator krevnich ¢&astic: Coulter Counter Onyx, Coultronix (Montpellier,

Francie).
Spektrofotometr: UV-2401 PC Schimadzu (Praha, CR).

Imunodeplecni kolony: Kolona MARS Human 14 (Hu-14) a kolona MARS Human 6
(Hu-6) Agilent (Praha, CR).

Hmotnostni spektrometrie: Hmotnostni spektrometr HCT ultra, ESI Nano Sprayer,
Bruker Daltonics (Brémy, Némecko), NanoLC systém UltiMate 3000, Dionex (Sunnyvale,
CA, USA), kolony: 300 um ID/0,5 cm C18 PepMap 100 piedkolona a 75 um ID/15 cm C18
PepMap 100 analyticka kolona, Dionex (Sunnyvale, CA, USA).

Hmotnostni spektrometr TripleTOF 5600, nanoSpray I, AB Sciex (Framingham,
MA, USA), ULTIMATE 3000 RSLCnano systems, Thermo Scientific (Waltham, MA, USA),
kolony: Acclaim PepMan 100 kolona (5 um, 2 cm x 100 um) a Acclaim PepMan 100
analyticka kolona (3 um, 15 cm x 75 um), Thermo Scientific (Waltham, MA, USA).

Hmotnostni spektrometr QTRAP 4000, elektrosprej (ESI), AB Sciex (Framingham,
MA, USA), kolony: Phenomenex 100 x 2 mm Luna 3 um Silica (2) 100 A (Torrance, CA,
USA).

HPLC aparatura: HPLC aparatura, Shimadzu (Kyoto, Japan), kolony: LUNA C18
(150 x 3 mm, 5 pm) a 5 pum reversed-phase C18 Gemini NX column (150 x 2 mm),
Phenomenex (Torrance, CA, USA).
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Western blotting: Zdroj MP-3500-250P, Major Science (Pan-Chiao City, Tchaj-
wan), Aparatura Thermo Scientific Owl HEP-1, OWL Separation Systems (Portmouth, USA).

Kapilarni elektroforéza: Kapilarni elektroforéza, Beckman Coulter (Fullerton, CA,

USA), Kazeta na vyménu silnych aniont, Phenomenex (Torrance, CA, USA).

SPR senzory: SPR spektroskopie a SPR zobrazovani byly vyvinuty na Oddéleni

optickych senzori, Ustav fotoniky a elektroniky, Akademie véd.

Zarizeni pro Kkontaktni depozici: Microarrayer OmniGrid, Digilab, Inc.
(Marlborough, MA, USA).

4.3. METODY

4.3.1. Deplece

Pro depleci plazmy byla pouzita kolona Mars Hu-14 4,6 x 100 mm odstranujici 14
nejhojnéji zastoupenych proteint Vv lidské krevni plazmé o kapacité 40 ul krevni plazmy pro
analyzu. Byl pouzit protokol od firmy Agilent. Byly ziskany dvé frakce: frakce 1 vytékala
v pufru A (pH 7,4) a obsahovala malo zastoupené proteiny krevni plazmy, zatimco frakce 2
obsahovala vysoce zastoupené proteiny uvolnéné z kolony kyselym pufrem B (pH 2,5). Prvni
frakce byla prevedena do fosfatového pufru PBS (phosphate buffer saline) (138 mM NaCl,
1,5 mM KH;PO4, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,.12H,0, pH 7,4) pufru, zahusténa na
centrifuga¢nich Amicon filtrech s pory (3 kDa) (Millipore, Praha, Ceska republika) na

koncentraci odpovidajici nefedéné plazmé a skladovana pii -80 °C do doby pouZiti.

4.3.2. I1zolace krevnich destic¢ek

Po odbéru krve do EDTA byla krev odstfedéna (250 g, 15 min, 37 °C). Horni vrstva,
plazma bohata na desticky (plasma rich platelets, PRP), byla stazena do nové zkumavky.
Vsechny roztoky pro izolaci desti¢ek byly vytemperovany na 37 °C. Z PRP bylo po fadném
promichani odebrano 400 pl pro stanoveni poc¢tu krevnich desti¢ek. PRP byla odstfedéna

(1000 g, 10 min, 37 °C). Po stazeni plazmy chudé na desticky (plasma poor platelets, PPP)
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byla peleta desti¢ek opatrné resuspendovana v roztoku PBS s 4 mM EDTA (PBS-E). Objem
PBS-E odpovidal objemu pied odebranim PPP. Po promyti byly desticky odstiedény (600 g,
10 min, 37 °C). Peleta desti¢ek byla resuspendovana opét v PBS-E, na kone¢nou koncentraci
200 000/pl.

4.3.3. Stanoveni dusitanu

Dusitany byly stanoveny po derivatizaci 2,3-diaminonaftalenem pomoci HPLC
s fluorescenéni detekci podle Woitzik et al. a Jobgen et al. (Woitzik J. et al., 2001; Jobgen
W.S. et al., 2007).

4.3.3.1. Priprava vzorkii

EDTA plazma nebo sérum MDS pacientt byla 10x nafedéna (a 50 pl plazmy/séra +
450 ul Q-vody), zcentrifugovana (17 000 g, 4 min). 200 ul supernatantu bylo inkubovano pii
25°C s 20 pl 316 mM DAN (v 0,62 M HCI) po dobu 10 min ve tm¢. Reakce byla zastavena
pfidanim 8 pl triethylaminu. Kalibra¢ni fada pfipravend fedénim 10 pM vodného roztoku
KNO, vrozsahu (0 — 625 nM) byla derivatizovana stejné. Reakéni smés byla
deproteinizovana smichanim s acetonitrilem (1:1) a centrifugovana (17 000 g, 4 min).
Supernatant byl ptefiltrovan pies 0,2 um celulézové filtry National Scientific (Rockwood,
TN, USA).

4.3.3.2. Chromatografické podminky

Mobilni faze byla 30% ACN v 30 mM H3PO, (pH upraveno triethylaminem na
hodnotu 8) smichano v poméru 3:7 (v/v). Mobilni faze byla ptefiltrovana pies nylonovy filtr.
10 ul vzorku bylo aplikovano na kolonu Luna C18 (150 x 3 mm, 5 um). Analyza probihala
izokraticky pii 45 °C za pratoku 0,5 ml/min po dobu 5 min. Fluorescence byla monitorovana

pfi 375 nm pro excita¢ni a 415 nm pro emisni spektrum.
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4.3.4. Stanoveni dusi¢nanu

Dusi¢nany byly stanoveny pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci pii 214 nm
podle Davies et al. (Davies C.A. et al., 1999). Nejprve byl pfipraven 2 mM
tetradecyltrimethylamonium hydroxid (TTAH) z tetradecyltrimethylammonium bromidu
prachodem pies kolonu silného anexu v OH formé, kde dochazi k vyméné bromidovych

aniontli za hydroxylové ionty (Phenomenex, Cheshire, UK).

Plazma MDS pacient byla centrifugovana (17 000 g, 4 min), filtrovana pfes 0,2 um
celulozové filtry a sonikovana. Separace dusitanti probihala za pokojové teploty pii napéti -10
kV a pouziti reverzniho elektroosmotického pratoku. Vzorky byly déleny v silikonové
kapilafe 0 rozmérech 50 um x 40 cm v separacnim pufru (150 mM NaCl/5 mM Tris-HCI, pH
7,4 a 2 mM TTAH). Kapilara byla pfed kazdym nastiikem promyta 0,1 M NaOH a
separa¢nim pufrem po dobu 1 min nebo 2 min. Jako kalibrace byl pouzit vodny roztok KNOj3
(0,39 uM - 500 uM).

4.3.5. Stanoveni malondialdehydu

4.3.5.1. Priprava 2 mM standardu MDA

0,05% TEP v 1% kyselin¢ sirové (v/v) byl inkubovéan 2 hodiny ve tmé pii laboratorni
teploté. Koncentrace MDA byla stanovena spektrofotometricky pti 245 nm (€245 nm = 13 700

l.mol™.cm™).

4.3.5.2. Priprava vzorkii

MDA byl stanoven po derivatizaci 2-TBA. 100 ul vzorku nebo kontrolni plazmy/séra
(0-10 uM) bylo smichano s 12,5 ul 100 mM EDTA v 2% NaOH (w/v), 12,5 ul vody nebo
MDA standardu (0-10 uM) a 125 ul 10 mM 2,6-ditert-butyl-4-methylfenol v acetonitrilu.
Obsah zkumavek byl fadné€ promichan, inkubovéan 30 min ve vodni ldzni (60 °C) a poté
odstfedén (40 000 g, 10 min). 75 pl supernatantu pfeneseno do polypropylenové zkumavky,
bylo piidano 300 ul TBA v acetatovém pufru (25 mM). Takto ptipraveny vzorek byl fadné
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promichéan a povafen 60 min ve vodni lazni. Po ochlazeni byl vzorek odstfedén (40 000 g, 10

min) a supernatant prefiltrovan ptes 0,2 um celulozové filtry.

4.3.5.3. Chromatografické podminky

Chromatografické podminky stanoveni malondialdehydu byly jiz diive popsany v nasi
praci (Suttnar J. et al., 2001). 75 ul filtratu bylo naneseno na kolonu (phase C18 Gemini NX
column 150x2 mm). Mobilni fazi tvofila smés 35% methanolu v 50 mM NH;HCOj3; pufru o
pH 9,3 upravené NH;OH. Analyza probihala izokraticky pti pritoku 0,25 ml/min za
laboratorni teploty. TBA-MDA sloucenina byla detegovana pomoci UV-VIS detektoru pfi
532 nm.

4.3.6. Stanoveni aminothiolu

4.3.6.1. Priprava standardu aminothiolit

120 uM homocystein (v 10% MeOH), 80 uM glutathion (v 0,1 M HCI), 600 uM L-
cystein (v 0,01 M HCI) a 240 puM cysteinylglycin (v 0,1 M HCI) byly smichany v poméru
1:1:1:1. Kalibra¢ni smés byla pfipravena fedénim smési 10% MeOH:0,1 M HC1:0,01 M HCI

smichanou v poméru 1:2:1.

4.3.6.2. Priprava vzorkii

60 ul plazmy MDS pacientii nebo standardu bylo smichano s 60 ul PBS a 15 pl 10%
tris(2-karboxyethyl)fosfinu (w/v). Smés byla inkubovana 30 min pii teplot¢ 25 °C a
deproteinizovana pfidanim 135 pl 10% trichloroctové kyseliny s 2 mM EDTA,
centrifugovana (15 000 g, 15 min, 10 °C). K 50 ul supernatantu bylo pfidano 125 ul 125 mM
boratového pufru (pH 9,5) s 4 mM EDTA, 15 pl 1,5 M NaOH a 50 pl 0,1% SBDF v 125 mM
boratovém pufru s 4 mM EDTA (w/v). Reakéni smés byla inkubovana 60 min pii 60 °C a

nasledné prefiltrovana ptes 0,2 pm celulozové filtry.
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4.3.6.3. Chromatografické podminky

Chromatografické podminky pro stanoveni aminothiol byly pouzity dle prace Garcia
et al. (Garcia A.J. and Apitz-Castro R., 2002). 20 ul filtratu bylo naneseno na kolonu LUNA
C18 (2) (150x3 mm, 5 um). Separace derivatu thiolbenzofurazan-4-sulfonatu probihala pti 40
°C a prutoku 1 ml/min v gradientovém systému (t (min)/% B: 0/0, 7/0, 7,1/100, 10/100,
10,1/0). Mobilni fazi A tvorili 0,1 M H3PO4 pH 2,1 upraveno KOH a mobilni faze B byla
10% MeOH v pufru A (v/v). Fluorescence byla monitorovana pii 385 nm pro excita¢ni a 515

nm pro emisni spektrum.

4.3.7. Stanoveni Zeleza, feritinu, gama-glutamytranferasy

Koncentrace zeleza, feritinu a gama-glutamyltranferasy (GGT) byly méfeny

v akreditované biochemické laboratofi dle akreditovanych metod.

4.3.8. Stanoveni derivatii methylargininu

4.3.8.1. Priprava vzorkii

Kalibrace byla piipravena pfidanim standardii ke vzorkiim kontrolniho séra: 0—100
umol/1 argininu (Arg), 0-100 uM citrulinu, 0-3 uM ADMA, 0-4 uM SDMA, 0-2 uM MMA a
0-12 uM homoargininu. 55 pl vzorki séra MDS pacientll a vzorki kalibra¢ni fady bylo
smichano s 500 pl mobilni faze B (0,025% TCA/1% kyselina propionovd/ACN (v/v/v)).
Precipitované proteiny byly oddéleny centrifugaci (10 000 g, 5 min).

4.3.8.2. Chromatografické podminky a MS

HPLC separace argininovych derivati byla provadéna dle Martens-Lobenhoffer et al.
s mirnymi upravami (Martens-Lobenhoffer J. and Bode-Boger S.M., 2006). 10 ul vzorku bylo
rozdéleno na analytické kolon¢ Phenomenex 100 x 2 mm Luna 3 pm Silica (2) 100 A
izokraticky v 10% mobilni fazi A a 90% mobilni fazi B pfi pratoku 250 pl/min a teploté 30
°C. Mobilni fazi A tvofila smés 0,025% TCA a 1% kyseliny propionové ve vodé (v/v/v).

64



Oxidacni stres a proteomika u MDS

Analyty byly detegovany pomoci QTRAP 4000 hmotnostni spektrometrie s elektrosprejem
(ESI) (AB Sciex). Ovladani pfistroje, sbér dat a analyza dat byly provadény pomoci softwaru
Analyst 1.5.1. Nastaveni ESI zdroje bylo nasledujici: napéti iontového spreje +1300 V,
teplota 600 °C. [MH]" ionty byly analyzovany za pouziti SRM (selected reactions monitoring)
modu hmotnostni spektrometrie. Pozorované SRM piechody byly m/z 175,0->69,9 pro Arg,
m/z 203,1->46,0 pro ADMA, m/z 203,1->172,1 pro SDMA, m/z 189,0->70,0 pro MMA, m/z
176,0>112,9 pro citrulin, a m/z 189,0->84,0 pro homoarginin.

4.3.9. Stanoveni karbonylovanych proteint

Metoda pro stanoveni karbonylovanych proteinti byla pouzita stejn¢ v praci Stikarova
et al. s mirnymi modifikacemi (Stikarova J. et al., 2013). Peleta proteintl depletované krevni
plazmy po ptesrazeni TCA (1:1) (v/v) byla resuspendovana v roztoku derivatiza¢niho ¢inidla
10 mM DNPH v2 M HCI. Soubézné byly zpracovavany slepé vzorky, kdy peleta byla
resuspendovana v2 M HCI a déle se pracovalo stejné. Reakce probihala 60 min ve tmé.
Nasledné byla reakce zastavena piidavkem 20% TCA (v/v) v poméru 1:1 a peleta byla tiikrat
promyta smési ethanol/ethylacetat (1:1) (v/v). Nakonec byla peleta resuspendovana v 600 pl 6
M guanidinhydrochloridu. Koncentrace karbonylovanych skupin byla vypoéitana z hodnot
absorp&nich koeficienti (22 000 I.mol™.cm™ p#i 360 nm a 9 460 L.mol™.cm™ pii 278 nm) po

odecteni slepych vzorki.

4.3.10. Priprava vzorku pro detekci karbonylovanych proteini

Plazmatické proteiny byly precipitovany kyselinou trichloroctovou (10% v/v, finalni
koncentrace) a resuspendovany V piiblizn¢ 20 pul 35% SDS. Ke vzorku bylo pfidano 20 pl
derivatizacniho ¢inidla DNPH (10 mM). Reakce probihala 60 min ve tmé. Nasledné byla
reakce zastavena ptidavkem 15 pl TRIS-base (2 M) v 30% glycerolu. Derivatizované proteiny
byly rozdéleny pomoci SDS PAGE (5-15% polyakrylamidové gely) a obarveny koloidni

Coomassie blue nebo pouzity k Western blot analyze.
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4.3.11. Detekce S-nitrosylovanych proteini (Biotin  Switch
Technique - BST)

4.3.11.1. Piiprava roztoki

Blokovaci pufr: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 5,96 g HEPES (250
mM), 0,0372 g EDTA (1 mM), 0,00245 g neokuproinu (0,1 mM), 2,6 g SDS (2,6%; w/v) a
200 ul MMTS (20 mM) ve vodé, pH bylo upraveno na hodnotu 7,7.

Resuspendacni pufr: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 5,96 g HEPES (250
mM), 0,0372 g EDTA (1 mM), 0,00245 g neokuproinu (0,1 mM) a 1,1 g SDS (1,1%; w/v) ve

vodé, pH bylo upraveno na hodnotu 6,8.

Neutraliza¢ni pufr: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 0,596 g HEPES (25
mM), 3,51 g NaCl (100 mM), 0,0372 g EDTA (1 mM) a 1 ml Triton X-100 (1%; v/v) ve
vodé¢, pH bylo upraveno hodnotu 7,7.

Promyvaci pufr: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 0,596 g HEPES (25
mM), 0,585 g NaCl (600 mM), 0,0372 g EDTA (1 mM) a 1 ml Triton X-100 (1%; v/v) ve

vodé. pH bylo upraveno na hodnotu 7,7.

HEN/SDS pufr: 1 000 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 5,96 g HEPES (250
mM), 0,0372 g EDTA (1 mM), 0,00245 g neokuproinu (0,1 mM) a 12,6 g SDS (12,6%; w/v)

ve vodé. pH bylo upraveno na hodnotu 7,7.

4.3.11.2. Postup BST

Suspenze krevnich desticek byla centrifugovana (6 370 g, 30 min, 25 °C). Pelety
krevnich desticek byly resuspendovany ve 100 pl bloka¢niho pufru. Vzorky byly inkubovany
za tmy ve vodni 1azni pfi 50 °C po dobu 30 min za Castého vortexovani. Poté byly pfidany 2
ml acetonu vychlazené¢ho na -20 °C a suspenze byla ponechdna 3 hod pfi -20 °C. Soubézné
byly zpracovavany tytéZ vzorky pro negativni kontrolu. Vzorky negativni kontroly byly po
resuspendovani ve 180 pl resuspendac¢niho pufru nejprve zredukovany 20 pl 100 mM

askorbatu sodného (f.c. = 10 mM) o pH 6,8 (upraveno pomoci NaOH) po dobu 1 h na svétle a
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vyprecipitovany acetonem. Dale byly zpracovavany oba soubory vzorkil stejné. Postup

metody veetné zpracovani negativni kontroly je znazornén na obrazku (Obr. 13).

SH
SNO

¢

SSR

ASKORBAT l

SH SH
¢-s~o ¢—SH
SSR SSR
MMTS Blokace volnych
thiolovych skupin
S-S-CH, S-S-CH,
¢‘5N0 ¢—s-s-or—«_‘
SSR SSR
ASKORBAT Redukce S-nitroso-
skupin
S-S-CH, S-S-CH,
¢-SH ¢—s ScH,
SSR SSR
l HPDP-BIOTIN Biotinylace
S-S-CH,
SSR
STREPTAVIDIN Purifikace na strepta-
AGAROSA vidinovych kulickach
-
Il |
1D SDS PAGE a tryp-
tické stépeni
LC/MS Identifikace S-nitrosy-

lovanych bilkovin

Obr. 13: Princip metody Biotin Switch Technique (BST). Volné SH- skupiny destickovych
proteinit  byly zablokovany methylmethanthiosulfonatem (MMTS), ndsledné byly S-
nitrosylované skupiny zredukoviny askorbatem, oznaceny biotinem-HPDP a vyizolovany
pomoct agarozovych kulicek s navazanym streptavidinem. U negativni kontroly byly nejprve

vSechny S-nitroso- skupiny zredukovany askorbatem na svetle a dale se postupovalo stejné.
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Po precipitaci acetonem byla suspenze odstfedéna (5 000 g, 5 min, 4 °C). Pelety byly
vysuSeny dusikem a resuspendovany ve 180 pl resuspendaéniho pufru, byly pfidany 2 ul 100
mM askorbatu sodného (f.c.=1 mM) a 20 pl biotinu-HPDP (4 mM v dimethylformamidu).
Redukce a biotinylace probihaly soucasné ve tmé za pokojové teploty po dobu 30 min. K
odstranéni prebytku askorbatu a biotinyla¢niho ¢inidla byla pouzita precipitace acetonem.
Peleta byla resuspendovana ve 125 ul HEN/SDS pufru, bylo pfidano 325 ul neutraliza¢niho
pufru a 40 ul promytych a zablokovanych streptavidinovych kuli¢ek. 40 pl streptavidinu
imobilizovaného na agar6zové matrici bylo blokovano pii 4 °C za stalého michani ve 400 pl
roztoku 3% BSA/PBS (w/v). Pied nanesenim vzorkl byla streptavidin agardéza promyta tiikrat
neutralizacnim pufrem. Vzorky byly inkubovany se streptavidin agardézou ptes noc pii 4 °C.
Navazané proteiny byly promyty Ctyfikrat promyvacim a tfikrat neutralizaénim pufrem. K
promytym vzorkiim byl pfidan vzorkovy redukujici pufr (o objemu nanaseného vzorku) a vzorky
byly vafeny po dobu 3 min. Roztok byl centrifugovan (10 600 g, 1 min, 20 °C). Supernatant
obsahoval izolované S-nitroso- proteiny, které byly dale rozdéleny na SDS PAGE a
identifikovany pomoci MS.

4.3.12. SDS PAGE

4.3.12.1. Priprava roztokit a gelii

Redukujici vzorkovy pufr: 20 ml pufru bylo pfipraveno rozpusténim 0,8 g SDS, 0,62 g
DTT, 4 ml glycerolu, 2,5 ml zaostfovaciho pufru pH 6,8 a 0,05 ml bromfenolové modii ve

vodé.

Roztok akrylamid/bis-akrylamid: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 29,2 g
akrylamidu (30%; w/v), 0,8 g N,N’-methylen-bis(akrylamidu) (0,8%; w/v) a 25 ml 87%
glycerolu (21%; v/v).

Zaosttovaci pufr pH 6,8: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 0,4 g SDS
(0,5%; w/v) a 6,04 g TRIS-base (0,5 mM). pH bylo upraveno pomoci HCI na hodnotu 6,8.

Rozdé€lovaci pufr pH 8,8: 100 ml roztoku bylo pfipraveno rozpusténim 0,4 g SDS
(0,5%; w/v) a 18,17 g TRIS-base (1,5 mM). pH bylo upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,8.
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Elektrodovy pufr pH 8,3: 1 000 ml pufru bylo pfipraveno rozpusténim 30,28 g TRIS-
base (25 mM), 144 g glycinu (1,92 M) a 10 g SDS (35 mM) ve vodé.

3,75% zaostrovaci gel: Gel byl pfipraven smichanim 2,5 ml roztoku akrylamidu/bis-
akrylamidu, 5 ml zaostfovaciho pufru pH 6,8, 12,5 ml vody, 10 pl TEMEDu a 40 pl 40%

(w/v) persiranu amonného.

5% rozdélovaci gel: Gel byl pfipraven smichanim 2 ml roztoku akrylamidu/bis-
akrylamidu, 3 ml rozdélovaciho pufru pH 8,8, 7 ml redestilované vody, 12 ul TEMEDu a 15

ul 40% (w/v) persiranu amonného.

15% rozdélovaci gel: Gel byl pfipraven smichanim 15 ml roztoku akrylamidu/bis-
akrylamidu, 7,5 ml rozdélovaciho pufru (pH 8,8), 7,5 ml redestilované vody, 25 ul TEMEDu

a 20 pl 40% (w/v) persiranu amonného.

4.3.12.2. Podminky SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byly pfipraveny 5-15% gradientové polyakrylamidové gely s 3,75%
zaostfovacim gelem. Elektroforéza probihala za konstantniho proudu (25 mA/elektroforeticka
deska) a napéti 500 V. Po probéhnuti SDS-PAGE byly gely ihned barveny koloidni

Coomassie Blue nebo blotovany.

4.3.12.3. Barveni gelit koloidni Coomassie Blue

400 ml roztoku koloidni Coomassie Blue bylo pfipraveno pozvolnym piidavanim
roztoku II do intenzivné michaného roztoku I. 240 ml roztok I bylo pfipraveno rozpusténim
68 g siranu amonného v 3% kyseliné fosfore€né (v/v). Roztok II byl pfipraven rozpusténim
0,4 g Serva Blue G ve 140 ml methanolu. Gely byly barveny koloidni Coomassie Blue ptes
noc. Pozadi gelti bylo odbarveno 1% kyselinou octovou (v/v). Poté byly gely uchovavany

V 5% kyseling octové (v/v) pii 4°C.
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4.3.13. Western blotting

4.3.13.1. Blotovaci pufi

1000 ml pufru bylo pfipraveno rozpusténim 3,05 g TRIS-base (25 mM), 14,4 ¢
glycinu (190 mM) a 200 ml methanolu (20%; v/v) ve vodé.

4.3.13.2. Postup Western blottingu

Proteiny rozdélené metodou SDS-PAGE byly pfeneseny z polyakrylamidového gelu
na polyvinylfluoridovou (PVDF) membranu (Imobilon-P, Merck Milipore, Billerica, MA)
pomoci ,,semi-dry* blotovaci aparatury. PVDF membrana byla pfed blotovanim ekvilibrovana
v methanolu 5 min. Poté byla PVDF membrana, gely a filtraéni papiry smoceny v blotovacim
pufru. Byla sestavena blotovaci aparatura v poradi anoda, filtra¢ni papiry, PVDF membrana,
gel, filtraéni papiry a katoda. Western blotting probihal za podminek 80 mA, 10 V, 30 min
a 200 mA, 10 V, 90 min.

4.3.14. Imunochemicka detekce karbonylovanych proteinu

Nejprve byl pfipraven chromogenni substrat tak, ze 100 ml roztoku bylo pfipraveno
smichanim 50 ml 150 mM TRIS-acetatového pufru (pH 9,6), 50 ml redestilované vody, 250
ul 5% NBT (w/v) v 70% N, N-dimethylformamidu (v/v), 400 ul MgCl, (2 M) a 1 000 ul 0,5%
BCIP (w/v).

PVDF membrana s pfenesenymi proteiny byla inkubovana v roztoku 3% BSA
(v/v)/0,1% Tween/PBS pii 4 °C ptfes noc. Po blokovani byla membriana promyta
roztokem 0,02% Tweenu/PBS (3x, 15 min). Promytd membrana byla inkubovana
s monoklonalni anti-DNP protilatkou znacenou alkalickou fosfatasou (1:10 000) po dobu
3hodin pii pokojové teploté. Po interakci s protilitkou byla membrana promyta
roztokem 0,02% Tweenu/PBS (3x, 15 min). Nasledné byla membrana inkubovana ve tmé

s chromogennim substratem (pfiblizné¢ 5-15 min). Po dostatecné vizualizaci z6én
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karbonylovanych proteinli byla reakce zastavena dikladnym promytim membrany

destilovanou vodou.

4.3.15. Proteolytické Stépeni proteint

4.3.15.1. Trypsinizace v gelu

Gely po SDS-PAGE s rozdélenymi proteiny byly dikladné promyty vodou (2x, 10
min). Zény pro identifikaci byly vyfiznuty a rozkrajeny na kostky o velikosti cca 0,5-1 mm®,
Kostky gelu byly opét promyty vodou (5 min) a nasledné byly promyvany do odbarveni gelu
0,1 M NH4HCOg/acetonitril v poméru 1:1 (v/v). Po odstranéni promyvaciho roztoku byly
kostky gelu dehydratovany acetonitrilem, po zbélani kostek gelu byl acetonitril odstranén.
Kostky gelu byly rehydratovany 0,1 M NH4HCO3; (5 min) a prekryty acetonitrilem. Po
zbélani kostek gelu byl acetonitril odstranén a kostky gelu byly vysuSeny ve vakuovém
lyofilizatoru (cca 30 min). VysuSené kostky gelu byly redukovany 10 mM DTT/0,1 M
NH4HCO3 (60 min, pti 60 °C) a opét dehydratovany acetonitrilem. Po odstranéni acetonitrilu
byly kostky gelu ptekryty a inkubovany s Cerstvé piipravenym 55 mM jodacetamidem/0,1 M
NH4sHCO; ve tmé€ (60 min). Po odstranéni roztoku byly kostky gelu omyty 0,1 M
NH;HCOgs/acetonitril v poméru 1:1 (v/v), dehydratovany acetonitrilem a vysuSeny
ve vakuovém lyofilizatoru. K vysuSsenym kostkdm gelu bylo pfiddino 20 pl cerstvé
pripraveného roztoku trypsinu (12,5 ng/ul trypsinu v 25 mM NH4HCOs3) a casti gelu byly
inkubovany s roztokem trypsinu (pies noc, pti 37 °C). Vzorky byly stoceny a supernatant byl
stazen do novych, oznacenych zkumavek — prvni podil. Pro extrakci proteint bylo ke kostkam
gelu piidano 30 pl 50% acetonitrilu v 0,1% kyseliné mravenéi (v/v) (15 min), tekutina byla
stazena a pfidana k prvnimu podilu. Extrakce byla opakovana. Po ukonceni extrakce byly
vzorky (spojené podily) vysuSeny ve vakuovém centrifugacnim koncentratoru a Sokové
zamrazeny. Pfed identifikaci hmotnostni spektrometrii byly vzorky rozpustény v 0,1%

kyseliné mravenci/2% acetonitril.
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4.3.15.2. Trypsinizace v roztoku

Peleta proteini byla resuspendovana ve 40 ul 8 M mocoviny/0,4 M NH4HCO3. pH
bylo upraveno na 7,5 — 8,5, bylo pfidano 10 pl 45 mM DTT a inkubovano 15 min pti 50 °C.
K ochlazenému vzorku bylo piidano 10 pul 100 mM IAA a vzorek byl inkubovan 15 min pfi
25 °C. Ke vzorku bylo ptidano 100 ul H,O a trypsin TPCK (1 mg/ml) v pomé&ru k proteinu
1/25 (w/w). Vzorek byl hydrolyzovan 12-14 h pti 37 °C, vysuSen ve vakuovém
centrifugacnim koncentratoru a Sokové zamrazen. Pred identifikaci hmotnostni spektrometrii

byly vzorky rozpustény v 0,1% kyseliné mraven¢i.

4.3.16. Identifikace proteinu

4.3.16.1. HCT ultra ion trap

4.3.16.1.1. NanoLC/MS/MS analyza

Analyza vzorkll trypsinizovanych z gelu probihala na UltiMate 300 RSLCnano
systému (Dionex) s hmotnostni spektrometrii HCT ultra s iontovou pasti a ESI Nano Sprayer
(Bruker Daltonics). Ptistroj byl ovladan programem esquireControl v6.2 (Bruker Daltonics).
Proteiny byly po odsoleni na pfedkolon¢ 300 um ID/S mm C18 PepMap 100 separovany na
analytické kolon¢ 75 pm ID/15 cm C18 PepMap 100. Byl pouzit gradient acetonitrilu (A:
0,1% kyselina mravenci/2% acetonitril, B: 0,1% kyselina mravenci/100% acetonitril) o délce
22 min pii prutoku 300 nl/min. Skenovaci rozmezi pro MS bylo 300 — 1500 m/z a pro MS/MS

byla fragmenta¢ni spektra v rozmezi 100 — 2500 m/z.

4.3.16.1.2. Analyza dat

Pro vyhodnoceni a identifikaci ,,raw* spekter byly pouzity programy DataAnalysis
4.0, BioTools 3.2 (Bruker Daltonics) a MASCOT (Matrix Science, UK). K vyhledavani byly
pouzity nasledujici parametry: druh Homo Sapiens, karbamoylmethylace cysteinu jako fixni
modifikace, oxidace methioninu jako variabilni modifikace, Sté€peni trypsinem, odchylka

hmotnosti pro prekurzorové ionty MS + 0,1 % a 0,5 Da pro MS/MS. Naboj fragmentt byl
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mezi +2 a +5. Pro identifikaci proteinu bylo zapotiebi alesponn dvou unikatnich peptida

spliujicich minimalni hodnotu skére (MASCOT) pro identitu (P<0,05).

4.3.16.2. TripleTOF 5600

4.3.16.2.1. NanoLC/MS/MS analyza

Analyza vzorkl trypsinizovanych v roztoku probihala na UltiMate 3 000 RSLCnano
systému (Dionex) s hmotnostni spektrometrii TripleTOF 5600 s NanoSpray III zdrojem (AB
Sciex). Pfistroj byl ovladan programem Analyst TF 1.6 (AB Sciex). Po nastiiku byl vzorek
odsolen 2% acetonitrilem v 0,1% kyseliné mravenci na kolon¢ Acclaim PepMap 100 (5 um, 2
cm x 100 pm) za pratoku 5 pl/min. Eluované peptidy byly rozd€leny na analytické koloné
Acclaim PepMap 100 (3 um, 15 cm x 75 um). Byl pouzit gradient acetonitrilu (A: 0,1%
kyselina mravenci, B: 0,1% kyselina mravenci/100% acetonitril) o délce 180 min za pritoku
300 nl/min. Skenovaci rozmezi pro TOF MS bylo 350 — 1500 m/z a pro MS/MS byla

fragmentacni spektra v rozmezi 100 — 2 000 m/z.

4.3.16.2.2. Analyza dat

Pro vyhodnoceni a identifikaci ,,raw* spekter byl pouZzit program Protein Pilot 4.0 (AB
Sciex). K vyhledavani byly pouzity nasledujici parametry: druh Homo Sapiens, alkylace
iodacetamidem, $té€peni trypsinem, ptistroj TripleTOF 5600. VSechny vzorky byly hodnoceny
Paragon algoritmem Vv rezimu Thorough s odchylkou pro prekurzorové ionty MS do =+ 0,05
Daa 0,1 Da pro MS2. Naboj fragmentli byl mezi +2 a +5.

4.3.17. SPR

4.3.17.1. Roztoky

SA: 0,01 M CH3COONa, pH 5,0; PBNa: 1,5 mM KH,PO,, 8,1 mM Na;HPO,4.12H,0,
0,75 M NaCl, 0,009 M KCI, pH 7,4; 2% BSA/PBNa: 2% BSA (w/v) vPBNa;, 2%
BSA/PBS: 2% BSA (w/v) v PBS; 10% BSA/PBS: 10% BSA (w/v) v PBS.
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4.3.17.2. SPR spektrometrie

V této praci byly pouzivany dva typy SPR senzorid: SPR spektrometrie (Obr. 14) a
SPR zobrazovani (Obr. 15).

Pro detekci interakce VEGF-A a VEGFR-1 a depletovanych vzorkd byl pouzivan 4-
kanalovy laboratorni SPR senzor zalozeny na Kretchmannové geometrii tlumeného totalniho
odrazu a spektralni modulaci vyvinuty na Oddéleni optickych senzori Ustavu fotoniky a
elektroniky Akademie véd. Princip SPR metody je zaloZen na méfeni malych zmén indexu
lomu média v tésné blizkosti kovového povrchu senzoru. Tyto zmény mohou byt zplisobeny
navazanim analytu na jeho biospecifického partnera ukotveného na zlatém povrchu senzoru.
U pouzitého SPR biosenzoru dopadé polychromatické zareni z halogenové lampy, které bylo
zkolimované a polarizovangé, na vlastni senzorovou ¢ast skladajici se z optického hranolu a
sklenéného ¢Cipu pokrytého tenkym titanovym filmem (~2 nm) a vrstvou zlata (~55 nm). Po
dopadu svétlo excituje povrchovy plazmon na zlatém ¢ipu na ctyfech riznych mistech (tj. 4
oddélené kandly). Odrazené svétlo je odvedeno Ctyfmi optickymi vldkny do 4-kanalového
spektrografu. Spektra jsou analyzovana v realném case s pomoci specialniho softwaru s
vyhodnocovanim rezonanéni vlnové délky nezavisle pro kazdy kanal. Pro pfivedeni vzorkil
k povrchu senzoru je pouzita peristalticka pumpa (Ismatech, Svycarsko). Pro detekci v plazmé
byl pouzit nedavno vyvinuty fluidicky systém piivadéni vzorkd k povrchu, ktery ma dva
odd€lené¢ vstupy do jednotlivych kandli na povrchu c¢ipu. Umoziuje piepinat mezi
analyzovanym komplexnim vzorkem (plazma) a protékajicim pufrem a ucinné tak prubézné
snizuje nespecifickou odezvu senzoru a umoznuje detekci vzorku o nizsich koncentracich,
navic zabrafiuje rozmyvani vzorku a jejich vzijemnému michani ve fluidnim systému
(Homola J., 2008). Vsechny experimenty byly provadény pii teploté 25 °C a prutoku 30

wl/min nebo 20 pl/min (pokud neni uvedeno jinak).
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Obr. 14: SPR senzor. 4-kandlovy laboratorni SPR senzor vyvinuty v Ustavu fotoniky a
elektroniky Akademie véd CR.

4.3.17.3. SPR zobrazovani

Pro detekci interakci pomoci proteinového Cipu byl vyuzivan laboratorni SPR senzor
zaloZzeny na Kretchmannové geometrii oslabeného totdlniho odrazu a prostorové modulaci
intenzity svétla vyvinuty na Oddé&leni optickych senzorii Ustavu fotoniky a elektroniky
Akademie véd (SPR zobrazovani). K excitaci povrchového plazmonu dochéazi podobné jako v
predchozim uspotadani, tj. po prichodu monochromatického svétla pies hranol a jeho dopadu
na tenkou kovovou vrstvu. Intenzita odrazené¢ho svétla zavisi na indexu lomu média

Vv blizkosti kovového povrchu (Piliarik M. et al., 2005).
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Obr. 15: SPR zobrazovani. Princip detekce pomoci SPR zobrazovani (A), kamerovy snimek
detailu cipu obsahujiciho 11 bodii s imobilizovanymi proteiny V kazdé radé, které jsou

oddeélené a tvori ctyri paralelni kanaly (B), fotografie zlatého cipu (C).

4.3.17.4. Funkcionalizace Cipu

Pted pfichycenim VEGF-A byl povrch €ipu funkcionalizovan smési alkylthiolt pro
vytvoteni samoskladné monovrstvy. Nejprve byl ¢ip se zlatym povrchem oplachnut
deionizovanou vodou a vysusen proudem dusiku. Organické necistoty byly odstranény z Cipu
ozénem po dobu 10 min. Poté byl ¢ip oplachnut deionizovanou vodou a ethanolem a vysusen
proudem dusiku. Takto ptipraveny ¢ip byl inkubovan se smési alkylthioli: HSC1;(EG)4OH a
HSC1;(EG)sOCH,COOH (7:3) o finalni koncentraci 200 uM. N-alkylthioly s dlouhymi
fetézci (n=12 a vyse) zakoncenymi funk¢nimi skupinami slouzily k ukotveni biomolekuly a n-
alkylthioly s krat$imi fetézci zakoncenymi ethylenglykolem nebo hydroxylovymi skupinami
redukovaly nespecifické interakce s povrchem. Cip vroztoku se smési alkylthioli byl
inkubovan pfi teploté 40 °C po dobu 10 min a nasledné skladovan do druhého dne ve tmé za
pokojové teploty. HSC;1(EG)sOCH,COOH thioly slouzily kukotveni VEGF-A a

HSC11(EG)4OH vytvaiely pozadi pro snizeni nespecifické interakce s povrchem.
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4.3.17.5. Imobilizace VEGF-A

Ocistény zlaty SPR ¢Cip pokryty vrstvou alkylthioli zakoncenych karboxylovou
skupinou byl vlozen do SPR senzoru. Pro aktivaci karboxylovych skupin byl povrch ¢ipu
inkubovan nejprve s deionizovanou vodou pii prutoku 20 ul/min a nasledné se smési NHS a
EDC (1:1) po dobu 5 min, pii pratoku 20 pl/min. Po aktivaci byl €ip inkubovan s PBS
pufrem. VEGF-A (o0 koncentraci 2 pg/ml v PBS) byl ukotven na povrchu senzoru pomoci
kovalentni amidové vazby s aktivovanymi karboxylovymi skupinami alkylthiold. Ptred
dovysycenim BSA byla testovéana stabilita ukotveného VEGF-A stfidavou injekci PBS, SA a
PBS pufru. Mista neobsazena proteinem VEGF-A byla dovysycena BSA (0,5 mg/ml) v SA
pufru po dobu 15 min. PBNa pufr o vysoké iontové sile byl pouzit na odmyti nekovalentné
vazaného VEGF-A a BSA (inkubace 5 min). Zbylé karboxylové skupiny byly deaktivovany 1
M EA (inkubace 5 min).

4.3.17.6. Detekce VEGFR-1 v pufru

Po imobilizaci VEGF-A byla testovana interakce s VEGFR-1. Nejprve byl cip
inkubovan s PBS do dosaZeni stabilniho signdlu pozadi. Nasledné¢ byl ¢ip inkubovan
s VEGFR-1 v koncentra¢nim rozmezi od 25 do 500 ng/ml po dobu 5 min a poté byl povrch
opét omyvan PBS pufrem. Pro ovéfeni specifi¢nosti interakce byl roztok s VEGFR-1 o

koncentracich 50-500 ng/mL inkubovén s referenénim povrchem pokrytym pouze BSA.

4.3.17.7. Detekce VEGFR-1 v plazmé

Do 50x nafedéné plazmy (2% (v/v)) BSA/PBS byl ptidan VEGFR-1, tak aby finalni
koncentrace byla 25, 50 nebo 100 ng/ml. Vzorek byl ptivadén k povrchu v 10x 30-ti
vtefinovych cyklech prokladanych 10x 30-ti vtetinovymi cykly s protékajicim pufrem (2%
BSA/PBNa). Celkovy ¢as kontaktu plazmy s povrchem byl 5 min. Nakonec byl povrch
omyvan promyvacim pufrem, dokud nebylo dosazeno rovnovézného stavu. Jako reference
slouzila 2% plazma fedéna 2% BSA/PBS bez ptidaného VEGFR-1, ktera protékala jednim

Z detekénich kanalu.

77



Oxidacni stres a proteomika u MDS

4.3.17.8. SPR detekce VEGFR-1 v plné a depletované plazmé

Plna plazma byla natedéna 10x 2% BSA/PBS, coz odpovida 10% koncentraci (w/w)
proteinit vzhledem k plazmé pIné. Plazma depletovana byla po zahusténi doplnéna na takovy
objem, aby koncentrace malo zastoupenych proteini ve frakci 1 1 hojné zastoupenych
proteint ve frakci 2 odpovidala 10% koncentraci u kazdé skupiny proteini vzhledem k jejich
ptuvodni koncentraci v plné plazmé. Plazma byla podobné jako v pfedchozim experimentu
ptivadéna k povrchu v 10x 30-ti vtefinovych cyklech prokladanych 10x 30-ti vtefinovymi
cykly s protékajicim pufrem (2% BSA/PBNa) pro odstranéni nespecificky navazanych

proteint. Celkovy ¢as kontaktu plazmy s povrchem byl tedy 5 min.

4.3.17.9. Proteinovy Cip

Proteinovy ¢ip byl vytvofen kontaktni depozici (Microspotter Omnigrid) proteind
VvV roztoku na povrch zlatého ¢ipu funkcionalizovaného samoskladnou vrstvou alkythiolt
s aktivovanymi karboxylovymi skupinami. Funkcionalizovany zlaty Cip (viz vySe) byl po
oplachnuti ethanolem, deionizovanou vodou a osuSeni proudem dusiku inkubovan s kapkou
smési NHS/EDC 200 pl (2/0,4 M) po dobu 20 min. Cip s aktivovanymi karboxylovymi

skupinami byl osusen proudem dusiku a vlozen do zatizeni pro kontaktni depozici.

Koncentrace imobilizovanych proteind uvadi tabulka (Tab. 4) a uspotfadani Cipu
predstavuje obrazek (Obr. 16).
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Tab. 4

Ptrehled imobiliza¢nich podminek pro jednotlivé proteiny

Proteiny Koncentrace Imobilizaé¢ni pufr Odezva senzoru na mnoZstvi
proteinu [png/ml] imobilizovaného proteinu [nm]

LFA-1 10 SA pH 4/2mM MgCl, 12,8

ICAM-1 10 SA pH 4/2mM MgCl; 57

VLA-4 10 SA pH 4/2mM MgCl, 14,0

VCAM-1 10 SA pH 4/2mM MgCls 8,3

CD86 10 SApHS5 13,6

CD152 10 SApH4 13,0

VEGF-A 10 PBS 9,5

VEGFR-1 10 PBS 14,8

A ; - W n us W WL
: " b/ 1 e 3 .
’ ) | ¥R [ M . p .

B 1 (Biank] (veam1 [viaa] [icami) [tra1) [ a1 | [coss] [cpis2) [vecrri) [vesral[ c2 )

2 [Biank | [vcamy [viaa | [icama) [ LFa1) [ c1 | [ cpse) [cpis2) (veGFri) [veGral[ c2 |

3 [Blank | [vcami [vias | [icami) [ LFa1) [ c1 | [ cpse| [cpis2) [vecFri) [veGFAl[ c2 |

4 [Blank | [vcamil [vias | [icami) [ a1 [ c1 | [ cpse| [cpis2) [vesrri) [vecFal[ c2 |

Obr. 16: Proteinovy ¢ip. A: Kamerovy snimek zlatého cipu s proteiny imobilizovanymi
kontaktni depozici. Jeden bod odpovida jednomu proteinu a prazdny bod s bilym rameckem
odpovida referencnimu bodu (blank). B: Schéma cipu, v nemz kazda rada predstavuje jeden
oddeleny kanal (1-4), ktery obsahuje 8 riiznych proteinii (VCAM-1, VLA-4, ICAM-1, LFA-1,
CD86, CD152, VEGFR-1, VEGF-4) a 2 proteinové komplexy (C1 — CD86/CD152, C2 —
VEGF-A/VEGFR1).
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Takto ptipraveny Cip byl inkubovan s 10% plazmou zdravych darct (kandl 1 a 2) a
s plazmou MDS pacientd subtypem RCMD nebo RAEB II (kanal 3 a 4). Proteiny byly
imobilizovany v 80% vlhkosti v humidifika¢ni komoife dutou jehlickou tvofici body o
velikosti 300 um. Cip byl inkubovan v humidifika¢ni komote po dobu 40 min za pokojové
teploty. Poté byl Cip vyjmut ze zafizeni pro kontaktni depozici a vloZzen do senzoru SPR

zobrazovani.

Opticky kontakt mezi ¢ipem a hranolem byl vytvofen pomoci imerzniho oleje. Po 5
minutovém omyvani ¢ipu SA pufrem, byl povrch inkubovan s BSA (50 pg/ml) v SA pufru po
dobu 15-20 min pii pritoku 20 pl/min. PBNa pufr o vysoké iontové sile byl pouzit na odmyti
nekovalentné¢ vézaného BSA (inkubace 5 min). Zbylé karboxylové skupiny byly
deaktivovany 1 M EA (inkubace 5 min).

4.3.17.10. Detekce proteinovych komplexii

Cip byl inkubovén s 2% BSA/PBS dokud nebyl ustalen signal pozadi. Néasledné byla k
povrchu pfivedena 10x fedénad plazma (10% (v/v)) (10% BSA/PBS) zdravych darct nebo
MDS pacientli po dobu 10 min pii prutoku 20 pl/min. Po nésledné 10 minutové inkubaci Cipu
s 2% BSA/PBS byl povrch inkubovan s PBNa po dobu 10 min, aby byly odmyty nestabilni
interakce. Jako reference byl pouzit povrch bez ukotveného proteinu, vysyceny BSA. Pro
detekci proteinovych komplexti byl opét vyuzit pfepinaci systém, aby pfi detekci nedochézelo

ke zkresleni kinetickych kiivek pfipadnym zadrzovanim analytu ve fluidickém systému.

4.3.17.11. Identifikace komplexii

Vybrané komplexy, které byly nalezeny pomoci proteinového Cipu, byly pfipraveny
k identifikaci hmotnostni spektrometrii. Na povrch ¢ipu byl imobilizovan protein, ktery tvofil
zaklad komplexu. Protein o stejné koncentraci jako v pfipad¢é pouziti na proteinovy Cip byl
pomoci kovalentni amidové vazby ukotven na povrch, ktery byl kovalentné dovysycen BSA o
koncentraci 50 pg/ml, jinak se postupovalo stejn¢ jako v piipadé imobilizace VEGF-A. Pti
piipravé negativni kontroly byl povrch inkubovan pouze s BSA. Po ustaleni signalu pozadi

byl povrch inkubovan s 10% plazmou MDS, v niz byl detegovan vznikajici komplex. Stejné
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jako pfi detekci komplexii byl povrch odmyt pufrem o vyssi iontové sile PBNa. Takto
pfipraveny povrch byl nasledné¢ omyvéan 10-100 mM NaOH po dobu 5 min a odmyvajici se
komplexy byly chyceny do zkumavek. Obsah zkumavek byl piesrazen pomoci vymrazeného
acetonu v poméru 1:4 po dobu 2 h pti -20 °C. Vyprecipitované proteiny byly centrifugovany
(7 000 g, 5 min, 5 °C), peleta vysuSena a pfipravena k trypsinizaci.

4.3.17.12. Vyhodnoceni dat

Pro identifikaci byly pouzity dvé proteinové databaze: Swissprot a jeji dopliujici
databaze TrEMBL. Ze seznamu identifikovanych proteinti byla nejprve od kazdého vzorku
odectena kontrola. Ze seznamu byly odstranény vSechny proteiny, které se opakovaly, dale
vSechny proteiny idetifikované na zdkladé reverzni sekvence, fragmenty proteint, které se
v seznamu nachazely také jako celé molekuly a vSechny cDNA. Z kazdého z uvedenych
seznamu byly vSechny pfistupové kody proteinti z databaze UniProt pifevedeny na ptistupové
kody jejich kodujicich gent (EntrezIDs). VSechny EntrezIDs pak byly vloZeny do databaze
String Networks a byla vytvofena proteinova sit’ znazorfiujici interakce mezi ndmi nalezenymi
proteiny s proteiny na povrchu. Pomoci databaze String Network byly na zakladé jiz
ovétenych interakei z identifikovanych proteind dle svych EntrezIDs vyhledany proteiny,
které pfimo interagovaly s proteinem imobilizovanym na povrchu, a které s nim tvofily

komplex.

4.3.18. Statistické metody

Statisticka analyza byla provadéna za pouZiti nasledujicich metod programem IBM
SPSS Statistics 19.0 (Armonk, NY, USA). Oboustranny t-test, jednorozmérna ANOVA, post
hoc analyza Duncaniv test, Pearsoniv korelaéni test. Pouziti uvedenych testt je uvedeno u

vysledkd. VSechny testy byly hodnoceny na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. OXIDACNI STATUS MDS

Oxidacni stres a proteomika u MDS

5.1.1. Oxidacni parametry u MDS pacientii

Pacienti zafazeni do vSech studii v této praci byli diagnostikovani na zaklad¢ WHO

2008 na Ustavu hematologie a krevni transfuze. Vzorek byl odebran v dob& stanoveni

diagnozy. Do studii byly zahrnuty nasledujici subtypy MDS: RA, RA-5q, refrakterni anémie

s prstenc¢itymi sideroblasty (refractory anemia with ringed sideroblasty, RARS), RCMD,
RCMD s prstencitymi sideroblasty (RCMD with ringed sideroblasty, RCMD(wW/RS)), RCMD
s 5q deleci, RCMD s reaktivnimi monocyty, RAEB-I, RAEB-II, RA sexcesi blasti v
transformaci (RAEB-T), MDS/myeloproliferativni onemocnéni (MDS/MPD), MDS/MPD s
5q deleci, AML M2, MDS-RAEB-I s SC-non-Hodgkin lymfomem (SC-NHL) a jiné MDS.

Piehled pacientd pro studii oxida¢nich parametri je uveden v tabulce (Tab. 5).

Tab.5

Ptehled analyzovanych skupin (0-4), pocet MDS pacientd a zdravych darcti, pohlavi a vékové rozmezi

analyzovanych skupin.

Skupina Pocet pacientii a zdravych Vékové rozmezi

darci (muzi/Zeny)

Diagnézy

0 23 (10/13) 25-57
1 14 (10/4) 52-91
2 29 (15/14) 28-90
3 9 (4/5) 36-85
4 9 (5/4) 55-80

Zdravi darci
RA, RA-5q, RARS

RCMD, RCMD(w/RS), RCMD-5gq,
RCMD s reaktivnimi monocyty

RAEB-I, MDS/MPD, MDS/MPD s 5q
deleci, MDS-RAEB-I + SC-NHL

RAEB-II, RAEB-T, AML M2
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Do studie bylo zatfazeno 61 MDS pacientli (1-4) a 23 zdravych darci (0). Parametry
oxidaéniho stresu byly porovnavany u MDS pacientd vic¢i zdravym darcim. Data byla

hodnocena na zaklad¢ oboustranného t-testu. P¥ehled dat je uveden v tabulce (Tab. 6).

Tab. 6

Plazmatické hladiny mediatorti oxida¢niho stresu, molekul antioxida¢ni obrany, Zeleza, feritinu a GGT u
zdravych darcti a MDS pacientii. Data jsou uvedena jako praméry + smérodatna odchylka (standard deviation,
SD). Signifikantni rozdily mezi MDS pacienty a zdravymi darci jsou oznafeny *. Data byla analyzovana

oboustrannym t-testem.

Analyzované slouceniny Zdravi darci (n=23) MDS pacienti (n=61)
t-C [uM] 235,10+ 12,80 284,00 + 67,64%***
t-H [uM] 9,69 £ 0,58 13,4 £ 6,39%**

t-CG [uM] 41,72 +£4,50 48,8 + 14,00**
t-GSH [uM] 8,7+ 1,43 7,16 £+ 3,56*

MDA [uM] 0,69+0,11 0,82 +0,34

NO; [nM] 1149,08 + 84,55 903,34 +215,34%**
NO; [uM] 32,78 £ 10,33 32,8+ 17,87

Feritin [pg/1] Ref. R.: 22-322 557,18 (24,10-8602,20)
Fe [uM] Ref. R.: 7,2-29 26,15 (6,60-48,30)
GGT [ukat/1] Ref. R.: 0,14-0,8 0,60 (0,1-2,84)

***p < (0.001, **P < 0.005, *P < 0.05

Celkovy cystein (total cysteine, t-C), celkovy cysteinylglycin (total cysteinylglycine, t-CG), celkovy homocystein
(total homocysteine, t-H), celkovy glutathion (total glutathione, t-GSH), malodialdehyd (MDA), 7y-
glutamyltranferasa (GGT).
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Koncentrace homocysteinu (P<0,001), cysteinu (P<0,001) a cysteinylglycinu (P<0,005) byla
signifikantné zvySend u pacienti s MDS vzhledem ke zdravym darctim, zatimco hladina

glutathionu (P<0,05) byla signifikantn¢ niz§i u MDS pacientd ve srovnani se zdravymi darci
(Obr. 17).
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Analyzované aminothioly

Obr. 17: Koncentrace analyzovanych aminothiolii v plazmé MDS pacientii a zdravych
darcii. Koncentrace celkového cysteinu (total cysteine, t-C), homocysteinu (total
homocysteine, t-H), cysteinylglycinu (total cysteinylglycine, t-CG) a celkového glutathionu
(total glutathione, t-G) v plazmé MDS pacientii (syté sloupce) a zdravych darcii (svétlé
sloupce) se signifikantné lisila u vSech analyzovanych aminothiolii. Data jSOU Vyjddrena jako

priumér = SD a byla hodnocena oboustrannym t-testem, P<0,05.

V plazmé pacientt s MDS byla nalezena signifikantné snizena koncentrace dusitanti
(P<0,001). Hladiny dusi¢nanii a malondialdehydu se v plazmé pacienti MDS a zdravych
darcu signifikantné nelisily. Hladiny feritinu pfevySovaly horni hranici referencniho intervalu.

Koncentrace zeleza a GGT spadaly do referen¢niho intervalu.
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5.1.2. Oxidac¢ni parametry u MDS v souvislosti s diagnézami a

klinickymi projevy

Vzorky MDS pacientti byly rozdéleny na zakladé diagn6z a spoleénych klinickych
projevu do ¢tyf skupin (1-4). Piehled analyzovanych skupin je uveden v tabulce (Tab. 5).
Jednotlivé skupiny (1-4) v¢etné skupiny kontrolni (0) byly mezi sebou vzajemné porovnany
pomoci statistické metody ANOVA. Jak znazoriuje tabulka (Tab. 7), byly ve sledovanych
skupinach nalezeny signifikantni rozdily v hladinach celkového cysteinylglycinu (P=0,03) a
dusitand (P=0,02).
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Tab. 7

Parametry oxida¢niho stresu v kontrolni skupiné (0) a &tyfech MDS podskupinach (1-4). Jsou ukazany

pramérné hodnoty + SD, Data byla analyzovana ANOVA testem a pro nalezené signifikantni rozdily jsou

ukazany hodnoty P.
Analyzované skupiny P hodnota

Analyzované |0 1 2 3 4
slouceniny
t-C [uM] 219,49 +13,83 300,49 + 57,48 283,96 + 70,58 274,30 + 56,29 268,18 + 89,73
t-H [uM] 9,45+0,63 11,73 +4,87 17,12+ 14,51 13,50 +3,17 11,38 +4,75
t-CG [uM] 39,71 +4,86 56,09 + 18,81 47,54 £ 11,41 49,70 + 8,15 40,59 + 14,95 *0,032
t-GSH [uM] 9,07 1,55 8,36 +4,27 6,83 2,88 725+4.89 6,26 +3,22
MDA [uM] 0,70 0,12 0,99 + 0,51 0,74+0,25 0,92+0,31 0,71+0,15
NO; [nM] 1185,00+92,62 960,00 +£275,20 890,00 +225,33 827,00 + 108,05 945,78 + 173,65 *0,021
NOs [uM] 34,80+ 11,16 33,14+ 13,87 37,47 +20,32 29,29 + 18,91 20,78 + 6,91
Feritin [pg/1] Ref, R,: 22-322  1569,7 330,02 1681,03 249,98

(49,9-8602,0) (24,1-1875,9) (51,6-2776,4) (101,0-2163,7)
Fe [uM] Ref,R,;:7,2-20 38,19 25,23 29,44 19,51

(15,0-40,8) (6,6-45.5) (6,9-48,3) (14,3-39,0)
GGT [pkat/l] Ref,R,:0,14-08 0,75 0,70 0,60 0,42

(0,14-1,54) (0,15-2,84) (0,38-0,82) (0,1-0,91)

Celkovy cystein (total cysteine, t-C), celkovy cysteinylglycin (total cysteinylglycine, t-CG), celkovy homocystein
(total t-H), t-GSH),malodialdehyd (MDA), v-
glutamyltranferasa (GGT).

homocysteine, celkovy  glutathion (total glutathione,

Post hoc analyzou (Duncan test) jsme zjistili, Ze hladiny t-CG byly signifikantné zvysené u
MDS podskupiny 1 vzhledem ke skupiné 4 a skupiné zdravych darct (Obr. 18). Hladiny
ostatnich aminothioll: celkového cysteinu (total cysteine, t-C) a celkového homocysteinu
(total homocystein, t-H) byly také zvysené ve vSech MDS podskupinach vzhledem ke

zdravym darcim. Nejvyssi hladiny byly nalezeny u podskupiny 1, ptipadné 2. Nicméné tato

data nebyla signifikantni.
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Obr. 18: Koncentrace celkového cysteinylglycinu v plazmé MDS pacientit a zdravych darcii.
Data jsou zndzornéna jako priuméry + SD. Hladina cysteinylglycinu se signifikantné (P=0,03)
lisila mezi skupinami (ANOVA test). * Statisticka signifikance rozdili mezi skupinou I a
skupinami 0 a 4 (post hoc ANOVA testy, Duncan, P<0,05).

Stejnou post hoc analyzou se ukazalo, ze hladiny dusitant byly signifikantn¢ snizené u vSech
podskupin MDS vzhledem ke zdravym darcim (Obr. 19). Koncentrace dusi¢nant se
vyznamné neliSila mezi skupinami. Hladiny malondialdehydu byly mirné zvysené v
podskupinach 1 a 3, ale ne signifikantné. Plazmatické koncentrace zeleza a feritinu se také

signifikantné nelisily mezi skupinami.
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Obr. 19: Koncentrace dusitanii v plazmé MDS pacientit a zdravych darci. Data jsou
znazornena jako prumeéry = SD. Hladina dusitanii se signifikantné (P=0,02) lisila mezi
skupinami (ANOVA test). *Statisticka signifikance mezi skupinami 1-4 a skupinou zdravych
darcii (post hoc ANOVA testy, Duncan, P<0,05).

Za pouziti Pearsonova korela¢niho testu jsme nalezli silnou pozitivni korelaci mezi hladinami
celkového cysteinylglycinu (total cysteinylglycine, t-CG) a celkového glutathionu (total
glutathione, t-GSH) (r=0,65, P=0,001) (Obr. 20). Navic jsme zjistili, ze hladiny t-CG
korelovaly stiedné silné s dusitany (r=-0,41, P=0,005) (Obr. 21).
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Obr. 20: Korelace cysteinyglycinu (t-CG) s glutathionem (t-GSH). Hladina celkového
cysteinylglycinu v plazmé signifikantne (P=0,001) silne korelovala (r=0,650) s hladinou

celkového glutathionu (Pearsonitv korelacni test).
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Obr. 21: Korelace cysteinyglycinu (t-CG) sdusitany (NOy). Hladina cysteinylglycinu
vplazmeé signifikantné (P=0,001) stiedné negativné korelovala (r=-0,444) s hladinou

dusitanii (Pearsoniiv korelacni test).

5.1.3. Oxidacni parametry Vv souvislostech s pretizenim Zelezem u
MDS

Primérna hladina Zeleza u pacientd s MDS 26,15 (6,60 — 48,30) uM spadala do
referen¢ni meze, kterd je 7,2 — 29 uM. Zatimco prumérna hladina feritinu 557,18 (24,10 —
8602,20) ng/l u MDS pacientii pievySovala referenéni mez 22 — 322 ug/l. Hladiny Zeleza a
feritinu se signifikantné neliSily mezi skupinami 1-4 (Tab. 7). Pacienty jsme rozdélili
vzhledem k moznému riziku pfetizeni Zelezem na pacienty, ktefi vyzadovali chelata¢ni terapii
(CH) (16) (Exjade nebo Ferriprox) a skupinu pacientl, ktefi chelatacni 1é¢bu nepotiebovali
(non-CH) (30). Aplikaci oboustranného t-testu jsme zjistili, Ze hladiny Zeleza (P=0,001) i
feritinu (P=0,006) byly signifikantné¢ zvysené ve skupiné¢ CH Vv porovnani se skupinou non-
CH. Navic jsme nalezli signifikantn¢ (P=0,001) zvySené hladiny malondialdehydu u skupiny

CH ve srovnani se skupinou non-CH. Nicméné nenasli jsme Zadné signifikantni rozdily
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v hladinach aminothiolit a NOx mezi skupinami. Dale pak byli pacienti rozdéleni do dvou
skupin na pacienty, ktefi dostavali pravideln¢ krevni transfuze (T) (19), a netransfundované
pacienty (non-T) (30) a pomoci oboustranného t-testu jsme hledali rozdily v parametrech
oxidaéniho stresu. Nalezli jsme signifikantné zvySené hladiny zeleza (P=0,004) a
malondialdehydu (P=0,013) u pacientd T vzhledem ke skupiné pacientti non-T. Nicméné
Vv ostatnich parametrech se skupiny T a non-T nelisily. Pouzitim Pearsonova korela¢niho testu
jsme zjistili, ze zatimco aminothioly ani NOx nekorelovaly s hladinami plazmatického
zeleza/feritinu, hladiny malondialdehydu silné korelovaly s hladinami zeleza (r=0,60;
P=0,001) (Obr. 22) i feritinu (r=0,78; P=0,001) (Obr. 23).
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Obr. 22: Korelace malondialdehydu (MDA) s hladinami Zeleza (Fe). Hladina
malondialdehydu signifikantné (P=0,001) siln¢ korelovala s hladinami Zeleza (r=0,60) v

plazmé MDS pacienti a zdravych darcii. (Pearsoniiv korelacni test).
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Obr. 23: Korelace malondialdehydu (MDA) s feritinem. Hladina malondialdehydu
signifikantne (P=0,001) silné korelovala (r=0,78) s hladinami feritinu v plazmé MDS

pacientii a zdravych darcii. (Pearsoniiv korelacni test).

5.1.4. Vliv asymetrického dimethylargininu na oxidacni status

MDS

Do studie byli zatazeni pacienti s MDS a zdravi darci ve stfednim v€ku (pramér 44

let). Pfehled analyzovanych subjekti uvadi tabulka (Tab. 8).

Tab. 8

Piehled pacientti pro detekci derivata argininu.
Vzorky Vék Pohlavi
(pocet) (M/Z)
MDS (20) 33-59 (11/9)
Zdravi (16) 37-67 (8/8)

Z — zena

M — muz
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Hladiny sérového zZeleza a feritinu byly mirné zvySené u MDS pacientli v porovnani se

zdravymi darci. Piehled hodnot derivati argininu, MDA a dusitani je uveden v tabulce (Tab.

9).

Tab. 9

Sérové hladiny derivatd argininu, Zeleza a feritinu u zdravych darci a MDS pacientll. Data jsou uvedena jako

priméry + smérodatna odchylka (SD). Signifikantni rozdily mezi MDS pacienty a zdravymi dérci jsou oznaceny

*. Data byla analyzovana oboustrannym t-testem.

Analyzované slouceniny

Zdravi darci (n=16)

MDS pacienti (n=20)

ADMA [pM] 0,56 0,16 0,84 +0,32**
SDMA [uM] 0,42 +0,14 0,54 +£0,18*
MMA [pM] 0,10+ 0,03 0,14 £0,05*
Homoarginin [uM] 2,32+ 1,26 1,77 £ 1,06*
Citrulin [uM] 42,19+ 12,31 46,68 £14,96
MDA [pM] 0,52 + 0,07 0,77 £ 0,1 1#**
NO, [mM] 2,16+ 0,32 1,71 + 0,46%*
Feritin [pg/1] Ref. R.: 22-322 641,2 (8,9-1907,3)
Fe [uM] Ref. R.: 7,2-29 22,3 (11,4-43,3)
***P < 0,001

**P < 0,005

*P < 0,05

Nalezli jsme signifikantné¢ zvySenou hladinu ADMA, SDMA, MMA a MDA v séru MDS

pacienti. Hladina dusitanii byla signifikantn€é snizend u MDS pacientd v porovnani se

zdravymi darci. Koncentrace ADMA siln¢ pozitivné korelovala s koncentraci MMA (r=0,87,
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P<0,001) a SDMA (r=0,7; P<0,001). Koncentrace ADMA mirn¢ pozitivné korelovala
s hladinami MDA (r=0,50; P=0,006).

5.2. OXIDACNI MODIFIKACE PROTEINU

5.2.1. Karbonylace

Koncentrace karbonylovanych proteini byla méfena v depletované plazmé Sesti
pacienti s MDS (1-6) a Sesti zdravych darct (7-12). Prehled pacientii a zdravych darctu
pouzitych ve studii je uveden v tabulce (Tab. 10). V plazm¢ pacientd s MDS byla celkova
karbonylace proteini 0 20% vyssi nez u zdravych darct. Pouzitim oboustranného t-testu byl

nalezeny rozdil vyhodnocen jako signifikantni (P<0,01).

Tab. 10

Piehled pacientii pro detekci karbonylovanych proteint.

Vzorky Vék Pohlavi Diagnézy

( €. pacienta) (M/z)

MDS (1-6) 51-78 (2/4) RARS, RAEB-I, RAEB-II
Zdravi (7-12) 25-57 (3/3)

Z —Zena

M — muz

Na obrazku (Obr. 24) jsou Sipkami znazornény proteiny rozdélené metodou SDS
PAGE. Po imunochemické detekci byly u MDS pacienti nalezeny zony obsahujici
karbonylované proteiny, které byly u kontrolnich vzorkit méné intenzivni nebo se u nich
nenachazely (Obr. 25). Nalezené zony obsahovaly smés proteinti S podobnou migraci, mezi
nimizZ byly 1 karbonylované proteiny. Smés téchto proteinli v zonach, které se nachazely
pouze u MDS pacienti nebo u nich byly intenzivnéjsi (Obr. 25: A zéna 1-8), byla
identifikovana. Bylo identifikovano 16 riznych proteint (Tab. 11).
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200kDa
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Obr. 24: Plazmatické proteiny MDS pacientii. Proteiny v depletované plazme MDS pacientii
(1-6) byly rozdeleny pomoci SDS PAGE na gradientovych gelech (5-15%) a vizualizovany
pomoci  koloidni Coomasie Blue. Cervené Sipky oznacuji zény proteini urcenych

k identifikaci.
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Obr. 25: Imunochemickda detekce karbonylovanych proteinit U MDS pacientii (A) a
zdravych darcii (B). Po rozdeleni proteinii na SDS PAGE byly proteiny preneseny na PVDF
membranu. Karbonylované proteiny byly detegovdny imunochemicky (anti-DNP protildtkou a
chromogennim substratem). Zony obsahujici smés proteinu s podobnou migraci, mezi nimiz
se nachazely i karbonylované proteiny, u MDS pacientii (A), které se u zdravych darcii (B)
nenachdzely nebo byly méné intenzivni, jsou oznaceny Cervenymi Sipkami (A: 1-8). Tento

soubor proteinii byl identifikovan.
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Tab. 11
Prehled identifikovanych proteinti v plazmé MDS pacientl. Minimalni skore peptida

pro uspésnou identifikaci byly 2 jednotlivé peptidy.

Cislo  Protein AC Potet SC %

vzorku peptidi

1,2 Apolipoprotein B-100 P04114 29 9
Alpha-2-macroglobulin P01023 14 13
Fibrinogen beta chain P02675 6 19

3,4 Complement factor B P00751 7 9
Complement component C6 P13671 5 6
Complement C2 P06681 4 7

56 Gelsolin P06396 5 10
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 ~ P19827 3 5
Plasma protease C1 inhibitor P05155 2 6

7,8 Alpha-1-antichymotrypsin P01011 6 20
Afamin P43652 5 11
histidine rich glycoprotein P04196 4 10
Ceruloplasmin P00450 5 6
hemopexin P02790 2 6
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase Q96PD5 5 14
vitronectin P04004 4 12

AC — identifikac¢ni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot
SC % — procentualni pokryti sekvence
Pocet peptidii — pocet jednotlivych peptidt spliujicich minimalni hodnotu skére pro

identitu

5.2.2. S-nitrosylace

S-nitrosylace byla studovana na krevnich destickach pacienti s MDS a zdravych
darct. Vzorky plné krve byly ziskany od péti MDS pacientd ve veéku (56-72 let a péti
zdravych darcu (27-57 let) (Tab. 12).
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Tab. 12
Piehled MDS pacienti a pocet desti¢ek pro detekci S-nitrosylovanych

proteint.

C. pacienta Vék Pohlavi  Diagnéza Pocet desticek [tis/pl]

1 60 M Jiné MDS 110

2 65 M MDS/MPD  neméfeno
3 56 z RCMD 225

4 72 M RAEB-I 42

5 65 M RCMD 291

Z — 7ena

M — muz

Bylo identifikovano 5 riznych S-nitrosylovanych proteint (Obr. 26) (Tab. 13).
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Obr. 26: S-nitrosylované proteiny krevnich desticek MDS pacientit a zdravych ddrcii. PO
vyizolovani byly S-nitrosylované proteiny krevnich desticek u MDS pacientit (1-5) rozdéleny
pomoci SDS PAGE na gradientovych gelech (5-15%). Byla provedena negativni kontrola (B).
Cervené Sipky (A: 1-6) oznacuji zony S-nitrosylovanych proteinii, které byly identifikoviny.
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Tab. 13
Prehled identifikovanych S-nitrosylovanych proteinti v krevnich destickach MDS

pacienti. Minimalni skore peptidii pro uspésnou identifikaci byly 2 jednotlivé

peptidy.
C. vzorku Protein AC Podet SC %
peptidi

1 Fibrinogen gamma chain P02679 5 10

2 0

3 0

4 Desmoglein-1 Q02413 6 3
Serum albumin P02768 4 7

5 Actin, cytoplasmic 1 P60709 7 21
Actin, cytoplasmic 2 P63261 7 21

6 0

AC — identifikacni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot
SC % — procentualni pokryti sekvence
Pocet peptidit — pocet jednotlivych peptidt splitujicich minimalni hodnotu skére

pro identitu

5.3. PROTEIN-PROTEIN INTERAKCE U MDS

Druha ¢ast prace se zabyvala studiem protein-protein interakci v plazmé¢ MDS

pacientii pomoci metody SPR.

5.3.1. SPR biosenzor pro detekci VEGFR-1

Byla vyvinuta metoda pro specifickou a citlivou detekci pozadovaného proteinu (MDS
markeru — VEGFR-1) pomoci jeho fyziologického interakéniho partnera (VEGF-A) za pouziti
SPR.

Odpovéd senzoru na imobilizovany VEGF-A byla 7 nm, coz odpovida ~119 ng/cm2
proteinu na povrchu. Odezva senzoru na kovalentné navazany BSA byla 3,5 nm, coz
odpovida ~60 ng/cm®. TudiZ vysledné pokryti povrchu VEGF-A a BSA bylo v poméru 2:1
(Obr. 27). Stabilita ukotveného VEGF-A byla ovéfovana omytim senzoru PBNa pufrem.
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Nepozorovali jsme zménu v odezvé senzoru, z ¢ehoz vyplyva, Ze ukotveni VEGF-A na

povrch bylo stabilni.
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Obr. 27: Imobilizace VEGF-A. Odezva senzoru na imobilizaci vaskularniho endotelialniho
riistového faktoru (VEGF-A) ve fosfatovém pufru (PBS) na povrch cipu funcionalizovaného
samoskladnou monovrstvou alkylthiolii a ndsledné dovysyceni hovézim albuminem (BSA)
Vv acetdatovém pufru (sodium acetate, SA), odmyti nekovalentné navizanych molekul pomoci

PBNa a deaktivaci povrchu ethanolaminem (EA).

Interakce mezi VEGFR-1 a VEGF-A imobilizovaném na povrchu byla ovéfena inkubaci
senzoru s riznymi koncentracemi VEGFR-1 v PBS pufru (v rozmezi 25 — 500 ng/ml). Jak je
vidét na obrazku (Obr. 28), vazba VEGFR-1 na VEGF-A byla stabilni, specifickd a

koncentra¢né zavisla.
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Obr. 28: Detekce VEGFR-1 v pufru. Odezva senzoru na pét riznych koncentraci VEGFR-1
interagujiciho s VEGF-A imobilizovanym na povrch v detekcnich kandlech a s povrchem

pokrytym pouze BSA v referencnim kandle.

Experiment byl opakovan pro kazdou koncentraci ve 3 kanalech, reprodukovatelnost na ¢ipu
byla 85 % - 95 %. Reprodukovatelnost jednotlivych méfeni byla 88 % - 95 %. Byla sestavena
kalibra¢ni kiivka pro detekci VEGFR-1 pomoci VEGF-A v pufru s limitem detekce 3 ng/ml
(Obr. 29). Limit detekce byl definovan jako koncentrace VEGFR-1, ktera vyvola odpovéd’

senzoru rovnou trojnasobku standartni chyby Sumu signalu (3 x 0,9 pm).
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Obr. 29: Kalibracni kiivka pro detekci VEGFR-1 v pufru. Odezva senzoru korespondujici

S limitem detekce je zndzornéna horizontalni kirivkou (LOD).

Dale byla interakce VEGFR-1 s VEGF-A testovana v krevni plazmé. K 10% krevni
plazmé chudé na desticky ziskané od zdravych darci byl pfidan VEGFR-1 v koncentracich 50
— 500 ng/ml a takto pfipravena plazma byla inkubovana s povrchem senzoru s
imobilizovanym VEGF-A. Bylo zjisténo, ze BSA v pufru umoznoval redukovat nespecifickou
interakci plazmatickych proteini s povrchem. BSA/PBNa pufr svyssi iontovou silou
zajistoval odstranéni nespecificky navazanych proteint, ale zaroven nedochazelo k naruseni
vazby VEGFR-1 k imobilizovanému VEGF-A. Jako referen¢ni kanal byl pouzit kanal s
imobilizovanym VEGF-A, ktery byl inkubovan s plazmou bez pfidaného VEGFR-1 (Obr.
30).
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Obr. 30: Detekce VEGFR-1 v plazmé. Odezvy senzoru na rizné koncentrace VEGFR-1
v 10% krevni plazme. Maly vioZeny obrdzek zndazornuje detekci pomoci metody prepindani
mezi pufrem a vzorkem ve triceti vterinovych intervalech (= jeden cyklus). Tecky kinetickych

krivek reprezentuji hodnoty ziskané na konci kazdého cyklu.

Pro detekci v plazmé¢ byla pouzita metoda, pii které byl povrch ve tiiceti vtefinovych
intervalech stfidavé inkubovan s pufrem a plazmatickym vzorkem (= jeden cyklus). Proto
jsou kinetické kiivky znazornény teckami, ¢ili hodnotami ziskanymi na konci kazdého cyklu.
Na obrazku (Obr. 30) je vidét, ze ziskané kiivky korespondovaly s témi ziskanymi pii méteni
v pufru (Obr. 28) a odezvy odpovidaly riznym koncentracim VEGFR-1 v plazmé¢. Kalibra¢ni
zavislost detekce VEGFR-1 v 10% plazmé ziskana z nejméné tii meéteni pro kazdou

koncentraci je znazornéna na obrazku (Obr. 31) s limitem detekce 25 ng/ml.
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Obr. 31: Kalibracni kiivka pro detekci VEGFR-1 v plazmé. Kalibracni zavislost detekce

VEGFR-1v 10% #krevni plazme se zndazornénym limitem detekce pomoci horizontadlni linky.

Primérna odezva v referen¢nim kanale (odezva 10% plazmy s BSA/PBS bez VEGFR-
1 na povrch s imobilizovanym VEGF-A a BSA) byla 0,097 + 0,008 nm, coz odpovidalo
velmi nizké koncentraci (1,7 ng/cmz) nespecificky navazanych proteini krevni plazmy na

povrch.

Dale jsme testovali opakovanou pouzitelnost ¢ipu. VEGFR-1 byl odmyvan z povrchu
10 mM NaOH a seznor byl pouzit pro dalsi detekéni cyklus. Experimenty ukézaly, Ze po
odmyti je vazebna kapacita VEGF-A zachovana a reprodukovatelnost po péti detekcnich

cyklech byla vyssi nez 92 % (Obr. 32).
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Obr. 32: Regenerace ¢ipu. Regenerace cipu pomoci 10mM NaOH a ndslednd detekce
VEGFR-1 v 10% krevni plazmeé o koncentraci 50 ng/ml v péti cyklech.

5.3.2. Detekce VEGFR-1 v depletované plazmé

Zjistili jsme, Ze ztestovanych deplecnich technik, nejvice snizila nespecifickou
odezvu povrchu ke krevni plazmé deplece pomoci kolony Hul4. Tabulka (Tab. 14) uvadi
prehled identifikovanych proteint, jejichz vazba na povrch tvofila nespecifickou odezvu

senzoru.
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Tab. 14
Piehled plazmatickych proteinti vazajicich se na povrch SPR ¢ipu.

Minimalni skére peptidii pro tspé$nou identifikaci byly 2 jednotlivé peptidy.

Protein AC
serum albumin P02768
apolipoprotein A-1 P02647
complement C3 P01024
fibrinogen alfa chain P02671
Ig gamma-1 chain C region P01857
Ig lambda-2 chain C regions (3,6,7) POCGO05
Ig kappa chain C region P01834
Alpha-2-macroglobulin P01023

AC — identifikaéni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot

VSechny z identifikovanych proteinii byly odstranény depleci pomoci kolony Hul4.
Porovnani odezvy senzoru s imobilizovanym VEGF-A dovysyceného BSA na povrchu na

rizné koncentrace depletované a plné plazmy ukazuje obrazek (Obr. 33).
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Obr. 33: Odezva depletované a plné plazmy k povrchu s VEGF-A. Normalizovand odezva
senzoru na tri riizné koncentrace (2%, 10% a 20% (v/v)) plné plazmé a plazmé depletované

pomoct kolony Hul4.

SniZeni nespecifické odezvy umoznilo dosazeni 1,6x nizSiho limitu detekce VEGFR-1

na povrch s imobilizovanym VEGF-A v 10% depletované plazmé (Obr. 34).
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Obr. 34: Kalibracéni kiivka pro detekci VEGFR-1 v plné a depletované plazmé. Kalibracni
zavislost detekce VEGFR-1 v 10% redené plné krevni plazmé a 10% redené depletované

plazmé se znazornenym limitem detekce pomoci horizontalni linky.

5.3.3. MDS proteinovy ¢ip

Podle literatury byly vybrany proteiny, které se nachdzi ve zvySené koncentraci v
plazmé MDS pacienti a zaroven regulace jejich exprese podléhd redoxnim vliviim
v organizmu (dale oznacované jako ,,markery*). Dale byl ke kazdému z vybranych markert
nalezen protein, o némz je znamo, ze s markerem MDS interaguje a tato protein-protein
interakce je podstatou znamych (pato)fyziologickych procesti v organizmu. Bylo testovano,

zda bylo mozné interakci vybranych part sledovat pomoci SPR. Tabulka (Tab. 15) uvadi
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ptehled parti proteinti, které¢ spolu vzajemné interagovaly a tvorfily stabilni komplex, ktery

jsme sledovali pomoci SPR a byly tudiz vybrany pro proteinovy ¢ip.

Tab. 15
Proteiny tvofici body na Cipu a jejich vlastnosti (velikost, izoelektricky bod, identifika¢ni zaznam

v databézi Uniprot). 4 proteiny jsou markery MDS a 4 jsou jejich interakénimi partnery.

Markery MDS Molekulova pl Uniprot
hmotnost

VEGFR-1  Vascular endothelial growth factor receptor 1 151 kDa 8,66 P17948

CD86 T-lymphocyte activation antigen CD86 35 kDa 6,46 P42081

VCAM-1  Vascular cell adhesion protein 1 81 kDa 5,14 P19320

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 58 kDa 8,21 P05362

Interakéni partner

VEGF-A  Vascular endothelial growth factor A 27 kDa 9,21 P15692
CD152 Cytotoxic T-lymphocyte protein 4 25 kDa 6,7 P16410
VLA-4 Very late antigen 4 203 kDa
- Integrin alfa podjednotka 115 kDa 6,05 P13612
- Integrin beta podjednotka 88 kDa 5,27  P05556
LFA-1 Leukocyte adhesion glycoprotein LFA-1 214 kDa
- Integrin alfa podjednotka 129 kDa 54  P20701
- Integrin beta podjednotka 85 kDa 6,66 P05017

Obrazek (Obr. 35) znazornuje specifickou interakci VEGFR-1 s jeho protéjskem
VEGF-A pomoci SPR zobrazovani. Na vedlej§im bod¢ byl imobilizovan CD152, s nimz
VEGFR-1 neinteragoval.
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Obr. 35: Detekce VEGFR-1 v10% plazmé. Odezva senzoru na vazbu VEGFR-1 o
koncentraci (1 ug/ml) k riiznym proteinum imobilizovanym na povrchu (VEGF-A, CD152,
BSA).

Obrazek (Obr. 36) znazoriuje normalizované odezvy senzoru na deseti ruznych
bodech k fedéné plazmé zdravych darct (1-4), MDS RCMD pacienti (1-4) a MDS RAEB 11
pacienti (1-4). Pro identifikaci byly vybrany 4 body, které se nejvice lisily od kontrolnich

pacient a zarovei se jednalo o rizné proteiny, ptipadné rizné podskupiny MDS pacienti.
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Obr. 36: Odezvy senzoru k MDS pacientitm a zdravym ddrcim. Normalizované odezvy
senzoru na deseti riiznych bodech k 10% plazmé zdravych darci, MDS RCMD pacientii a
MDS RAEB Il pacientii. Osa X predstavuje jednotlivé body s proteiny, osa y normalizované
priimérné odezvy senzoru ze 2 méreni a osa Z 4 vzorky zdravych darcii (Normal 1-4), 4 vzorky
pacientit MDS s RCMD subtypem (RCMD 1-4) a 4 vzorky MDS pacientii se subtypem RAEB
Il (RAEB 1-4). Sipky piredstavuji vzorky vybrané pro identifikaci (S1 — S4).
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5.3.4. Identifikace - pilotni vysledky

Ve vzorku S1 bylo identifikovano 227 proteint, ve vzorku S2 1552 proteinl, ve
vzorku S3 759 proteint a ve vzorku S4 669 proteind. Data jsou vyjadiena pomoci tzv.
»powergraph* graft (Obr. 37). Zelené krouzky zde ptedstavuji skupinu proteint, které jsou
vzajemné spojeny, tj. kazdy protein v zeleném krouzku interagoval se vSemi ostatnimi
proteiny v zeleném krouzku. Cerné krouzky sdruzuji proteiny, které sdili spojeni s jinym
proteinem. Mapa byla rozdélena do 7 Klastri, v nichz proteiny sdilely podobné funkéni
vlastnosti nebo biologickou tlohu. Oblast ¢. 1 sdruzuje proteiny regulujici bunéény imunitni
systém (T-signalizace) a reorganizaci cytoskeletonu, do oblasti ¢islo 2 spadaji proteiny
ucastnici se ubikvitinylace a degradace enzymii, v oblasti €. 3 se nachéazeji proteiny nezbytné
pro bunéénou signalizaci, G proteiny a proteiny transmembranové signalizace, ve 4. klastru se
nachazeji proteiny Gcastnici se hemostazy, oblast ¢. 5 zahrnuje proteiny nezbytné pro syntézu
proteint, proteiny zajist'ujici transport do bunék a zpracovani zeleza a slozky komplementu,
v klastru ¢. 6 se nachazi integriny a proteiny ucastnici se bunécné adheze a integrinem
zprosttedkované signalizace a metastdzovani tumorti, do oblasti ¢. 7 spadaji proteiny
regulujici tonus hladké svaloviny a inhibice koagulace. Ptiloha ¢. 1 obsahuje mapu proteini
v kvalité¢ pdf pro detailni prohlizeni mapy. Pfiloha ¢. 2 obsahuje piehled identifikovanych

proteind, které jsou v mapé obsazeny a rozdéleny do klastrii.
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Obr. 37: Proteinova sit’ — powergraph. Schéma interakcni sité identifikovanych proteinii

(EntrezIDs). Schéma zndzornuje ovérena proteinova spojeni (databdze String Networks) nami

identifikovanych proteinit s proteiny na povrchu a mezi sebou navzdajem. \ priloze ¢. 1 je

mozno nalézt detailni obrdazek mapy v kvalité pdf (pouze elektronicka verze). Priloha ¢. 2 dava

detailni prehled o identifikovanych proteinech v jednotlivych klastrech. Zelené krouzky ve

schématu sdruzuji proteiny, které jsou vzdajemné spojeny, tj. kazdy protein v zeleném krouzku

interagoval se v§emi ostatnimi proteiny v zeleném krouzku. Cerné krouzky sdruzuji proteiny,

které sdili spojeni s jinym proteinem. Mapa je rozdélena do 7 klastrii sdruzujicich

identifikované proteiny s podobnymi funkcénimi viastnostmi nebo biologickou ilohou

(oznaceno cervené).
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Nasledujici obrazky (Obr. 38-40) a tabulky (Tab. 16 — 18) uvadi pichled proteint
vybranych dle ovétené interakéni databaze ze souboru proteinti identifikovanych ve vzorcich

S1-S4 a jejich mozna interak¢ni spojeni.

Pichled proteint ptimo interagujicich s VCAM-1 (Tab. 16 a Obr. 38)

Tab. 16
Ptehled proteinti ptimo interagujicich s proteinem VCAM-1.

AC Proteiny

P02649  Apolipoprotein E

QoUQS6 Fibronectin

P20701 Integrin alpha L

P05556  Integrin beta-1

P05107 Integrin beta-2

P05106 Integrin beta-3

P01042 Kininogen-1

P26038  Moesin

P17252  Protein kinase C alpha type (EC 2.7.11.13)

P12931  Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (EC=2.7.10.2)
P04179  Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial (EC=1.15.1.1)
P04275  von Willebrand factor

AC- identifikacni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot
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Obr. 38: Interakéni sit’ VCAM-1 (P19320) (vzorek S2 a S3). Prehled proteinii vybranych dle
overené interakcni databdze ze souboru proteinii identifikovanych ve vzorcich RCMD-1 a
RAEB II-1, které pravdepodobné primo interagovaly s proteinem VCAM-1. VCAM-1 vytvoril
komplex s integrinem alfa L (P20701), integrinem beta 1 (P05556), intergrinem beta 2
(P05107), integrinem beta-3 (P05106), a beta retézcem glykoproteinu na povrchu T-bunék
CD8 (Q9UQ56). VCAM-1 mohl interagovat s komplexem proteinkinasou C typ alfa (P17252)
a proto-onkogenni tyrosinkinasou Src (P12931). Protein VCAM-1 na povrchu je zndzornéen

Cervené, modre zvyraznéné proteiny jsou proteiny, které tvorily body na proteinovém cipu.
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Prehled proteint interagujicich s LFA-1 (Tab. 17 a Obr. 39).

Tab. 17

Ptehled proteinti interagujicich s proteinem LFA-1.
AC Proteiny

P04217  Alpha-1B-glycoprotein

Q59HB3  Apolipoprotein B

P01024  Complement C3

B2R6Q4  C-src tyrosine kinase, isoform CRA _a
Q00616  Cytochrome P450 55A2

Q6FIB4  F11 receptor

Q9UQS6  Fibronectin

E7ES66  Glycocalicin

P17301 Integrin alpha-2

P23229 Integrin alpha-6

P05556 Integrin beta-1

P05107 Integrin beta-2

P05106 Integrin beta-3

Q13418  Integrin-linked protein kinase (EC 2.7.11.1)
P01042 Kininogen-1

Q08722  Leukocyte surface antigen CD47
P00747 Plasminogen

Q6NUL9  Selectin P

D9ZGG2  Vitronectin

AC- identifikacni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot
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P01024

.
___P00747

P04217

Q00610

P02679
'P02671

P02675

Obr. 39: Interakéni sit’ LFA-1 (P20701, P05107) (vzorek S4). Prehled proteinii vybranych
dle ovérené interakcni databdze ze souboru proteinii identifikovanych ve vzorku RAEB [1-3,
které primo interagovaly s proteinem LFA-1 imobilizovanym na povrchu cipu. Protein LFA-1
obsahuje dvé podjednotky (P20701, P05107). Podjednotka integrin alfa L (P20701)
interagovala s podjednotkou intergrin beta 2 (P05107), ktera se nachdzela v komplexu s
integrinem beta-3 (P05106), integrinem beta 1 (P05556) a fibronektinem (Q9UQS6). Cely
komplex interagoval s molekulou VCAM-1, vitronektinem, integriny alfa 2 a 6 a kinasami
(tyrosinkinasou c-Src a proteinkinasou spojenou s integriny). Podjednotka integrin beta 2 pak
dale interagovala s komplexem retézcii fibrinogenu o, S, y (P02671, P02675, P02679) (B).
Protein LFA-1 na povrchu je zndzornén cervené, modre zvyraznéné proteiny jsou proteiny,

které tvorily body na proteinovém cipu.
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Prehled proteint interagujicich s CD152 (Tab. 18 a Obr. 40)

Tab. 18
Ptehled proteinti interagujicich s proteinem CD152.

AC Proteiny

P06239 Tyrosine-protein kinase Lck (EC 2.7.10.2)

P06241 Tyrosine-protein kinase Fyn (EC 2.7.10.2)

Q06124 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 (EC 3.1.3.48)
P07947 Tyrosine-protein kinase Yes (EC 2.7.10.2)

Q53XS4 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type (EC 3.1.3.48)

AC- identifikacni ¢islo proteinu dle databaze Swiss-Prot
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Obr. 40: Interakéni sit CD152 (P16410) (vzorek S5). Prehled proteinii vybranych dle
ovérené interakcni databaze ze souboru proteinu identifikovanych ve vzorku RCMD-3, které
primo interagovaly s proteinem CD152 imobilizovanym na povrchu cipu. Protein CD152
tvoril komplex s tyrosinkinasou Lck (P06239), ktery interagoval s komplexem obsahujicim
tyrosinkinasu Fyn (P06241) a tyrosinproteinfosfatasu nereceptorového typu 11 (Q06124).

Protein CD152 na povrchu je zndzornén cervené.
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6. DISKUSE

6.1. OXIDACNI STATUS U MDS

V nasi praci jsme nalezli signifikantné zvySené hladiny homocysteinu v plazmé¢ MDS
pacientli v porovnani se skupinou zdravych darcti. Tato data jsou v souladu s vysledky
Cortelezzi et al., ktefi popsali hyperhomocysteinémii u MDS pacientti (Cortelezzi A. et al.,
2001). Autofi také nalezli zvySené hladiny MDA u 6 pacienti s hyperhomocysteinémii a
predpokladali, ze hyperhomocysteinémie a oxidacni stres piispivaji k myelodysplazii kostni
diené u MDS spole¢né (Cortelezzi A. et al., 2001). Nicmén¢ podle nasich dat homocystein s
malondialdehydem nekoreloval. V nasi studii bylo pouzito 61 pacientti zahrnujicich 14 MDS
subtypu, Cortelezzi et al. stanovili MDA pouze u 17 pacientl, z nichZ u Sesti byla nalezena
hyperhomocysteinémie. Je tedy mozné piedpokladat, Ze stanoveni u vétsiho souboru dat vedlo
k odlisSnym vysledkim. Plazmatické hladiny homocysteinu jsou fizeny remethylaci
homocysteinu na methionin a transsulfuraci homocysteinu na cystein. Tyto transmethylacni a
transsulfuracni reakce jsou klicové v syntéze glutathionu a jsou nezbytné pro normalni rist,
diferenciaci a funkci bunék (Eldibany M.M. and Caprini J.A., 2007). Korelace homocysteinu
s glutathionem nebyla v nasi praci nalezena. K hyperhomocysteinémii muze také dochazet v
dasledku poruchy exkrece homocysteinu ledvinami nebo metabolickymi defekty, to souvisi S
nedostatkem vitamind, vékem i genetickymi defekty (Schalinske K.L. and Smazal A.L.,
2012). Vzhledem k tomu, Ze MDS pacienti zafazeni do studie méli priméry vek 63 let,
mohly tyto faktory hrat roli ve zvySené hladiné homocysteinu. Bylo zjisténo, ze S-
adenosylmethionin, meziprodukt metabolizmu homocysteinu, je zdrojem methylovych skupin
pfi tvorbé methylovanych arginylovych zbytkG v proteinech. Z takto modifikovanych
proteinl se mize pusobenim proteolyzy uvoliiovat asymetricky dimethylarginin (Stuhlinger
M.C. et al., 2001). Nase vysledky ukazaly, ze koncentrace ADMA byla signifikantné zvySena
v séru MDS pacientti v porovnani se zdravymi darci (Stikarova J. et al., 2013).

Dale naSe prace prezentovala signifikantné zvySené hadiny celkového cysteinu.
Zvysené hladiny cysteinu nebyly doposud v souvislosti s MDS popsany. Cystein je hlavnim
plazmatickym antioxidantem a jeho koncentrace odrazi oxidac¢ni procesy v organizmu (De
Chiara B. et al., 2012). Nalezena zvysena koncentrace cysteinu by mohla pfispivat

k oxida¢nimu stresu u MDS pacientii. Cystein je také hlavnim metabolitem a limitujicim
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faktorem v regulaci syntézy glutathionu (Dickinson D.A. and Forman H.J., 2002). Zvysena
koncentrace cysteinu u MDS by mohla souviset s poruchou metabolizmu glutathionu.

Nicméné bylo popsano, ze koncentrace cysteinu podobné jako homocysteinu vzristaji

s vékem (Bates C.J. et al., 2002).

Zjistili jsme, ze hladiny cysteinylglycinu byly signifikantné zvySené u MDS pacientl v
porovnani se zdravymi dérci. Hladiny cysteinylglycinu se vyznamné lisily i mezi jednotlivymi
podskupinami MDS, signifikantn¢ nejvyssi hladiny byly v podskupiné 1 v porovnani se
skupinou zdravych dérct a skupinou 4. Jedna se o podskupinu, v niZ jsou zarazeni pacienti s
nizkym rizikem dle WHO diagnoz, ktefi Casto trpi pfetizenim Zzelezem (souvislost t-CG s
zelezem je diskutovana nize). Ackoliv tento dipeptid nebyl tak intenzivné studovan jako
glutathion nebo homocystein bylo popsano, Ze hraje diileZitou roli v patofyziologii nékterych
onemocnéni (Sergueeva A.l. et al., 2008; De Donatis G.M. et al., 2010). V souvislosti s MDS
doposud studovan nebyl. Cysteinylglycin se na rozdil od cysteinu a homocysteinu s vékem

signifikantné neméni (Bates C.J. et al., 2002).

Cysteinylglycin je jednou z hlavnich slozek metabolizmu glutathionu a nezbytnym
substratem pro jeho syntézu. Nase vysledky ukazuji, ze hladiny glutathionu byly signifikantné
snizené v plazmé MDS pacientli v porovnani se zdravymi darci. Snizené hladiny glutathionu
v burikach u MDS pacientti byly popsany také skupinou Ghoti et al. (Biomarkers definition
working group, 2001; Pereira-Leal J.B. et al., 2006). Ghoti et al. popsali snizené hladiny
redukovaného GSH v Cervenych krvinkach, destickach a neutrofilech u MDS pacientt a jejich
korelaci se sérovym feritinem (Pereira-Leal J.B. et al., 2006). Nase vysledky ukazaly snizené
hladiny celkového plazmatického GSH, ktery nekoreloval se Zelezem ani feritinem. Tento
konflikt by bylo mozno vysvétlit odliSnymi experimentalnimi podminkami. V nasi praci jsme
jednak analyzovali hladinu celkového glutathionu (redukovaného 1 oxidovaného) a navic jsme
zjistovali jeho hladinu v plazmé, na rozdil od Ghoti et al., ktefi stanovili GSH v bunkach.
Bylo také zjisténo, ze hladina GSH v endotelialnich bunikach negativné koreluje s hladinou
ICAM-1. Zvyseni koncentrace GSH v cytosolu vede k potlaceni produkce ICAM-1 (Kevil
C.G. et al., 2004). Prace Passam et al. popsala zvySenou koncentraci rozpustné formy ICAM-
1 u pacientii s MDS onemocnénim (Passam F.H. et al., 2004). Jeho zvySena koncentrace v

plazmé by tedy mohla souviset se sniZzenou hladinou GSH.
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Vyznamné snizené hladiny glutathionu spolu se signifikantné zvySenymi hladinami
cysteinu a cysteinylglycinu, které jsme naméfili u MDS pacientl, by mohly souviset s
metabolizmem glutathionu. V nasi praci jsme sledovali aktivitu gama-glutamyltransferasy,
klicového enzymu v metabolizmu GSH, a jeji korelaci s GSH. Primérna aktivita GGT u MDS
pacientl byla 0,60 pkat/l, coz se blizilo horni hranici referen¢niho intervalu pro GGT (0,16 —
0,8 pkat/l). Navic hladiny GGT mirné negativné korelovaly s hladinami glutathionu u MDS
pacientd (r=-0,30, P=0,05). Bylo zjisténo, ze inhibice GGT vedla k blokaci metabolizmu
glutathionu a k jeho hromadéni vné bun¢k a bylo mozné tomu zabranit dodavkou CG (De
Donatis G.M. et al., 2010). V nasi praci byla aktivita GGT spise zvySena a hladina GSH
nizka, coz vypovidalo 0 mozné zvySené aktivit¢ GGT. Enzym GGT byl popsan jako marker
oxidaéniho stresu (Hanigan M.H. et al., 1999; Niccoli G. et al., 2013; Ravuri C. et al., 2013) a
predpoklada se, ze zvySena exprese GGT je dulezitym faktorem ve vyvoji agresivnéjsiho a
rezistentnéjsiho fenotypu rakovinnych bun¢k (Hanigan M.H. et al., 1999; Yin X. et al., 2013).
Na zékladé téchto vysledkti predpokladame, ze k uvedené zvySené koncentraci cysteinu a
cysteinylglycinu a snizené koncentraci glutathionu by mohlo dochézet v disledku zvySené

aktivity GGT u MDS pacientt.

Nase vysledky poprvé ukazaly signifikantné snizené hladiny dusitanti u MDS pacienti
v porovnani se zdravymi darci. Navic jsme zjistili, Ze dusitany byly signifikantné snizené u
vSech MDS podskupin ve srovnani se zdravou skupinou. Hladiny dusi¢nand se mezi t€émito
skupinami neliSily. Jedind prace, kterd se zabyvala produkci oxidu dusnatého v souvislosti s
MDS je studie Choi et al. Autofi sledovali korelaci mezi produkci NO (koncentrace NOx a
exprese inducibilni NO synthasy (iNOS)) a apotézou a zjistili, Ze hladiny NOx byly
vyznamné zvysSené v séru MDS pacientii a nekorelovaly s apoptdézou bunék MDS pacientil
(Choi J.W., 2003). Tento nesoulad s nasimi vysledky v hladinach NOx muze byt vysvétlen
tim, ze Choi et al. méfili celkovou sumu NOx (hladinu dusitanti i dusi¢nantl), zatimco my
jsme sledovali zvlast’ hladiny dusitand a zvlast’ hladiny dusi¢nand. Je znamo, ze koncentrace
dusi¢nani mize byt ovlivnéna jinymi faktory, jako je jejich pfijem v potravé, tvorba ve
slinach, inhalace, funkce ledvin a dalsi. Detekce NO v organizmu je pomérné naro¢na, kvuli
kratkému polocasu rozpadu (<0,1 s). NO je rychle oxidovan na dusitan (NOy), ptipadné
dusi¢nan, proto se pro jeho stanoveni NO produkce (aktivity eNOS) nejcastéji vyuzivala suma
dusitanti a dusi¢nanti (Moorcroft M.J. et al., 2001; Bryan N.S. and Grisham M.B., 2007).

Ukézalo se ovSem, ze aktivitu NO synthasy v cévach mnohem Iépe odrazi hladina dusitana
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(Lauer T. et al., 2001; Kleinbongard P. et al., 2003). Tudiz produkci NO a jeji souvislost s

apoptdzou a aktivitou NOS by bylo vhodnéjsi sledovat pomoci hladiny dusitand.

Koncentrace NO produktti v plazmé muize byt ovlivnéna také vékem (Kawakatsu M.
etal., 2002; Alusik S. et al., 2008). Alusik et al. zjistili, ze hladina dusitant u starSich pacienti
(nad 80) byla mirné¢ snizend vhledem ke kontrolni skupiné (v€k 30), naopak hladina
dusi¢nanii byla zvysend u skupiny starSich vzhledem ke kontrolni skuping, nicméné ani v
jednom piipadé nebyly nalezené rozdily signifikantni (Alusik S. et al., 2008). Podobn¢ v praci
Kawatsu et al. popsali nevyznamné zvysené hladiny NOx u Zen 1 muza v souvislosti s vékem

(Kawakatsu M. et al., 2002).

Oxid dusnaty v plazmé je rychle vychytavan ¢ervenymi krvinkami, v nichZ reaguje s
oxyhemoglobinem za vzniku methemoglobinu a dusi¢nant (Lee J.M. et al., 2007). V nasi
studii jsme méli 19 pacientt, ktefi v ramci 1é¢by dostavali pravidelné krevni transfuze. U
takovych pacientu je riziko zvySené koncentrace volného hemoglobinu v krvi v dusledku
rozpadu erytrocytll, volny Hb by mohl NO vychytavat (Vermeulen Windsant I.C. et al.,
2012). Rozdélili jsme tedy pacienty na skupinu, ktera dostavala pravidelné krevni transfuze a
na skupinu netransfundovanych pacientt a testovali hypotézu, zda pravidelné transfundovani
pacienti méli niz§i koncentraci dusitanii nez druhad skupina. Pomoci oboustranného t-testu
jsme zjistili, ze transfundovani pacienti se vyznamn¢ nelisili od netransfundovanych pacientii
(P=0,137), nicmén¢ hladina dusitani byla u transfundovanych pacientd niz§i ve srovnani

s druhou skupinou.

Bylo zjisténo, ze v dusledku oxidac¢niho stresu dochazi k reakci oxidu dusnatého
reakci s ROS za vzniku peroxodusitanu (Dalle-Donne . et al., 2006). Oxida¢ni stres také vede
k odpojeni endotelialni NO synthasy v dusledku oxidace kofaktoru eNOS
tetrahydrobiopterinu (Li H. and Forstermann U., 2013). Pouzitim korela¢niho testu jsme
zjistili, ze koncentrace dusitant negativné mirné korelovaly s hladinami malondialdehydu (r=-
0,339, P=0,006). K odpojeni eNOS muze dochazet také v dusledku zvySenych hladin

asymetrického dimethylargininu.

V nasi skuping jsme zjistili, ze koncentrace ADMA byla signifikantné zvySena v séru
MDS pacient ve sttednim véku v porovnani se zdravymi darci (Stikarova J. et al., 2013). U

této skupiny jsme také nalezli signifikantné zvySenou hladinu MDA a vyznamné snizenou
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hladinu dusitani v porovnani se zdravymi darci, zatimco hladina Zzeleza spadala do
referencnich mezi a hladina feritinu byla zvySend. Na =zakladé¢ téchto vysledka
predpokladame, ze oxidacni stres (MDA) spolu se zvySenou hladinou ADMA u MDS
pacienti vede k prepnuti eNOS a nasledné produkci superoxidového radikalu. Tento
ptedpoklad je podpofen nalezenou snizenou hladinou dusitanti u MDS pacientl, ke které
nejspi§ dochazi inhibici aktivity enzymu eNOS. Ke zvySené methylaci arginylovych zbytka
proteinit a jejich nésledné proteolyze, coz ma za nasledek zvySenou koncentraci
methylovanych derivatt argininu v krvi, vede pravdépodobné zvysena exprese PRMTS, ktera
byla v souvislosti s onkohematologickymi onemocnénimi jiz popsana (Cheung N. et al., 2007,
LiuF. etal., 2011).

Predpokladame tedy, ze ke snizené hladin¢ dusitani u MDS pacientll v porovnani se
zdravou skupinou dochazelo jednak snizenou produkci oxidu dusnatého NO synthasou
odpojenim eNOS v disledku oxida¢niho stresu a také caste€né reakci dusitand S volnym
hemoglobinem, jehoz koncentrace byla zvySena u ¢asto transfundovanych pacientt. Jak jiz
bylo feceno, oxid dusnaty hraje roli v mnoha fyziologickych procesech a jeho snizena
koncentrace v plazmé muze souviset s dysfunkci cév, poruchou imunity, poruchami
koagulace a dalsi (Beckman J.S. and Koppenol W.H., 1996). Bylo také zjisténo, ze oxid
dusnaty reguluje expresi VEGF, na druhou stranu zase VEGF reguluje produkci NO
endotelialni NOS (Dulak J. and Jozkowicz A., 2002; Kimura H. and Esumi H., 2003). Oxid

dusnaty proto mize hrat také vyznamnou roli v angiogenezi®* MDS.

V naSi praci jsme nalezli zvySené hladiny aminothiolii (cystein, cysteinylglycin,
homocystein) u podskupiny 1 ptipadné 2, tyto podskupiny zahrnovaly ¢asna stadia MDS,
ktera jsou obecné charakterizovana zvySenou apoptézou a Castou transfuzni 1écbou (Leitch
H.A., 2011). Bylo popsano, ze u téchto stadii dochazi ke vzniku oxidaéniho stresu v disledku
zvysené koncentrace volného zeleza (Biomarkers definition working group, 2001,
Gattermann N. and Rachmilewitz E.A., 2011; Leitch H.A., 2011). V nasSich vysledcich se
hladiny Zeleza ani feritinu u podskupin s ¢asnymi stadii MDS (1, 2) signifikantné nelisily od
ostatnich podskupin. Po pferozdé€leni pacientii do dvou skupin na pacienty, kteti méli zvySené

hladiny Zeleza a vyzadovali chelata¢ni terapii (CH) a pacienty nevyzadujici chelatac¢ni terapii

¥ Novotvorba cév typickd pro nadorova onemocnéni véetné MDS (Pruneri G. et al., 1999)
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(non-CH) jsme zjistili, ze skupina CH m¢la signifikantn¢ zvysené hladiny zeleza a feritinu ve
srovnani s non-CH, ale hladiny aminothiolti ani dusitand se mezi nimi vyznamné nelisily.
Hladiny malondialdehydu byly signifikantné zvysené u skupiny CH vs. non-CH. Stejné tomu
bylo u skupiny MDS pacientt, ktefi byli 1é¢eni transfuzni terapii v porovnani se skupinou
pacientli neléCenych transfuzni terapii. Z uvedené¢ho vyplyva, ze oxidacni stres u MDS
prezentovany zvysenou koncentraci aminothiolil a snizenou koncentraci dusitanti vV porovnani

se zdravymi darci nemusi pfimo souviset s pretizenim zelezem.

Jak bylo jiz zminéno, stanoveni cysteinu a homocysteinu muze byt ovlivnéno vékem,
zatimco pro stanoveni koncentrace oxidu dusnatého a cysteinylglycin byl ukazan vliv véku
jako nesignifikantni, jak je diskutovano u jednotlivych parametri (Bates C.J. et al., 2002;
Kawakatsu M. et al., 2002). Optimaln¢ by méla kontrolni skupina v€kové odpovidat skupiné
pacientli s MDS onemocnénim, ale to se nachazi prevazné u starSi populace. Nicméné sbér
kontrolni skupiny u starSich osob je problematicky vzhledem k jinym onemocnénim, které se
u star$i populace Casto vyskytuje (diabetes, hypertenze a jiné) a mohly by tudiz vyznamné
ovlivnit ziskané vysledky. Navic MDS se nevyskytuje pouze u starSich osob. Po zvazeni
téchto fakti jsme se rozhodli porovnat nasi skupinu pacientll s mladsi zdravou kontrolni

skupinou, abychom mohli pozorovat vSechny zmény, které se mezi nimi vyskytovaly.

6.2. OXIDACNI MODIFIKACE PROTEINU U MDS

6.2.1. Karbonylace

Zjistili jsme, ze v plazmé pacienti s MDS byla celkova karbonylace proteinti o 20 %
vyS$$i nez u zdravych darct. Karbonylace byla popsana v souvislosti s mnoha (Chen X. et al.,
2000; Kettle A.J. et al., 2004; Battisti V. et al., 2008; Musolino C. et al., 2011). V praci
Ahmad et al. nalezli signifikantné zvySenou hladinu karbonylovanych proteinli a
malondialdehydu v séru pacientii s chronickou myeloidni leukémii (Ahmad R. et al., 2008).
Musolino et al. popsal zvysené hladiny karbonylti u mnohocetného myelomu (Musolino C. et
al.,, 2011). Nicméné doposud nebyla provedena studie, ktera by se zabyvala studiem
karbonylovanych proteinti u MDS. Nase vysledky ukazovaly na ptitomnost oxidacniho stresu

Vv plazm¢ MDS pacientl, zvlast¢ pak zvySenou hladinu MDA u pacientl s pfetizenim
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zelezem, kterd je kliCovou pro vznik karbonylovanych skupin. Opét je tieba brat v tivahu
moznou souvislost karbonylace s vékem. Ackoliv bylo popsano, Ze obsah karbonylovanych
skupin v proteinech nékterych tkani vzrusta se starnutim (Levine R.L. and Stadtman E.R.,
2001), studie Garibaldiho et al. ukazala, ze obsah karbonylovanych proteini v plazmé je
stejny u mladsi populace stejné jako u starSich lidi a nesouvisi ani s pohlavim (Garibaldi S. et

al., 2001).

Identifikovali jsme 16 riznych proteint, z nichz nékteré mohly podléhat karbonylaci
v souvislosti s MDS. Pouzitim metody jednorozmérné SDS PAGE s naslednou imunodetekci
jsme vizualizovali zény, které obsahovaly smés proteinti S podobnou migraci, z nichz nékteré
byly karbonylované. Tyto experimenty vedly k ziskani souboru potencialné karbonylovanych
proteint, které by mohly karbonylacim podléhat v souvislosti s MDS onemocnénim a mohly
by slouzit jako dobré vychodisko pro dalSi experimenty. Nekteré proteiny mohou byt ke
karbonylaci citlivéjsi diky pfitomnosti vazebnych mist pro ionty kovii nebo jejich strukturnim
vlastnostem, ale i diky pfitomnosti patogennich faktorti v daném prostfedi (Madian A.G. et
al.,, 2011). My jsme nejprve odstranili 14 nejhojnéji zastoupenych proteind, které jsou
hlavnimi vychytdvac¢i karbonyli a mohly by =zastinit ostatni ,,zajimavéjSi“ proteiny.
V nasledujicich odstavcich je uveden piehled nalezenych proteind, z nichz nékteré mohou
podléhat karbonylaci v souvislosti s MDS, a diskutovan vliv této modifikace na vlastnosti a

chovani proteinu a jejich mozna role v patofyziologii MDS.

Jednim z nejvétSich nalezenych proteind byl ceruloplazmin. Jedna se 0 glykoprotein
(111 kDa) obsahujici 6-7 atom médi, jenz je vyznamnym transportérem Zeleza ptes bunééné
membrany. Bylo zjisté€no, ze karbonylace tohoto proteinu vede ke ztrat€ jeho antioxidacnich
schopnosti (Kang J.H. et al., 2001). Podobné dusledky by mohla mit i karbonylace dalsiho
identifikovaného proteinu — afaminu. Tento protein (69 kDa) zajistuje transport a reguluje
hladinu vitaminu E v krvi (Jackson D. et al., 2007; Tolek A. et al., 2012). Tento protein nebyl
v souvislosti s MDS doposud popséan. Vitamin E je vyznamnym antioxidantem a porucha jeho
transportu v diisledku karbonylace afaminu by mohla hrat roli v patogenezi oxidac¢niho stresu
u MDS. Dalsim z identifikovanych proteini byl glykoprotein bohaty na histidin (histidine rich
glycoprotein - HRG). Jedna se o glykoprotein (60 kDa), exprimovany v makrofazich a
v nadorovych buinkach a sekretovany do plazmy. Tento protein je zahrnuty v mnoha

fyziologickych 1 patofyziologickych procesech jako je imunitni odpovéd’, chemotaxe,
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bunééna adheze, angiogeneze, koagulace a fibrinolyza (Donate F. et al., 2004; Dixelius J. et
al., 2006; Ohta T. et al., 2009). Jednou z jeho funkci je regulace VEGF signalni drahy a
regulace nadorové angiogeneze. Utastni se také nadorové imunity regulaci tumor-
asociovanych makrofagl, coz vede k potla¢eni nadorového ristu a tvorby metastaz (Rolny C.
et al., 2011). Karbonylace v souvislosti s HRG nebyla doposud popsana, dokonce ani jeho
souvislost s MDS. Nicméné jiz vysly studie, které poukazovaly na roli angiogeneze a VEGF u
MDS (Pruneri G. et al., 1999; Lundberg L.G. et al., 2006; Wimazal F. et al., 2006).
Ptredpokladame, ze moznd karbonylace HRG u MDS pacienti by mohla hrat roli v
angiogennich procesech a patologii MDS. OvSem tyto ptedpoklady vyzaduji jesté dalsi studie.
Gelsolin je protein (86 kDa) zavisly na pritomnosti Ca®* iontf. Jedna ze dvou exprimovanych
izoforem je sekretovand do plazmy. Gelsolin je nezbytny pro reorganizaci cytoskeletonu
béhem rustu a apoptézy bunék (Shirkoohi R. et al., 2012). Bylo zjisténo, ze gelsolin ma
snizenou expresi v nékolika typech nadorovych onemocnéni vcetné myelomonocytarni
leukémie (Ullmannova V. et al., 2003; Tanaka H. et al., 2006) a mize fungovat jako tumor
supresor (Sagawa N. et al., 2003). Tudiz mozna ztrata funkce gelsolinu karbonylaci by mohla
mit podobny efekt jako jeho sniZzend exprese. Mozna karbonylace gelsolinu by tak mohla hrat
roli v defektnim vyvoji monocytarni vétve myeloidni linie a byt tak soucasti patogeneze
chronické myelomonocytarni leukémie (CMML). Nekteré z identifikovanych proteinti byly
sloZkami komplementu (komplement faktor B, komponenta C2, komponenta komplementu
C6) nebo jeho inhibitory (plazmaticky inhibitor C1, vitronektin). Poruchy komplementu u
MDS popsala skupina Willaescusa et al., ktera namétila pokles koncentrace komplementu C3
a pozménénou hemolytickou aktivitu faktoru B u MDS pacientli se Spatnou prognoézou
(Villaescusa Blanco R. et al., 1998). V praci Morreti et al. byly poruchy komplementu u MDS
také asociovany se $patnou prognézou. V na$i studii byli zahrnuti pacienti S pfiznivou
progndézou (RARS) i s neptiznivymi prognézami (RAEB-I, RAEB-II), nicméné¢ vySe zminéné
proteiny se nasly predev§im u pacientli s RARS. Mezi nalezenymi proteiny byly beta fetézce
fibrinogenu. Studovali jsme vliv modifikaci na vlastnosti fibrinogenu a zjistili jsme, Ze ze
tiech testovanych modifikacnich ¢inidel (malondialdehyd, hypochlorid, peroxodusitan)
zpusoboval malodiladehyd vznik nejvice karbonylovanych skupin v molekule fibrinogenu.
Jak jiz bylo zminéno, MDA se u MDS pacienti nachazel ve zvysené koncentraci (Stikarova J.
et al., 2013). Modifikace fibrinogenu ovlivnila agregaci, adhezi krevnich desti¢ek a tvorbu

fibrinové sité (Stikarova J. et al., 2013). Tudiz nalezené Fetézce fibrinogenu, které by mohly
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byt karbonylované u MDS pacient, by mohly hrat roli v poruchach hemostazy, ktera
onemocnéni MDS ¢asto provazi. Apolipoproteiny, alfa-makroglobuliny a hemopexin jsou
proteiny casto podléhajici oxidaci a byly asociovany i s jinymi onemocnénimi (nefroticky
syndrom, diabetes, cévni onemocnéni), proto jim v souvislosti s MDS nebyla vénovana vétsi

pozornost (Madian A.G. et al., 2011).

Je dulezité poznamenat, ze karbonylace mtze byt také soucasti signalizacnich procesu.
Interakce reaktivnich karbonylovych sloucenin (vazanych na proteiny i volnych)
S povrchovymi membranovymi receptory vyvolava bunécnou odpoveéd’ spusténim signalnich
drah zahrnujicich P21 ras, mitogen aktivované proteinkinasy a jaderny faktor-«B (Yan S.D. et
al., 1994; Akhand A.A. et al., 1999). Karbonylaci by tak mohlo dochazet tedy nejen ke ztraté
funkce proteinu oxidacni modifikaci, ale i k pozménéné expresi jinych proteint hrajicich roli

v patofyziologii MDS (napi. VEGFR-1, ICAM-1, VCAM-1)

6.2.2. S-nitrosylace

Detekce a identifikace S-nitrosylovanych proteinii v organizmu je diky nestabilité S-
NO vazby velmi naro¢na. V metod¢ BST bylo nejprve potieba optimalizovat jednotlivé kroky
(délka redukce a koncentrace askorbatu) tak, abychom spolehlivé a zaroven specificky
redukovali -S-NO vazbu. Pro specifickou detekci byla navic provadéna negativni kontrola.
Jednotlivé kroky a spolehlivost metody byly nejprve ovéfeny na proteinech aktivovanych
krevnich desticek zdravych darct, ve kterych byla pfitomnost S-nitrosylovanych proteintl jiZ

prokazana (Morrell C.N. et al., 2005; Essex D.W., 2009).

V naSi praci jsme nasli tyto S-nitrosylované proteiny v krevnich destickach MDS
pacientl: cytoplazmaticky aktin 1 a 2, y fetézec fibrinogenu, sérovy albumin a desmoglein. U
desti¢ek zdravych darct byla popsana S-nitrosylace N-ethylmaleiimid senzitivniho faktoru,
proteindisulfidisomerasy, integrinu allbp3 (Zai A. et al., 1999; Yan B. and Smith J.W., 2000;
Morrell C.N. et al., 2005), zatimco S-nitrosylace destickovych proteini u MDS doposud
studovana nebyla. V nésledujicich odstavcich je uveden piehled nalezenych S-
nitrosylovanych desti¢kovych proteini u MDS pacientl a diskutovéan vliv této modifikace na

vlastnosti a chovani proteinu a jejich mozna role v patofyziologii hemostazy u MDS pacientt.
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Fibrinogen je dilezitym aktivatorem desticek prostfednictvim integrinového receptoru
allbB3 nezbytny pro tvorbu priméarni hemostatické zatky. Vazebné misto pro destickovy
integrin je na gama fetézci fibrinogenu. K zabranéni této aktivace muze dojit jednak
konforma¢nimi zménami receptoru, ale také jeho ligandu. Zjistili jsme, ze modifikace
fibrinogenu testovanymi Cinidly vedla k pozménéné tvorbé fibrinové sité a zplsobovala
snizenou aktivaci krevnich desti¢ek (Stikarova J. et al., 2013). Bylo zji§téno, Ze S-
nitrosylovany glutathion dokazal také pozménit strukturu fibrinogenu (Akhter S. et al., 2002).
S-nitrosylace fibrinogenu mohla tedy podobné vést ke konformacnim zménam a zptsobovat
tak omezenou aktivaci destiek pfes integrinovy receptor u MDS pacientd. DalSim nalezenym
S-nitrosylovanym proteinem byl aktin. Aktin obsahuje 6 thiolovych skupin na C- konci. Tento
usek molekuly aktinu je nezbytny k jeho polymerizaci a cytoskeletarni reorganizaci pii
aktivaci desticek (Fiaschi T. et al., 2006). Zaroven je tento usek velice dobfe dostupny jinym
molekulam a modifika¢nim ¢inidlim. S-nitrosylace cysteinovych zbytka aktinu byla nalezena
v buikdch neutrofili, kde zpusobovala pozménénou polymerizaci aktinu a tvorbu sité
snaslednou inhibici integrinového receptoru (Schoenenberger C.A. et al., 1999).
Predpokladame, Ze S-nitrosylace aktinu v destickach by mohla mit podobné disledky jako ve
zminovanych neutrofilech. Zajimavym identifikovanym S-nitrosylovanym proteinem byl
desmoglein. Jednalo se o membranovy glykoprotein protein (113 kDa), ktery je ze skupiny
kadherini. Tento protein je soucdsti desmozomdlnich spojeni a zprostiedkovava
mezibunéénou adhezi bunék zprostfedkovanou filamenty. Neddvno byl identifikovan jako
cytoplazmaticky proteinovy fragment v supernatantu aktivovanych desti¢ek, nicméné
predpokladd se, Ze nebyl soucasti krevnich desticek, ale intaktnim proteinovym
kontaminantem pfenaSenym zbytkovymi mikrocasticemi nebo destickovymi fragmenty (Fong
studii S-nitrosylovanych proteini u krevnich desticek zdravych darci nalezen nebyl
(Pecankova K., 2010). Je tedy mozné, Ze jeho pritomnost v krevnich desti¢kach souvisela

s MDS onemocnénim, ale je také mozné, Ze byl pouhym kontaminantem.

Predpokladame, Ze S-nitrosylace proteint krevnich desticek u MDS vedla k poSkozeni
jejich funkce a tak miize byt pfi¢inou krvéacivych stavii komplikujicich MDS onemocnéni.
Tendence ke krvaceni typickd pro MDS je Casto pfisuzovana trombocytopenii, nicméné dle
poslednich studii dochazelo k poskozeni desticek u MDS a jejich nasledné dysfunkci (Frobel
J. et al., 2013; Martin M. et al., 2013). Bylo zjisténo, ze krevni desticky u MDS m¢ély
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snizenou schopnost aktivace a vykazovaly apoptotické znaky V porovnani s destickami
zdravych darcu (Martin M. et al., 2013). Predpoklada se, ze dochazelo k poruse signalni drahy
ptes integrin allbB3 vedouci ke snizené aktivaci, sekreci a agregaci (Frobel J. et al., 2013).
V praci Ghoti et al. bylo zjisténo, ze v krevnich destickach u MDS pacienti byla zvySena
koncentrace ROS a snizena koncentrace redukovaného GSH (Pereira-Leal J.B. et al., 2006),

coz vypovida a oxidacnim stresu v krevnich destickach MDS pacienti.

Domnivame se, ze zvySena koncentrace prooxidacnich latek v plazmé MDS pacientt
vedla k oxida¢nim modifikacim proteini krevnich desti¢ek a tim poSkozovala jejich funkci.
Oxidac¢ni stres a S-nitrosylace jsou tak pravdépodobné jednou z pfic¢in krvacivych stavi u

MDS pacientt.

6.3. VYVOJ PROTEINOVEHO CIPU

6.3.1. SPR biosenzor pro detekci VEGFR-1

Pfi vyvoji biosenzoru pro detekci VEGFR-1 bylo tieba nalézt vhodnou imobilizaci
interakéniho partnera (VEGF-A) dané¢ho analytu. Proteiny musely byt imobilizovany na
povrch tak, aby byla zachovana jejich biologickd aktivita a pfistupnost cilového mista pro
interakci s jejich prot&jsky. Zaroven bylo tfeba dosahnout dostate¢ného pokryti povrchu Cipu
a predejit nespecifické interakci analytii a jinych molekul biologického materidlu na povrch
¢ipu. Dle prace Keyt et al. jsou pro interakci VEGF-A s VEGFR-1 kritickymi negativné
nabité aminokyselinové zbytky (Asp®, GIu®, a GIu®") v aktivnim misté VEGF-A (Keyt B.A.
et al., 1996). Proto byl v nasi praci VEGF-A imobilizovan kovalentné vznikem amidové
vazby mezi amino- skupinami na molekule VEGF-A a aktivovanymi karboxylovymi
skupinami alkylthiold. Negativné¢ nabité skupiny VEGF-A tak zustaly ptistupné pro
fyziologickou interakci s VEGFR-1. Pro zabranéni nespecifické adsorpce VEGFR-1 na
povrch byl povrch vysycen BSA. Je zndmo, Ze molekuly albuminu maji tendenci se vazat
jedna k druhé a vytvaret tak multivrstvu. V nasich ptedchozich experimentech jsme zjistili, Ze
odezva senzoru na monovrstvu BSA byla 11 nm. Proto po imobilizaci VEGF-A byl povrch
dovysycen tak, aby celkovad odezva senzoru na imobilizované molekuly na povrchu doséhla

11 nm. Delsi inkubace povrchu s BSA vedla ke snizeni odezvy senzoru na vazbu VEGFR-1
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s VEGF-A, pravdépodobné v disledku toho, ze BSA tvofil mutlivrstvu a redukoval tak
vazebna mista ligandu VEGF-A pro VEGFR-1.

Dale bylo nutné ovéfit, zda pozorovana odezva odpovida specifické interakci VEGF-A
s VEGFR-1. Pro ovéfeni specifické interakce VEGFR-1 s VEGF-A v pufru jsme porovnavali
odezvu senzoru na povrch pokryty VEGF-A a BSA, povrch pouze s VEGF-A a povrch pouze
s BSA. Na povrch pokryty pouze s VEGF-A byla nespecificka adsorpce 1,8x vyssi a na
povrch pokryty pouze BSA byla odezva 50x niz$i. Stanovili jsme detekéni limit pro detekci
VEGFR-1 v pufru, ktery byl 3 ng/ml. Pii detekci VEGFR-1 v ifedéné plazmé dochézelo
k nespecifickym interakcim plazmatickych proteinti s povrchem. BSA v pufru umozioval
redukovat nespecifickou interakci plazmatickych proteinti s povrchem. 2% BSA/PBNa pufr
S vyssi iontovou silou zajistoval odstranéni nespecificky navazanych proteint, ale zaroven
nedochéazelo k naruseni vazby VEGFR-1 k imobilizovanému VEGF-A. Interakce VEGF-
A/VEGFR-1 byla specificka a stabilni, dosahli jsme limitu detekce 25 ng/ml. Ovéfili jsme, ze
interakce VEGF-A s VEGFR-1 byla stabilni, specificka a koncentra¢né zavisla. Jako prvni
jsme vyvinuli metodu pro detekci VEGFR-1 pomoci SPR. Bylo popséano, ze plazmaticka
koncentrace VEGFR-1 v plazm¢é pacientd dosahuje koncentrace 0,5 ng/mL, zatimco u
zdravych darci je asi 0,02 ng/ml. Soucasné metody pouzivané Kk detekci VEGFR-1 jsou
imunologické techniky (napf. enzymatickd imunoanalyza (ELISA)) zaloZené na pouziti
protilatek k uchyceni proteinu a fluorescencénich znacek nebo enzymatické amplifikace
k vizualizaci vazby protilatka-protein. Hlavnimi nevyhodami uvedenych metod je pouzivani
vysoce specifickych protilatek, jejichz vyroba je obtiznd a drahd. Pouziti protilatek také
omezuje moznost detekce VEGFR-1 v komplexech sjinymi molekulami v dusledku
stochiometrickych a sterickych omezeni (Belgore F.M. et al., 2001; Vaisocherova H. et al.,
2009). Interakce protilatka-protein navic nepiedstavuje fyziologickou interakci a biologickou
aktivitu proteinu. Ackoliv ndmi vyvinuty senzor nedosahoval takové citlivosti, jako napf.
ELISA, vyzadovala detekce pouze jeden rozpoznavaci element a mohla tak umoznit detekci
VEGFR-1 v komplexech s jinymi proteiny. Vzhledem k tomu, ze pifesna role rozpustného
VEGFR-1 u MDS neni zcela objasnéna, ma SPR metoda pro detekci VEGFR-1, piipadné
komplexu proteini s VEGFR-1, pomoci jeho fyziologického protéjsku VEGF-A velky
potencial. Tato prace piedstavuje model pro tvorbu proteinového ¢ipu pro studium protein-

protein interakci v patofyziologii MDS.
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6.3.2. Priprava komplexniho vzorku

Plazma je komplexni vzorek, a ackoliv vyvoj novych povrchi s minimalni
nespecifickou odezvou jde rychle vpted, citliva detekce malo zastoupenych proteinti v plazmé
je stale obtiznd. Testovali jsme rizné metody piipravy vzorku, které by snizili nespecifickou
odezvu senzoru a zvysily tak citlivost ¢ipu k proteiniim, které se mohou nachdzet v plazmé
MDS pacienti ve velmi malé koncentraci. Deplecni techniky jsou hojné vyuzivany
Vv proteomice pii identifikacnich i kvantifika¢nich metodach (Polaskova V. et al., 2010). Pro
studium protein-protein interakci a detekci pomoci SPR jesté vyuzity nebyly. Pomoci
hmotnostni spektrometrie jsme zjistili, ze nespecifickou odezvu tvotily piedev§im albumin,
komplement, fibrinogen, imunoglobuliny, apolipoprotein a alfa-1-antitrypsin, a potvrdilo se,
ze odezva senzoru na plazmu depletovanou kolonou Hul4, kterd vSechny uvedené proteiny
VEGFR-1 v 10% plazmé. Je ovSem tieba brat zietel na moznost odstranéni nékterych
proteinii vazanych na depletované proteiny. Tento krok byl ovéfen piidanim VEGFR-1 do
plazmy pted depleci a zjistili jsme, Ze VEGFR-1 se eluuje ve druhé frakci spolu
s depletovanymi proteiny. Dlouhy proces deplece za pokojové teploty také miize vést
k poskozeni a ztraté funkce analytd. Bylo tedy tfeba nejprve ovéfit, zda nedochazi k eluci
proteinu v komplexu s odstranénymi hojné zastoupenymi proteiny ve 2. frakci a jestli je
cilovy protein dostatecné stabilni. Pro studium interakci pomoci proteinového Cipu byla tedy

Z tohoto diivodu pouzita plazma plna.

6.3.3. Proteinovy cip

Nejpouzivangj§i metody pro studium protein-protein interakci jsou kvasni¢ny
dvojhybridni systém (Y2H), afinitni purifikace (AP) s naslednou hmotnostni spektrometrii
(Ito T. et al., 2001; Berggard T. et al., 2007) a proteinové ¢ipy, tzv. ,,high-throughput™ metody
umoziujici analyzu velkého poCtu interakci v jediném experimentu (Schena M., 2006).
Metoda Y2H slouzi ke studiu parovych interakci a je limitovana na proteiny, které mohou byt
transportovany do jadra a zachovavaji si strukturu a aktivitu ve form¢ fhzniho proteinu
(Gentleman R. and Huber W., 2007; Wildova M. and Rumlova M., 2008). Afinitni purifikace
jsou hojné vyuzivany ke studiu proteinovych komplext v bunééném lyzatu nebo jiném
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biologickém materialu a v kombinaci s hmotnostni spektrometrii je metoda vhodna ke studiu
interakce znamého proteinu s neznamymi (Gavin A.C. et al., 2002; Wildova M. and Rumlova
M., 2008). Ovsem ani jedna z vy$e uvedenych metod neumoziuje ,,high-throughput* detekci.
Proteinové Cipy jsou vybornym nastrojem pro hledani biomarkerd, pro diagnostiku a
ptedevsim jednou z hlavnich metod systémové biologie zabyvajici se vztahy a chovanim
vSech prvki v biologickém systému (Yang L. et al., 2011). Nase prace se zabyvala ptipravou
SPR proteinového Cipu, ktery vyuzival fyziologickych interakei ke studiu patofyziologickych
procest myelodysplastického syndromu. Pfedpokladali jsme, Ze nalezené rozdily pomoci SPR
¢ipu a jejich naslednd identifikace povede k odhaleni oblasti subproteomu u MDS pacientt,
jejiz nasledné studium prispéje k objasnéni nékterych signalnich procest v patofyziologii
MDS.

Rozdily byly hledany pomoci osmi ukotvenych proteint (4 part), pricemz Etyfi z nich
jsou biomarkery MDS onemocnéni a zaroven jejich exprese podléha redoxnim vlivam,
zbyvajici ¢tyfi jsou jejich fyziologickymi partnery (receptory/ligandy) a jejich interakce
s MDS markery je soucasti znamé signalni drahy. V nasi praci byly receptory a jejich ligandy
imobilizovany kontaktni depozici pomoci kovalentni amidové vazby. Nebylo tedy nutné
protein fizovat nebo modifikovat riznymi znaCkami (rozdil od AP). Zachovéni struktury a
aktivity studovaného proteinu béhem imobilizace na povrch ¢ipu jsme ovétili sledovanim
interakce se znamym proteinem. Zaroven bylo ovéfeno, ze vybrané proteiny mély vysokou
afinitu ke svym partnerim, nizkou disociacni konstantu a tvofily stabilni komplexy

vyvolavajici odezvu, kterou bylo mozné urcit pomoci SPR.

Zatimco metoda Y2H umoZiuje studovat pouze parové interakce, metoda SPR je
vhodna ke studiu jak parovych interakci, tak ke studiu tvorby proteinovych komplexd.
Metodou SPR je mozné sledovat permanentni fyzické interakce® i prechodné fyzické

inerakce®. V naSem experimentu jsme rozliSovali pravé pozitivni interakce® a pravé negativni

* Permanentni fyzické interakce jsou takové, které vytvéieji stabilni komplex vykonavajici n&jakou
biomolekularni (strukturni nebo funkéni) tlohu, zatimco pfechodné fyzické interakce vznikaji pouze za urcitych

podminek k vykonani specifické biomolekularni funkce (De Las Rivas J. and de Luis A., 2004).

® Pravé pozitivni interakce jsou interakce, které jsou testovany a pozorovany. Jako pravé negativni
interakce jsou oznaCovany interakce, které neexistuji a v experimentu nejsou pozorovany. Fale$né negativni
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interakce®. K fale$né negativnim interakcim® mohlo dochéazet v disledku velmi nizké
koncentrace proteinu ve vzorku, nizké afinity proteind, piipadné Spatné dostupnosti
interak¢énich mist na imobilizovaném proteinu. Zkresleni vysledki falesné pozitivnimi
interakcemi® jsme predchazeli vyhodnocenim dat pomoci databaze experimentalné ovéfenych

interakci String Networks.

Castym problémem metod pro studium protein-protein interakci je nespecifiénost.
V nasi studii jsme se potykali s nespecifickou interakci plazmy s povrchem. Ta byla
sledovana jednak pomoci kontrolniho bodu (blank) a piipadna odezva senzoru na
nespecifickou interakci s povrchem pak byla odectena od primérnych specifickych interakci.
Navic pfi identifikaci interagujicich proteini byla provadéna negativni kontrola.
Identifikované proteiny tvoftici nespecifickou interakci s povrchem byly ode¢teny od souboru

proteini identifikovanych po interakci se studovanym proteinem.

Specifi¢nost interakce mezi proteiny jsme fesili tfemi zpusoby: 1. ovéfili jsme ji
detekci interakce mezi zndmymi dvojicemi proteintl, 2. pii detekci interakei v plazmé byl Cip
po interakci plazmy s cilovymi proteiny inkubovan 10 min s pufrem o vyssi iontové sile, kdy
dochdzelo k preruSeni nestabilnich a nekovalentnich vazeb a tudiz k odmyti nespecificky
interagujicich proteind, 3. z identifikovanych proteinii pak byly popsany pouze ty, jejichz
interakce snaSimi cilovymi proteiny byla experimentalné potvrzena a popsana Vv
databazi String Networks. Je zifejmé, Ze pro studovani jednotlivych interakci, jejich
konkrétnich Uloh v komplexech a hledani novych interakci by bylo potfeba jednotlivé
interakce ovéfovat a hodnotit také jinymi technikami. Nicméné cilem této prace bylo
identifikovat proteiny zajimavé pro studium MDS, jejichz odhaleni bude nasledovano
ovéfovanim vztahd mezi proteiny v jednotlivych komplexech a hledanim nezndmych
interakci. Tato prace navrhuje novy model proteinového ¢ipu pro studium MDS a predstavuje

pilotni data identifikovanych proteinti.

interakce jsou interakce, které existuji, ale v experimentu nejsou pozorovany. Fale$né pozitivni interakce jsou

interakce, které neexistuji, ale v experimentu jsou pozorovany (Gentleman R. and Huber W., 2007).
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6.3.4. MDS signalizace — pilotni vysledky

Myelodysplasticky syndrom byl doposud intenzivné studovan pomoci DNA
mikro€ipd, Cipt pro karyotypizaci jednonukleotidového polymorfizmu a proteinovych Cipt
reverzni faze (Vasikova A. et al., 2009; Peng H. et al., 2012; Shaffer L.G. et al., 2013). Dle
naseho nejlepsiho védomi dosud nevysla studie zabyvajici se protein-protein interakcemi u
myelodysplastického syndromu. V na$i praci jsme navrhli SPR proteinovy ¢ip, na jehoz
povrchu se nachazely proteiny, které hraji roli v MDS onemocnéni. Pomoci Cipu jsme pak
vybraly 4 body, které se nejvice lisily od kontrolnich pacientli a zaroven se jednalo o rizné
proteiny, pfipadné rizné podskupiny MDS pacientli a pomoci hmotnostni spektrometrie jsme

identifikovali proteiny, které rozdily tvofily.

K identifikaci nalezenych proteinli byly v nasi praci pouzity dvé proteinové databaze
dostupné na internetu: Swissprot a TrEMBL. Swissprot je rozsédhlou databazi obsahujici
informace o funkénich vlastnostech proteinu, posttranslacnich modifikacich, struktufe,
doménach a dalsich. TrEMBL piedstavuje databdzi translatovanych vSech kodujicich
nukleotidovych sekvenci v databdzi EMBL, které jeSté¢ nebyly zahrnuty do databaze
Swissprot. V TrEMBLu jsou zahrnuty T-bunéné receptory, syntetické sekvence, fragmenty
krat$i nez 8 aminokyselin a koédujici sekvence, které s velkou pravdépodobnosti nekoduji

skute¢ny protein (O'Donovan C. et al., 2002).

Ke zpracovani velkého mnoZstvi dat jsme vyuzili grafické znazornéni. Existuje mnoho
typl grafického znazornéni, které nabizi piehled pfimych a nepfimych binarnich interakci,
znazornéni komplext - graf typu ,bipartite”, asymetrickych interakci - ,.directed-graph*
(pomoci proteinu B nalezneme protein A, ale pomoci proteinu A nenalezneme protein B) a
dalsi (Gentleman R. and Huber W., 2007). V nasi praci byly pouzity tzv. ,,powergraph grafy.
Jednad se o pomérné novou formu znazornéni interak¢ni sité, kterd umoziuje piehledné
znazornéni binarnich interakci a zaroven komplext véetné zachovani informace o jejich

vnitini organizaci (Royer L. et al., 2008).

Na zéklad¢ identifikovanych souborii jsme vytvofili proteinovou mapu ze vSech
identifikovanych proteint, které interagovaly s vybranymi proteiny na povrchu. Interakéni
proteinova sit’” navrhla soubor proteinil interagujicich s proteiny na povrchu, dale skupinu

proteinti, které pravdépodobné tvoii proteinové komplexy s imobilizovanymi proteiny a
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mozné komplexy, se kterymi by mohly imobilizované proteiny interagovat. Znazornéni
pomoci powergrafii také umoznilo 1épe zachytit topologii sité. Cerné krouzky shlukovaly
proteiny, o kterych je znamo, ze spolu interaguji a zaroven proteiny S podobnou funkci nebo
biologickou ulohou. Nase studie zahrnovala plazmatické proteiny, rozpustné formy
membranovych proteinli nebo bunécné proteiny sekretované do plazmy. Jednalo se o soubory
proteinli zapojenych v hemostaze, aktivaci T-lymfocytl a imunitni odpovédi organizmu,
proteintl zajist'ujicich pfenos signalu do bunky, proteinii zahrnutych v buné¢ném transportu a
metabolizmu Zeleza a souboru sdruzujicim proteiny tcastnici se regulace rastu, metastazovani
tumorl, bunééné adheze, degradace a syntézy proteind. Na zaklad¢ této sit¢ navrhujeme

uvedené oblasti proteomu k dal$imu studiu v souvislosti s MDS onemocnénim.

Dale jsme se zabyvali proteiny z identifikovaného souboru proteint, které mohly dle
databaze String Networks pfimo interagovat s jednotlivymi proteiny na povrchu. Na zékladé
”in silico” analyzy ptfedpokladdme, Ze komponenta v plazmé& pacienti s RAEB II-3
interagujici s proteinem LFA-1 navdzanym na SPR ¢ipu je komplex dalSich integrind,
piedevsim podjednotek proteinu VLA-4. Integriny alfa a beta jsou receptory na povrchu
lymfocytl,, monocytl a eozinofilt, které zprostredkovavaji migraci bunék imunitniho systému
ptes cévni sténu do extravaskularni matrix béhem imunitni odpovédi organizmu (Yusuf-
Makagiansar H. et al., 2002). Interakce téchto integrint s fibronektinem, ktery se v komplexu
také nachdzel je soucasti procesi u chronickych zanétlivych onemocnéni, jako jsou
revmatoidni artritida, alergie, lupenka a astma. DalSimi z nalezenych moZnych interagujicich
proteini byl protein VCAM-1 a tyrosinkinasa c-Src a proteinkinasa spojena s integriny.
Aktivaci integrind v prubéhu bunééné adheze dochazi k aktivaci c-Src tyrosinkinasy a
spusténi signalni drahy regulujici bunéénou adhezi, migraci a morfologické zmény vcetné
neoplastické transformace (Thomas S.M. and Brugge J.S., 1997; Goldberg G.S. et al., 2003).
Src signalni dréha je klicova pro buné¢nou migraci a invazi spojenou s nadorovou progresi a

metastazovanim (Aleshin A. and Finn R.S., 2010; Sen B. and Johnson F.M., 2011).

Podobné v plazmé pacientt s RCMD-1 a RAEB I1-1 mohl protein VCAM-1 vytvofit
opét komplex s integriny a fibronektinem. Cely komplex by mohl interagovat s komplexem,
ktery tvorily proteinkinasa C typ alfa (Serine/threonine-protein kinase N1, PCKa) a
protoonkogenni tyrosinkinasa Src. Tyto vysledky ukazuji, ze podobn¢ jako u pacienta RAEB
[1-3 by mohla hrat u pacienti s RCMD-1 a RAEB 1I-1 roli Src tyrosinkinasa.
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Studium interakéni sit¢ ukazalo, ze v plazmé MDS pacienti RCMD-3 existovala
moznost tvorby komplexu proteinu CD152 a tyrosinkinasy Lck, ktery by mohl dale
interagovat s komplexem obsahujicim tyrosinkinasu Fyn a tyrosinproteinfosfatasu
nereceptorového typu 11 a s proteiny tyrosinkinasou Yes a tyrosinproteinfosfatasou
nereceptorového typu 11 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11, SHP-2).
CD152 je negativnim regulatorem T-lymfocytarni aktivace. Tyrosinproteinfosfatasy a
tyrosinkinasy jsou dulezitymi regulatory exprese CD152 na bunécném povrchu a CD152
zprostiedkované inhibice T-lymfocytli, nicméné pfesny mechanizmus a role CD152
v imunitnich odpovédich organizmu neni zcela objasnéna (Walker L.S. and Sansom D.M.,
2011).

Skupina Src tyrosinkinas (protoonkogenni c-Src) ma 9 ¢lend, pficemz tyrosinkinasy
Src, Fyn, Yes jsou na vSech buinkich, zatimco ostatni jsou pouze na buikach
hematopoetickych. Src tyrosinkinasy jsou dilezitymi regulatory signalnich drah zahrnutych
v buné&cné proliferaci, adhezi a migraci (Ostman A. et al., 2006). Bylo popsano, ze nékteré ze
Src tyrosinkinas byly zvySené exprimované u AML (Boehrer S. et al., 2011), chronické
myeloidni leukémie (Doki N. et al., 2012) a B bunétné chronické lymfocytarni leukémie
(Hussein K. et al., 2009). U AML vedla blokace c-Src tyrosinkinas k inhibici fosforylace a
indukovala apoptozu leukemickych bun€k (Boehrer S. et al., 2011). U MDS byla vyrazné
exprimovand pouze HCK Scr tyrosinkinasa, zatimco exprese Lyn tyrosinkinasy u AML
vyvinuté z MDS byla vyznamné snizena (Hussein K. et al., 2009). PCKa se tcastni mnoha
biologickych procesii jako jsou proliferace, apoptdza, diferenciace, pohyb a zénét. Je
aktivovana pies tyrosinkinasové receptory a efekt jeji aktivace zalezi na tom kde, kdy a
jakymi substraty byla PCKo aktivovana (Nakashima S., 2002). Tyrosinkinasy Src a
proteinkinasy C byly také nedavno popsany jako nové cile terapie MDS (Gore S.D., 2004). Je
zfejmé, ze tyrosinkinasy Src a proteinkinasy C by mohly hrat dilezitou roli ve vyvoji

myeloidnich malignit, ov§em jejich funkce v patologii MDS nebyla jesté objasnéna.

Proteinovy ¢ip umoznil ziskani velkého mnozstvi cennych dat, ktera nam pomohla
vytipovat oblasti proteomu zajimavé pro dalsi studium MDS. Prezentovana interakéni sit’ je
uziteCnym nastrojem, ktery ptehledné ukazuje cast lidského proteomu, experimentalné
ziskaného ve studovaném systému, v souvislosti s jiz zndmymi interakcemi proteinti a

pomaha tak najit cile pro analyzu novych sdruZeni a signaliza¢nich drah.
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/. ZAVER

Stanovili jsme parametry oxidac¢niho stresu u MDS pacientil a zdravych darct a zjistili
jsme, ze u MDS pacientii dochazi k oxidacnimu stresu. Jako prvni jsme popsali zvySenou
koncentraci celkového cysteinu a cysteinylglycinu a snizenou koncentraci celkového
glutathionu a oxidu dusnatého v plazmé¢ MDS pacienti V porovnani se zdravymi darci.
Uvedené parametry nekorelovaly s hladinami volného Zeleza nebo feritinu v plazmé¢ MDS
pacientl. Zjistili jsme, Ze pacienti pfetizeni zelezem meély signifikantné zvySené hladiny
malondialdehydu, ale ostatni parametry se mezi nimi vyznamné neliSily. Poprvé jsme nalezli
signifikantné zvysené hladiny derivati argininu a MDA u MDS pacientti s normalni hladinou
zeleza (Stikarova J. et al., 2013). Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze oxidaéni stres

nesouvisi pouze se zvySenymi hladinami Zeleza u MDS pacientd.

Ziskali jsme soubor proteint, ktery by mohl obsahovat karbonylované proteiny a
charakterizovali jsme S-nitrosylace proteini u MDS pacientt, které nebyly v souvislosti
s MDS doposud studovany. Stanovili jsme rozkladné produkty methylovanych proteind
(ADMA, MMA, SDMA) a zjistili jsme, Ze jejich koncentrace byla signifikantné zvySena u
MDS pacientt, coz vypovidalo o zvySené methylaci proteinti u MDS pacientt (Stikarova J. et
al., 2013). Vplazm¢ MDS pacienti jsme nalezli signifikantné zvySenou koncentraci
karbonylovanych proteinii ve srovnani se zdravymi darci a identifikovali jsme 16 rtiznych
proteind, z nichz nékteré by mohly byt karbonylované v souvislosti s MDS onemocnénim.
V krevnich destickach MDS pacientd jsme nalezli 5 proteint, které podléhaji S-nitrosylaci u
MDS pacientt. Pfedpokladame, Zze mozna karbonylace, u nékterych z nalezenych proteint, by
mohla byt nejen disledkem, ale i jednou z pficin oxida¢niho stresu u MDS pacientt. Dale pak
by mohla souviset s angiogenezi, defektnim vyvojem monocytarni vétve myeloidni linie u
CMML, poruchami hemostazy a poruchami komplementu popsanych u MDS (Stikarova J. et
al., 2013). Vzhledem k tomu, ze karbonylace je také soucasti signaliza¢nich procesti, mohlo
dochézet tedy nejen ke ztrat¢ funkce proteinu oxida¢ni modifikaci, ale také k pozménéné
expresi jinych proteind hrajicich roli v patofyziologii MDS (VEFGR-1, ICAM-1, VCAM-1).
Piedpokladame, ze S-nitrosylace destickovych proteini vede k omezené aktivaci desticek a
poskozeni jejich funkce. Domnivame se, Ze oxidacni stres v plazmé MDS pacientli je tak

pravdépodobné jednou z pfi€in krvacivych stavli u MDS pacienti.
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Popsali jsme plazmatické proteiny ucastnici se patofyziologickych procestt u MDS
pomoci metody SPR a hmotnostni spektrometrie. Byl vyvinut SPR biosenzor pro detekci
markeru MDS VEGFR-1 pomoci jeho fyziologického protéjsku VEGF-A (Pimkova K. et al.,
2012). Optimalizovali jsme podminky imobilizace a interakce s VEGFR-1 v 2% plazm¢ na
SPR na ¢ipu. VEGF-A na povrchu tvofil stabilni vrstvu s dostatenym poctem vazebnych
mist pro VEGFR-1 a zachovanim jeho biologické aktivity. Byl navrhnut SPR proteinovy ¢ip,
pomoci n&jz jsme nalezli rozdily mezi zdravymi darci a pacienty s MDS. Identifikovali jsme
soubor proteint, z n¢jz nékteré tvotily komplex s kli€ovymi molekulami MDS onemocnéni a
vytipovali jsme tak oblasti subproteomu, které by mohli hrat roli v patofyziologii MDS.

Navrhujeme moznou roli Src tyrosinkinas v patogenezi MDS.

Nase vysledky byly v souladu s hypotézou €. 1, ktera tvrdila, ze oxidacéni stres, ke
kterému dochazi v plazmé MDS pacientt, nevznika pouze v dusledku pietizeni zelezem, ale i
z jinych pfi¢in. Pfedpokladdme, Ze k uvedené zvysené koncentraci cysteinu a cysteinylglycinu
a snizené koncentraci glutathionu by mohlo dochazet v disledku zvysené aktivity GGT u
MDS pacientii. Zatimco snizend koncentrace oxidu dusnatého byla pravdépodobné zptisobena
sniZzenou produkci oxidu dusnatého endotelidlni NO synthasou odpojenim eNOS v disledku
oxidacniho stresu a pfipadné vazby dusitant na volny hemoglobin. Na zéklad€¢ uvedenych dat
predpokladame, ze oxidacni stres u MDS pacienti by mohl vznikat poSkozenim eNOS
snaslednou produkci superoxidového radikalu v disledku zvySené koncentrace

methylovanych arginint.

Nase data byla v souladu s hypotézou €. 2, jejimz tvrzenim bylo, Ze oxidacni stres u
MDS je dilezZitou pfi¢inou zmén proteomu u MDS. Priace navrhuje moZnou roli Src
tyrosinkinas v patofyziologii MDS a jeho progresi do AML. Nase vysledky ukazaly, ze
proteinovy Cip umoznil ziskani velkého mnoZstvi cennych dat, kterd poskytuji nihled do
patologickych procesit MDS a nabizi formulace novych hypotéz. Prezentovana interakéni sit
je uzitecnym nastrojem, ktery piehledné ukazuje ¢ést lidského proteomu, experimentalné
ziskaného ve studovaném systému, v souvislosti s jiz znamymi interakcemi proteint. Takto
nalezené predpokladané interakce lze testovat nezdvislymi metodami a tak nachéazet nova
sdruzeni a signaliza¢ni drdhy proteinli. Verifikované vysledky pak poslouzi jako vychozi

odrazovy mustek pro dalsi experimenty a terapeutické cile.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN acetonitril

ADMA asymetricky dimethylarginin
AdoHcy S-adenosylhomocystein
AdoMet S-adenosylmethionin

AK aminokyselina

AML akutni myeloidni leukémie

ANOVA analyza rozptylu

AP afinitni purifikace

ATP adenosintrifosfat

ATR oslabeny totalni odraz (atenuated total refraction)

BCIP 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat (draselna sul)

BHT 2,6-bis-(terc.butyl)-4-methylfenol

BSA hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

BST biotin swich technique

C cystein

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CCD z angl. charged-coupled device

CD152 cytotoxicky T-lymfocytarni protein 4 (Cytotoxic T-lymphocyte protein 4, CTLA-
4)

CD28 T-cell-specific surface glycoprotein CD28

CD80 T-lymphocyte activation antigen CD80

CD86 T-lymfocyt aktivaéni antigen (T-lymphocyte activation antigen CD86)

CG cysteinylglycin

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CMML chronicka myelomonocytarni leukémie

CTLA-4 viz CD152

CZE kapilarni zonova elektroforéza
DAF-2 4,5-diaminofluorescein

DAN 2,3-diaminonaftalen

DMF N,N-dimethylformamid
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DNPH
DTT
EA
EDC
eNOS
EPR
f.c.
GGT
GMP
GSH
GSSG
Hb
HEPES
HPLC

HPLC-ECD
CH

IAA
ICAM-1
IPSS

LC
LFA-1
LOO'
MDA
MDS
MDS/MPD
MMA
MMTS
MS
NADP(H)
NAL
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dinitrofenylhydrazin

1,4-dithiothreitol

ethanolamin
3-(ethyliminomethylideneamino)-N,N-dimethylpropan-1-amin
endotelialni NO synthasa

elektronova paramagnetické rezonance

findlni koncentrace

gama-glutamyltranferasa

guanosinmonofosfat

glutathion

glutathiondisulfid

hemoglobin

N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatogramy)

HPLC s elektrochemickou detekci

pacienti vyzadujici chelatacni terapii

lodacetamin

intracelularni adhezni molekula (Intercellular adhesion molecule 1)
mezinarnodni prognosticky skorovaci systém (international prognostic scoring
system)

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

leukocytarni funkéni antigen — 1 (Leukocyte adhesion glycoprotein LFA-1)
lipoperoxylovy radikal

malondialdehyd

myelodysplasticky syndrom

MDS/myeloproliferativni onemocnéni

monomethylarginin

S-methylmethanthiosulfonat

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nizkomolekuldrni antioxida¢ni latky
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NBT

NHS
non-CH
NOS
NTBI

PBS
PCKa
PPP
PRMTs
PRP
PVDF

RA

RAEB
RAEB-T
RARS
RCMD
RCMD-5q
RCMD-RS
RNS

ROS

SA

SBDF
SC-NHL
SD
SDMA
SDS

SDS PAGE
SHP-2

sSICAM

SOD
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nitro blue tetrazolium chlorid

1-hydroxypyrrolidin-2,5-dion

pacienti nevyzadujici chelatacni terapii

NO synthasa

zelezo navazané na transferin (non-tranferin bound iron)
fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

proteinkinasa C typ alfa (Serine/threonine-protein kinase N1)
plazma chuda na desticky (plasma poor platelets)
proteinargininmethyltransferasy

plazma bohata na desticky (plasma rich platelets)
polyvinyldifluorid

refrakterni anémie (refractory anemia)

refrakterni anémie s excesi blasti

refrakterni anémie s excesi blastli v transformaci

refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty

refrakterni anémie s multilinearni dysplazii

RCMD s 5q syndromem

RCMD s prstencitymi sideroblasty

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

acetat sodny (sodium acetate)
amonium-7-fluorobenzofurazan-4-sulfonat

SC-non-Hodkin lymfom

smérodatna odchylka (standard deviation)

symetricky dimethylarginin

sodiumdodecylsulfat sodny

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza
tyrosinproteinfostatasa nereceptorového typu 11 (Tyrosine-protein phosphatase
non-receptor type 11)

rozpustna forma intracelularni adhezni molekuly 1 (soluble intercellular adhesion
molecule 1)

superoxiddismutasa
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SPR
sVCAM-1

SVEGFR-1

TBA
t-C
TCA
t-CG
TEMED
t-GSH
t-H

Trx
TTAH
VCAM-1
VEGF

VEGFR-1

VEGFR-2

VLA-4

WHO
Y2H
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rezonance povrchového plazmonu (surface plasmon resonance)

rozpustna forma vaskularniho bunééného adhezniho proteinu 1 (soluble vascular
cell adhesion protein 1)

rozpustna forma receptoru pro vaskularni endotelialni riustovy faktor (soluble
vascular endothelial growth factor receptor 1)

kyselina thiobarbiturova

celkovy cystein (total cysteine)

kyselina trichloroctova

celkovy cysteinylglycin (total cysteinylglycine)
N,N,N",N"-tetramethyl-ethylendiamin

celkovy glutathion

celkovy homocystein

thioredoxin

tetradecyltrimethylamonium hydroxid

vaskulérni bunéény adhezni protein 1

vaskularni endotelialni rustovy faktor A (Vascular endothelial growth factor A),
také VEGF-A

receptor pro vaskularni endotelialni rtstovy faktor 1 (Vascular endothelial growth
factor receptor 1)

receptor pro vaskularni endotelialni rustovy faktor 2 (Vascular endothelial growth
factor receptor 2)

velmi pozdni antigen 4 (Very late antigen 4)

svétova zdravotnicka organizace (world health organisation)

kvasni¢ny dvojhybridni systém
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9. ABSTRAKT

Oxida¢ni stres je vyznamnym faktorem v karcinogenezi onkohematologickych
onemocnéni, ovSem jeho role v patogenezi myelodysplastického syndromu (MDS) nebyla
doposud objasnéna. V této praci jsme stanovili oxidacni status v plazmé MDS pacientli a
sledovali zmény proteomu (oxidacni modifikace proteini, interakce a vznik komplext), ke

kterym v plazmé MDS pacientli v disledku oxida¢niho stresu dochazi.

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie jsme stanovili hladiny celkového
cysteinu, homocysteinu, cysteinylglycinu, glutathionu, dusitanti a dusi¢nanti v plazmé 61
MDS pacienti a 23 zdravych darci. Oxidacni stres u MDS pacientli prezentovany
signifikantné¢ snizenymi hladinami glutathionu a dusitani a signifikantné zvySenymi
hladinami ostatnich aminothiolii nekoreloval s pfetizenim Zzelezem. Dale jsme naméfili
zvysené hladiny asymetrického dimethylargininu v séru pacientii sttedniho véku s MDS, které
souvisi s posttranslaéni modifikaci arginylovych zbytkl proteint. Nalezli jsme signifikantné
zvySenou hladinu karbonylovanych proteinti v plazmé MDS v porovnani se zdravymi darci.
Pomoci hmotnostni spektrometrie jsme identifikovali pét S-nitrosylovanych proteinti krevnich
desticek u MDS pacientll a navrhli jsme soubor Sestnécti plazmatickych proteinti, z nichz
nékteré mohou byt s velkou pravdépodobnosti karbonylované v souvislosti s MDS. Vyvinuli
jsme biosenzor pro detekci proteinového markeru MDS receptoru pro vaskularni endotelidlni
rastovy faktor 1 (soluble vascular endothelial growth factor receptor 1, SVEGFR-1), ktery
vyuziva piirozené interakce VEGFR-1 s jeho ligandem vaskularnim endotelialnim rastovym
faktorem A. Byl navrhnut SPR proteinovy Cip, pomoci n€jZz jsme identifikovali proteiny
tvofici komplex s kliGovymi molekulami MDS onemocnéni. Vytipovali jsme tak soubor

proteint hrajicich roli v patofyziologii MDS, ktery by mohl byt cilem dalsich studii.

Prace predklada oxida¢ni procesy jako dileZitou pfi¢inu zmén proteomu u MDS, které

hraji vyznamnou roli v patofyziologii MDS.

Klicova slova: myelodysplasticky syndrom, oxida¢ni stres, SPR, posttransla¢ni

modifikace, protein-protein interakce.

145



Oxidacni stres a proteomika u MDS

10. ABSTRACT

Oxidative stress is an important factor in carcinogenesis of oncohematological
diseases. However its role in the pathogenesis of myelodysplastic syndromes (MDS) remains
unclear. In this study, we have determined the oxidative status and evaluated proteomic
changes in plasma of MDS patients as a consequence of oxidative dysbalance (oxidative

modifications, protein-protein interaction and complex forming).

We measured the levels of total cysteine, homocysteine, cysteinyglycine, glutathione,
nitrites and nitrates in the plasma from 61 MDS patients and 23 healthy donors using high
performance liquid chromatography. Glutathione and nitrites levels reduced significantly
while other aminothiols levels increased significantly in plasma of MDS patients. This
association with oxidative stress did not correlate with iron overload. We also found enhanced
levels of asymmetric dimethylarginine in serums of middle aged patients with MDS that
correlate to posttranslational modifications of proteins arginyl residues. Furthermore,
carbonylated proteins level was significantly elevated in MDS patients compared to healthy
donors. Using mass spectrometry, 5 S-nitrosylated blood platelets proteins were identified in
plasma and blood platelets of MDS patients and set of 16 plasma proteins with high
probability of carbonylation has been suggested. The surface plasmon resonance (SPR)
biosensor system for the direct and label-free detection of a soluble vascular endothelial
growth factor receptor (SVEGFR-1) which takes advantage of a high affinity interaction
between VEGFR-1 and its ligand vascular endothelial growth factor A has been developed.
We designed a SPR protein chip allowing us to identify proteins forming complex with key
molecules of MDS disease. We identified possible key proteins in MDS pathophysiology,

which could be elucidated by further studies.

This study presents oxidative processes in MDS as an important cause proteomic

changes and its significant role in the pathophysiology of MDS.

Key words: myelodysplastic syndromes, oxidative stress, SPR, posttranslational

modification, protein-protein interaction.
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Priloha 1

Proteinova mapa.
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Priloha 2

Prehled identifikovanych proteinznazorgnych ve schématu

interakéni sit.



Oblast AC Protein
A4D275 Actin related protein 2/3 complex, subunit 1B, 41kDa
Q53R19 Actin related protein 2/3 complex, subunit 2, 34kDa, isoform CRA_a
P61160 Actin-related protein 2
015145 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3
015511  Actin-related protein 2/3 complex subunit 5
B4DXW1 Actin-related protein 3
Q9HBI1 Beta-parvin
Q96111 CRMP1 protein
Q7L576 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
Q96F07 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2
Q59GB4 Dihydropyrimidinase-like 2 variant
QO5DE9 FYB protein
BOLPF3  Growth factor receptor-bound protein 2
Q14344 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13
P30273  High affinity immunoglobulin epsilon receptor subunit gamma
Q13094 Lymphocyte cytosolic protein 2
Q13813 Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1
B2ZZ89  Spectrin beta non-erythrocytic 1
075563 Src kinase-associated phosphoprotein 2
Q1zYQl Tubulin, alpha 2
Q53XS4  Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type
Q06124 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
P54252  Ataxin-3
P04844  Dolichyl-diphosphooligosaccharide protein glycosyltransferase subunit 2
P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1
P04792 Heat shock protein beta-1
Q16778 Histone H2B type 2-E
P28062 Proteasome subunit beta type-8
P28065 Proteasome subunit beta type-9
Q99497 Protein DJ-1
Q15005 Signal peptidase complex subunit 2
Q5U5U6 Ubiquitin B
P22314  Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Q96IF9  VCP protein
043306 Adenylate cyclase type 6
P84077 ADP-ribosylation factor 1
A4AD1F7  Cerebral cavernous malformations 1
Q53HG7 Cortactin isoform a variant
Q96N67 Dedicator of cytokinesis protein 7
Q9Y613  FH1/FH2 domain-containing protein 1
Q6FHM2 GNB2 protein
Q5T697 Guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha transducing activity
polypeptide 2
FITOG5 Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 3
P04899  Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2



P62873  Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1
P11488 Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1
Q9HAVO Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
Q27J81 Inverted formin-2

P15531 Nucleoside diphosphate kinase A

P08567  Pleckstrin

P17252 Protein kinase C alpha type

P12931 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src

Q13576 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2

P15153 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2

P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1

P52566 Rho GDP-dissociation inhibitor 2

P06241 Tyrosine-protein kinase Fyn

P06239 Tyrosine-protein kinase Lck

P07947 Tyrosine-protein kinase Yes

P50552 Vasodilator-stimulated phosphoprotein

P12235 ADP/ATP translocase 1

P01023 Alpha-2-macroglobulin

043707 Alpha-actinin-4

P01008 Antithrombin-Ill

P02749 Beta-2-glycoprotein 1

P10909 Clusterin

P12259 Coagulation factor V

E9KL23  Epididymis secretory sperm binding protein Li 44a
E9KL26  Epididymis tissue protein Li 173
P02671 Fibrinogen alpha chain

P02675 Fibrinogen beta chain

P02679 Fibrinogen gamma chain

Q9UQS6 Fibronectin

P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A
E7ES66  Glycocalicin

D1MER9 Glycoprotein V (Platelet)

P05546 Heparin cofactor 2

P01042 Kininogen-1

Q13201 Multimerin-1

P0O0747 Plasminogen

P05121 Plasminogen activator inhibitor 1
P02775 Platelet basic protein

P02776 Platelet factor 4

P13224  Platelet glycoprotein Ib beta chain
P14770 Platelet glycoprotein IX

P02760 Protein AMBP

P09486 SPARC

P01137 Transforming growth factor beta-1

P11021 78 kDa glucose-regulated protein
Q59HB3 Apolipoprotein B variant



P27824

Calnexin

Q00610 Clathrin heavy chain 1

Q81ZZ5 Coagulation factor XlI-Mie

P02745 Complement C1lq subcomponent subunit A

P02746 Complement Clq subcomponent subunit B

P02747 Complement C1lq subcomponent subunit C

P01024 Complement C3

POCOL4 Complement C4-A

POCOL5 Complement C4-B

PO0751 Complement factor B

F8WDX4 Complement factor H

A5PL27  CP protein

P14625 Endoplasmin

E9KL36  Epididymis tissue sperm binding protein Li 4a

P02792  Ferritin light chain

P0O0738 Haptoglobin

Q9BS19 HPX protein

Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB

P23284  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

P07237  Protein disulfide-isomerase

P30101 Protein disulfide-isomerase A3

P13667 Protein disulfide-isomerase A4

P0O0734  Prothrombin

P62491 Ras-related protein Rab-11A

P51149 Ras-related protein Rab-7a

P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein

P27797 Calreticulin

A4D1B1 CD36 antigen (Collagen type | receptor, thrombospondin receptor)

P21926 CD9 antigen

P60953  Cell division control protein 42 homolog

FS5H1A8 Gelsolin

P17301 Integrin alpha-2

P23229 Integrin alpha-6

PO5556 Integrin beta-1

P05106 Integrin beta-3

Q13418 Integrin-linked protein kinase

P08779 Keratin, type | cytoskeletal 16

P48059 LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1

Q7Z5F4  Protease serine 4 isoform B

Q15404 Ras suppressor protein 1

A4D2P1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rho family, small GTP binding
protein Racl)

P02743  Serum amyloid P-component

QO6AH7 Transferrin

P07477  Trypsin-1

P04275

von Willebrand factor




7 P31946
P62258
P61981
P27348
P08758
P17612
Q6FIB4
Q95HC2
Q9H4N8
P24844
Q92686
P60900
P05771
Q6NULY
D9YZV7

14-3-3 protein beta/alpha

14-3-3 protein epsilon

14-3-3 protein gamma

14-3-3 protein theta

Annexin A5

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha
F11 receptor

HLA-C protein

Homo sapiens clone CDABP0046 mRNA sequence
Myosin regulatory light polypeptide 9

Neurogranin

Proteasome subunit alpha type-6

Protein kinase C beta type

Selectin P (Granule membrane protein 140kDa, antigen CD62)
Tropomyosin 1 (Alpha) isoform 6

AC - identifikacni Cislo proteinu dle databaze Swiss-Prot
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Abstract The surface plasmon resonance (SPR) biosensor
system with dispersionless microfluidics for the direct and
label-free detection of a soluble vascular endothelial growth
factor receptor (SVEGFR-1) is described. The detection
approach takes advantage of an affinity interaction between
sVEGFR-1 and its ligand, vascular endothelial growth
factor (VEGF-A), which is covalently immobilized on the
surface of the SPR sensor. The ability of the immobilized
VEGF-A to specifically bind the sVEGFR-1 receptor is
demonstrated in a buffer. The detection of sVEGFR-1 in
2% human blood plasma is carried out by using the
sequential injection approach. The detection limit of
25 ng/mL is achieved. In addition, we demonstrate that
the functional surface of the sensor can be regenerated for
repeated use.
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a diverse group of
clonal disorders of the hematopoietic stem cell. They are
characterized by ineffective hematopoiesis, peripheral
blood cytopenias, and a propensity to transform to acute
myeloid leukemia (AML) and are manifested by a wide
variety of clinical symptoms [1]. Therefore, a diagnosis of
MDS presents a rather complex diagnostic task and a
challenge for the current diagnostic methods. Thus,
research toward gaining deeper understanding of MDS
and the development of new diagnostic approaches is
stimulated.

In the last decade, several protein markers of MDS have
been identified. An increased expression of the soluble
form of vascular endothelial growth factor receptor 1
(sVEGFR-1) was reported in patients with MDS and
AML [2, 3]. VEGFR-1 is a transmembrane protein of
150 kDa, with tyrosine kinase activity existing in two
forms—membrane-bound and soluble [4]. It has been
suggested that the signaling pathways mediated by the
VEGFR-1 receptor are triggered by a binding of their
high-affinity ligand—vascular endothelial growth factor A
(VEGF-A). VEGF-A (a homodimeric glycoprotein with a
molecular mass of 46 kDa) is a member of the VEGF
family, referred to as cytokines. The binding of VEGF-A
to transmembrane VEGFR-1 gives rise to endothelial
mitogenesis, proliferation, and the initiation of angiogen-
esis and vasculogenesis [5, 6]. In contrast, soluble
VEGFR-1 inhibits angiogenesis. However, angiogenesis
is a rather complex process, and the exact molecular
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mechanism of sVEGFR-1’s involvement has not been
fully understood yet [7]. Moreover, plasmatic sSVEGFR-1
may exist in complexes with other molecules, for
example, with the soluble form of transmembrane protein
neuropilin-1 [8].

The current diagnosis of MDS is mainly based on WHO/
FAB (World Health Organization/French—American—British)
assigned scores of heterogeneous groups, according to
marrow blast cell percentage, karyotype, and degree of
cytopenia. These parameters are found through invasive
procedures such as bone marrow puncture and peripheral
blood count [9]. It is expected that in future diagnosis of
heterogeneous diseases such as MDS, methods based on
high-throughput screening of molecular markers will play a
crucial role. Although the microarray-based gene expression
profiling of MDS has advanced substantially, the mRNA
expression fails to consistently correlate with protein
expression levels and does not characterize resulting protein
functions influenced by such critical parameters as
posttranslational modifications and splice variants.
Therefore, characterization of MDS phenotypes by proteomic
analysis presents an important step toward understanding the
biological processes related to MDS [10].

Current approaches to the detection of sVEGFR-1 are
based on immunological methods, such as enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), and use antibodies to
capture the protein and fluorescent labels or enzymatic
amplification to visualize the antibody—protein binding.
The main drawbacks of these methods are the need for
high-affinity antibodies, which are difficult and expensive
to produce, as well as the limited ability to detect
complexes of sVEGFR-1 with other molecules due to
stochiometric and steric reasons [11, 12]. In addition, the
detection of sVEGFR-1 via an antibody does not necessar-
ily provide an accurate representation of the biological
activity of the protein. Label-free biosensors allow for a
direct real-time observation of molecular interactions,
without the use of labels, and thus provide a promising
alternative to conventional methods. Surface plasmon
resonance (SPR) biosensors present a powerful optical
label-free biosensor technology that has been widely
applied to the investigation of biomolecular interactions
and the detection of chemical and biological analytes [13].
In recent years, SPR biosensors were used to investigate
interactions involving molecular biomarkers [14, 15] and
measure their concentrations in bodily fluids [12, 16]. In
addition, multichannel SPR biosensors [17] make it
possible to observe large numbers of biomolecular inter-
actions and identify and simultaneously quantify multiple
biomarkers.

In this paper, we demonstrate label-free detection of
protein biomarker of MDS disease, sVEGFR-1, via its
physiological ligand VEGF-A, using a surface plasmon
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resonance biosensor and dispersionless microfluidics.
VEGF-A molecules are immobilized on the sensing surface
via amide coupling of the amino groups of VEGF-A protein
and negatively charged carboxylic groups of alkanethiols.
The negatively charged residues of VEGF-A, which are
critical for the interaction of VEGF-A with the sVEGFR-1
receptor, do not participate in amide coupling and thus
remain available for the binding of sVEGFR-1 via the
physiological pathway. The ability of the immobilized
VEGF-A to interact with the sVEGFR-1 receptor
contained in the buffer is investigated. Finally, detection
of sVEGFR-1 in diluted blood plasma is accomplished
using the dispersionless microfluidics and sequential
injection approach.

Materials and methods
Reagents

Human recombinant protein VEGF-A and VEGF receptor-
1/Fc chimera were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO). 11-Mercapto-tetra(ethyleneglycol)undecanol
(HSC,,(EG),OH) and 16-mercapto-hexa(ethyleneglycol)
hexadecanoid acid (HSC,;(EG)sOCH,COOH) were pur-
chased from Prochimia (Gdansk, Poland). Bovine serum
albumin (BSA) and sodium hydroxide (NaOH) were
purchased from Sigma-Aldrich. Ethanolamine hydrochlo-
ride (EA), 3-(ethyliminomethylideneamino)-N,N-dimethyl-
propan-1-amine (EDC), and 1-hydroxypyrrolidine-2,5-
dione (NHS), all included in the Amine Coupling Kit, were
purchased from Biacore (Uppsala, Sweden). All other
chemicals were of analytical grade. The buffers used were:
PBS (0.01 M phosphate, 0.138 M sodium chloride,
0.0027 M potassium chloride, pH 7.4); SA (0.01 M sodium
acetate, pH 5.0); PBNa (0.01 M phosphate, 0.75 M sodium
chloride, 0.009 M potassium chloride, pH 7.4); 10% BSA/
PBS (w/w); 0.2% BSA/PBNa (w/w); and ACD (0.08 M
trisodium citrate dihydrate, 0.06 M acidum citricum
monohydricum, 0.1 M glucose). All buffers were prepared
using double glass-distilled and deionized water on
Milli-Q50 (Millipore, Prague, Czech Republic).

Plasma samples

Human blood was drawn from healthy volunteers by
venipuncture into polypropylene tubes containing 1.9%
ACD (w/v). Plasma was obtained by centrifugation at
250x%g at 37 °C for 15 min and subsequent centrifugation
of the supernatant at 1,000xg at 37 °C for 10 min. All
samples were obtained in accordance with the Regulations
of the Ethical Committee of the Institute of Hematology
and Blood Transfusion (Prague).
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SPR biosensor platform

In this work, a four-channel laboratory SPR sensor platform
(PLASMON 1V) was used, developed at the Institute of
Photonics and Electronics (Prague). The sensor is based on
the Kretschmann geometry of the attenuated total reflection
method and spectral modulation. In this SPR sensor, a
polychromatic light beam passes through an optical prism
interfaced with a chip with a thin metal layer and excites
surface plasmons at the interface between the metal layer
and a liquid sample. The excitation of surface plasmons
gives rise to a narrow dip in the spectrum of reflected light.
The wavelength at which the dip occurs (i.e., the resonant
wavelength) depends on the refractive index in the
proximity of the SPR metal layer surface. If a biomolecular
recognition element is immobilized on the sensor surface,
the binding of the analyte molecule to the biomolecular
recognition element gives rise to a change in the local
refractive index. The amount of captured analyte can be
quantified by measuring the change in the resonant
wavelength. The SPR sensor platform used in this work
consists of a polychromatic light source, an optical setup
for excitation and modulation of surface plasmons (sensor
head), and a four-channel spectrograph. Light from the light
source (halogen lamp, HL-2000-HP, Ocean Optics, USA) is
brought to the sensor head via an optical fiber (BFL22-365,
Thorlabs, USA). The sensor head comprised an input
collimator (custom built, consisting of two cylindrical
lenses with 20- and 50-mm effective focal lengths)
producing a large-diameter parallel beam of polychromatic
light, a BK7 glass prism with an attached SPR chip, a
dichroic polarizer (Polarcor 800-HC from Corning, USA),
and an output four-channel collimator. The output collima-
tor incorporates four graded-index lenses (GT-LFRL-180-
024-20-NC, Grintech, Germany) which receive light
reflected from four areas of the sensor surface and couple
the light into four optical fibers (BFL22-365, Thorlabs)
which are connected to the inputs of a four-channel
spectrograph unit (consisting of four spectrometer boards
S2000, Ocean Optics, and custom-made electronics). In our
experiments, we used replaceable SPR sensor chips
produced by coating a BK7 glass substrate with an
adhesion-promoting titanium layer (thickness, ~2 nm) and
a gold layer (thickness, 50 nm) by e-beam evaporation in
vacuum. The optical contact between the SPR chip and the
prism was established using refractive index matching fluid
(Cargille Laboratories, USA). A flow cell with four
separate flow chambers was interfaced with the chip. Each
flow chamber was aligned to cover one sensing channel. A
multichannel peristaltic pump was used to deliver liquid
samples to the flow cell. All the experiments were
performed using a recently developed dispersionless micro-
fluidics [18]. This microfluidics allows for a fast switching

between the analyzed sample (e.g., blood plasma) and the
running buffer, nearly eliminating dispersion and intermix-
ing before the sample reaches the sensing area. The SPR
system exhibits a baseline noise of 0.9 pm, which
corresponds to a refractive index resolution of 1.3x107’
refractive index unit. All experiments were performed at a
temperature of 25 °C and a flow rate of 30 uL/min (unless
otherwise stated).

Immobilization of VEGF-A on SPR chip

The immobilization method is expected to provide robust
attachment of VEGF-A molecules to the surface while
preserving their structure and biological activity. As
described by Keyt et al. [5], negatively charged acidic
residues (Asp63, Glu®, and Glu®’) in the active site of
VEGF-A are critical for the binding of sVEGFR-1
receptors. Therefore, in our work, VEGF-A was immobi-
lized via amide coupling of the amino groups of VEGF-A
protein with the negatively charged carboxylic groups of
alkanethiols, leaving the negatively charged residues of
VEGF-A accessible for binding sVEGFR-1 via the physi-
ological pathway. The blocking of residual carboxylic
groups of alkanethiols on the surface with EA is essential
for lowering nonspecific interactions with sVEGFR-1.
Prior to the attachment of VEGF-A, the surface of the
SPR chip was functionalized with a mixed self-assembled
monolayer (SAM) of alkanethiols, following the procedure
given in [19]. Initially, the surface of the gold-coated SPR
chip was washed by deionized water and dried by a stream
of nitrogen. Then, the chip was put into an UV ozone
cleaner (UVO-cleaner 42-220, Jelight Company, USA) for
10 min to remove organic contaminants. Subsequently, the
chip surface was washed with deionized water and absolute
ethanol and dried by a stream of pure nitrogen. Then, the
surface was functionalized with a mixed SAM, with a
mixture (7:3) of HSC,;(EG),OH and HSC,;(EG)sOCH,.
COOH alkanethiols (total concentration, 200 uM). After
immersing the chip in a mixed thiol solution and heating it
to a temperature of 40 °C for 10 min, the chip was
stored in darkness at room temperature for up to 1 day.
HSC,,(EG)sOCH,COOH alkanethiols were used to an-
chor ligand (VEGF-A) by amino coupling, while
HSC,,(EG),OH alkanethiols were used to form a non-
fouling background. The activation of the carboxylic
terminal groups on the sensor surface was accomplished
in situ in the SPR sensor by injecting deionized water
followed by a (1:1) mixture of NHS and EDC for 5 min
and deionized water again (flow rate, 20 pL/min). After
the activation, the surface of the chip was incubated with
PBS buffer. Immobilization of VEGF-A to the activated
surface was carried out in PBS (VEGF-A concentration,
2 pug/mL) for 10 min. Then, buffers were injected in the
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following order—PBS, SA buffer, PBS, and SA buffer—
to test the effect of the buffers on the stability of the
immobilized VEGF-A. In order to increase the resis-
tance of the surface to the nonspecific adsorption, BSA
was covalently immobilized to the areas of the surface
not coated with VEGF-A. For that purpose, the sensor
surface was incubated with 0.5 mg/mL BSA in SA for
15 min. The non-covalently bound VEGF-A and BSA
were removed through the use of a high ionic strength
PBNa buffer, which coursed through the flow cell for
5 min. Finally, the sensor surface was treated with 1 M
EA for 5 min to deactivate the carboxylic groups of
alkanethiols. Reference surfaces only coated with BSA were
used to check the specificity of the VEGF-A-coated surface.

After immobilization of VEGF-A on the surface of the
sensor, the interaction of VEGF-A and sVEGFR-1 proteins
in buffer was investigated. Prior to the injection of
sVEGFR-1, PBS buffer was flowed across the sensor
surface until a stable baseline was established. Then,
sVEGFR-1 at a concentration ranging from 25 to 500 ng/mL
was flowed across the sensing surface for 5 min. Following
that, the surface was flushed with PBS buffer. In order to
evaluate the specificity of the VEGF-A-coated surface, a
control experiment was performed in which a solution
containing sVEGFR-1 at concentrations ranging from 50 to
500 ng/mL was flowed over the reference surface (only coated
with BSA).

Detection of sVEGFR-1

For the detection of sVEGFR-1 in diluted blood plasma, the
sequential injection approach was used [18]. The sequential
injection approach is based on a sequential injection of the
sample and a special buffer, which removes the nonspecif-
ically adsorbed molecules from the surface while not
affecting analyte molecules bound to the immobilized
ligand. This minimizes the nonspecific sensor response
and allows for the detection of low concentrations of
analyte, even in complex samples. In our experiments, a
series of blood plasma samples (2% in BSA/PBS) spiked
with different concentrations of sVEGFR-1 (25-500 ng/
mL) were used. The addition of BSA molecules to blood
plasma samples was found to reduce the nonspecific
interaction of plasma proteins with the sensing surface in
each experiment. Therefore, the detection experiments were
carried out in the BSA/PBNa running buffer, which was
designed in such a way as to remove nonspecifically
adsorbed proteins while not disrupting the binding of
sVEGFR-1 to VEGF-A immobilized on the sensor surface
(data not shown). Blood plasma sample and the running
buffer were introduced to the sensing surface sequentially.
A total of ten 30-s cycles of blood plasma sample and
running buffer were carried out. Therefore, the total time
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during which the blood plasma sample was in contact
with the sensor surface was 5 min. Finally, the running
buffer was flowed through the flow cell until equilib-
rium was reached. To provide a reference, 2% blood
plasma, diluted with BSA/PBS and no addition of
sVEGFR-1 (blank sample), was flowed through one of
the sensing channels.

Results and discussion
Immobilization of VEGF-A on SPR chip

A sensorgram illustrating the immobilization of VEGF-A
and BSA is shown in Fig. 1. The SPR sensor response to
the immobilized VEGF-A is about 7 nm (the shift in the
resonant wavelength), which corresponds to the surface
concentration of VEGF-A of ~119 ng/cm?. The difference
between the refractive index of the PBS and SA buffer
caused a change in the resonant wavelength of about 7 nm.
After the sensor response to the immobilization of VEGF-A
(in PBS buffer) reached 7 nm (~119 ng/cm?), the surface
was incubated with BSA (in SA buffer) to minimize
nonspecific adsorption to the sensing surface. It is known
that BSA molecules tend to bind to each other and form a
multilayer. Our previous experiments indicate that the
formation of a full BSA monolayer produces a resonant
wavelength shift of 11 nm. We allowed adsorption of BSA
to the areas of the surface not coated with VEGF-A to
proceed until the total resonant wavelength shift (for
VEGF-A and BSA combined) reached 11 nm to avoid the
formation of a multilayer. Longer incubations with BSA
have been found to result in a lower sensor response to the
subsequent binding of sVEGFR-1 to VEGF-A. We suppose
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Fig. 1 SPR sensor response to the immobilization of vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A) and BSA on the SPR sensor
surface
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Fig. 2 Detection of sVEGFR-1 in buffer. Response of the sensor to
five different concentrations of sVEGFR-1 interacting with VEGF-A,
immobilized on the surface of the sensing channel and to reference
surface coated only with BSA

that it is because the BSA multilayer reduced the access of
sVEGFR-1 to the binding sites of VEGF-A. The covalently
bound BSA (not removed with PBNa buffer) provided a
sensor response of 3.5 nm, which corresponds to ~60 ng/cm?.
Therefore, the resulting surface coverage ratio of VEGF-A
and BSA was approximately 2:1. In addition, the stability of
the immobilization of VEGF-A in PBNa was tested. No
decrease in sensor response was observed when PBNa was
injected (data not shown), which indicates that the attach-
ment of VEGF-A is stable in PBNa.

Development of assay

In order to evaluate the interaction between sVEGFR-1 and
VEGF-A immobilized on the sensor surface, different
concentrations of SVEGFR-1 in PBS buffer (in the range
of 25-500 ng/mL) were introduced to the sensor. The
resulting sensor response to sSVEGFR-1 was normalized to
the amount of VEGF-A immobilized on the sensor surface.
As follows from Fig. 2, the binding of sVEGFR-1 to
VEGF-A is concentration-dependent, stable, and specific—
the nonspecific binding to the BSA-coated surface (refer-
ence surface) gave rise to a rather minor sensor response
(within 5 standard deviations of the baseline noise). The
largest nonspecific sensor response was observed for the
concentration of sSVEGFR-1 of 500 ng/mL and is shown in
Fig. 2. The detection experiment was repeated using three
sensing channels of a single chip for each concentration of
sVEGFR-1, and on-chip reproducibility was determined to
be between 85% and 96%. Sensor responses determined for
different concentrations of sVEGFR-1 in buffer, collected
in the form of a calibration curve, are shown in Fig. 3. The
limit of detection (LOD) for sVEGFR-1 in buffer, defined
as a concentration of sVEGFR-1 that corresponds to the
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Fig. 3 Calibration curve for the detection of sVEGFR-1 in buffer. The
sensor response corresponding to the limit of detection is noted by a
horizontal line

sensor response equal to 3 standard deviations of the
baseline noise (3x0.9 pm), was estimated to be 3 ng/mL.

Subsequently, the reusability of the sensor and the
reproducibility of the measurements in blood plasma
were studied. To investigate the reusability of the
sensor, the captured sVEGFR-1 was removed from the
sensor surface with 10 mM NaOH and the sensor was
used for another detection cycle. The experiments
(Fig. 4) revealed that even after five detection-regeneration
cycles, the binding capacity was maintained and that the
reproducibility of the sensor response was better than 92%.
Chip-to-chip reproducibility was examined using three
independent chips for each concentration in the concentra-
tion range 25-100 ng/mL and was determined to be between
88% and 96%.
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Fig. 4 Regeneration of sensor with NaOH and subsequent detection
of blood plasma sample, spiked with 50 ng/mL of sVEGFR-1, in five
cycles
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Detection of sVEGFR-1

The binding data for sVEGFR-1 in diluted blood plasma
obtained using the sampling method are shown in Fig. 5.
As illustrated in the inset of Fig. 5, switching between the
running buffer and the blood plasma sample (injection
cycle) results in a great change in the sensor response
(caused mainly by changes in the bulk refractive index).
Therefore, the kinetic curves provided in Fig. 5 only
contain the values obtained at the end of each injection
cycle. As follows from Fig. 5, for each concentration of
VEGFR-1, the sensor response to diluted blood plasma
spiked with sVEGFR-1 increased nearly linearly over time.
The total amount of the captured sVEGFR-1 is proportional
to the concentration of sSVEGFR-1. The specific sensor
responses to the tested concentrations of sVEGFR-1 in
blood plasma (obtained by subtracting the blank sample
response) agree well with those measured in buffer. Using
the sensor responses obtained for different concentrations
of sSVEGFR-1, the calibration curve for the detection of
sVEGFR-1 in 50x diluted blood plasma was established
(Fig. 6). As the sensor surface is regenerable, the sensor
response to each concentration was determined from at least
three measurements on different chips. The average sensor
response to the blank sample (2% blood plasma diluted
with BSA/PBS with no sVEGFR-1 added) was 0.097+
0.008 nm, which corresponds to the surface concentration
as low as 1.7 ng/cm?. This ultimate level of nonspecific
adsorption from the blank sample, using the sequential
injection approach, is comparable with the nonspecific
adsorption levels achieved using advanced non-fouling
surfaces (e.g., zwitterionic polymers). The low nonspecific
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Fig. 5 Sensor response to plasma samples spiked with different

concentrations of sVEGFR-1. The inset illustrates the sequential
injection of plasma sample and running buffer
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Fig. 6 Calibration curve for the detection of sVEGFR-1 in blood
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adsorption observed is probably due to the fact that high
ionic strength running buffer removes the nonspecifically
adsorbed molecules during each sampling cycle before they
can form a solid layer to enable secondary nonspecific
adsorption on previously adsorbed biomolecules. Different
types of surfaces were compared with respect to the
nonspecific adsorption from blood plasma (blank sample).
It was found that in comparison with the VEGF-A surface
coated with covalently attached BSA, the surface coated
only with VEGF-A and the surface coated only with BSA
exhibited a nonspecific adsorption which was higher by a
factor of 1.8 and lower by a factor of 50, respectively (data
not shown). The LOD was determined as the concentration
corresponding to the sensor response to a blank sample,
increased by 3 standard deviations of the sensor response to
a blank sample (0.097+3x0.008 nm). Using the calibration
curve (Fig. 6), the LOD for the reported sVEGFR-I
biosensor was found to be 25 ng/mL.

To our knowledge, this is the first attempt to measure
sVEGFR-1 levels using an SPR biosensor. Moreover, there
is no commercial method for the diagnosis of MDS via the
detection of sVEGFR-1. Conventional approaches for the
detection of sSVEGFR-1 are based on ELISA [20-25]. For
instance, Hu et al. [2] measured the plasmatic levels of
SVEGFR-1 using ELISA and found them to be about
0.02 ng/mL and up to 0.5 ng/mL for healthy individuals
and MDS patients, respectively. While the reported SPR
biosensor does not yet reach this level of sensitivity, it only
requires one biorecognition element to carry out the
measurement and thus may be better able to detect
sVEGFR-1 in complexes with other proteins. As the
molecular mechanisms involving sVEGFR-1 are not yet
fully understood, the potential to detect sVEGFR-1 in
complex with other (possibly unknown) proteins may be an
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important feature both in terms of unveiling the complex
role of sSVEGFR-1 and in the diagnosis of MDS.

Conclusions

We demonstrated the SPR biosensor-based detection of
sVEGFR-1, the plasmatic protein marker of myelodysplastic
syndromes (MDS), via interaction with its high-affinity
counterpart VEGF-A, immobilized on the sensor surface.
The conditions for the immobilization of VEGF-A and
interaction with sVEGFR-1 were optimized in buffer using
an SPR sensor system with special dispersionless micro-
fluidics. The attached VEGF-A was found to form a stable
layer, with a sufficient number of binding sites demonstrating
preserved biological activity. Subsequently, the detection of
sVEGFR-1 in 2% human blood plasma was performed. Using
the improved surface functionalization with reduced nonspe-
cific adsorption and the sequential injection approach, we
achieved the detection limit of 25 ng/mL for sVEGFR-1. This
study suggests a model for future protein microarray for MDS
diagnosis based on protein—protein interactions under physi-
ological conditions, which could help clarify the molecular
pathogenesis of the disease.
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Fibrinogen is one of the plasma proteins most susceptible to oxidative modification. It has been suggested that modification of
fibrinogen may cause thrombotic/bleeding complications associated with many pathophysiological states of organism. We exposed
fibrinogen molecules to three different modification reagents—malondialdehyde, sodium hypochlorite, and peroxynitrite—that are
presented to various degrees in different stages of oxidative stress. We studied the changes in fibrin network formation and platelet
interactions with modified fibrinogens under flow conditions. The fastest modification of fibrinogen was caused by hypochlorite.
Fibers from fibrinogen modified with either reagent were thinner in comparison with control fibers. We found that platelet dynamic
adhesion was significantly lower on fibrinogen modified with malondialdehyde and significantly higher on fibrinogen modified
either with hypochlorite or peroxynitrite reflecting different prothrombotic/antithrombotic properties of oxidatively modified
fibrinogens. It seems that, in the complex reactions ongoing in living organisms at conditions of oxidation stress, hypochlorite
modifies proteins (e.g., fibrinogen) faster and more preferentially than malondialdehyde. It suggests that the prothrombotic effects
of prior fibrinogen modifications may outweigh the antithrombotic effect of malondialdehyde-modified fibrinogen in real living

systems.

1. Introduction

The development of many pathological states and diseases is
associated with activation and intensification of free-radical
processes when reactive oxygen and nitrogen species (ROS,
RNS, together abbreviated as RONS) are produced [1-3]. It
was found that plasma fibrinogen was much more susceptible
to oxidative modification compared to the other major
plasma proteins, albumin, immunoglobulins, and transferrin
[4].

Fibrinogen is an adhesive plasma protein, which plays
a central role in haemostasis. It is a 340 kDa glycoprotein
composed of three nonidentical peptide chains Awa, Bf,
and y connected with 29 disulfide bonds. Activation of the
coagulation cascade converts soluble fibrinogen to insoluble
fibrin, which produces together with platelets the haemostatic
clot. Plasma fibrinogen is an important component of the
coagulation cascade as well as a major determinant of blood

viscosity and blood flow. Whereas the normal activation of
the coagulation cascade is essential for life, inappropriate
activation may result in thrombosis [5-7].

Modification of fibrinogen molecule affects haemosta-
sis by changes in formation and architecture of fibrin
network and by changes of fibrin(ogen) interactions with
platelets, endothelial, and other cells via cell-membrane
fibrin(ogen) receptors [8-15]. Fibrin(ogen) receptors can
transduce intracellular signals upon fibrin(ogen) binding,
whereas fibrin(ogen) binding proteins are either soluble
or anchored molecules that bind fibrin(ogen) but have no
documented ability to directly transduce intracellular signals
upon fibrin(ogen) binding. The functional consequences of
these protein-fibrin(ogen) interactions range from blood
coagulation and initiation of angiogenesis to inflammation
and propagation of infection.

Various methods are used to generate respective RONS
for modeling the oxidative stress in in vitro systems.



Thus, induced changes of proteins molecules mimic the
results of oxidative and/or nitrative (patho)physiological
reactions in vivo.

In the present study, we selected malondialdehyde
(MDA), sodium hypochlorite (NaOCI), and peroxynitrite
(PN) as oxidative/nitrative reagents frequently used in pro-
tein chemistry. These reagents are (patho)physiologically
present during oxidative stress. Fenton reaction (Haber-Weiss
reaction) and myeloperoxidase production of hypochlorite
are other in vitro-used systems that mimic oxidative stress.

MDA is an indicator of lipid peroxidation [16], and it is
associated with a number of pathological processes, for exam-
ple, atherosclerosis and inflammatory joint diseases. Reaction
of MDA with proteins may result in inter-/intracross-linking
of proteins or formation of carbonyl groups in proteins.

Hypochlorous acid (HOCI) is produced physiologically
during activation of phagocytes. Reaction of HOCI with
proteins can result in the alteration of amino acid side
chains, protein fragmentation [17], and cross-linking. HOCI-
modified proteins were found in human atherosclerotic
plaque tissue. Sodium hypochlorite simulates the reaction of
HOCI with proteins [18].

Peroxynitrite formation was shown in chronic inflam-
mation, and it is linked with development of atherosclerosis
[8, 19]. Spontaneous reaction of PN with proteins leads to
nitration of tyrosyls, oxidation of cysteinyl, methionyl, and
tryptophanyl amino acid residues, formation of dityrosine
and carbonyl groups, and protein fragmentation [19-21].
Peroxynitrite can be produced in vitro by decomposition of
3-morpholinosydnonimine (SIN-1) [2, 8].

The aim of the present study was to determine the
influence of fibrinogen oxidative modifications (newly also
including the effect of malondialdehyde) on platelet dynamic
adhesion and fibrin network architecture. The study of the
dynamic adhesiveness of platelets in the presence of oxida-
tively modified fibrinogen can help to assess the influence of
platelet adhesion on the postischemic vessel wall.

2. Methods

2.1. Fibrinogen Modification. Lyophilized human fibrinogen
(Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic) (4 mg/mL) was
dissolved in phosphate buffer saline (PBS; 137M NaCl,
2.7mM KCl, 8 mM Na,HPO,-12H, 0, 1.5 mM KH,PO,, and
pH 7.4). Its concentration was determined spectrometrically
at 278 nm using an extinction coefficient 15.1 for 10 mg/mL
solution.

Fibrinogen was modified by three different systems:
treatment of fibrinogen (a) by malondialdehyde (MDA;
10 mM; incubation times 30, 60, and 120 minutes; dark),
(b) by sodium hypochlorite (NaOCl; 1.25mM; incubation
times 5, 10, and 20 minutes) [22], and (c) by 3-mor-
pholinosydnonimine (SIN-1; 100 uM; incubation times 30
and 60 minutes; vortexing every 10 min) [8]. All samples
were incubated at 37°C. Control samples were exposed to
conditions of modification but without modification species.

After incubation with modification species fibrinogen
was purified by centrifugal gel filtration (Sephadex G-25
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superfine; Pharmacia, Uppsala, Sweden). Protein concentra-
tion in eluate was estimated by Bradford protein assay.

2.2. Preparation of Modification Species. Malondialdehyde
was prepared by acid hydrolysis of 1,1,3,3-tetra meth-
oxypropane (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic). MDA
concentration was determined spectrometrically (e,,5 =
13 700 M 'em™) [23].

Sodium hypochlorite (Sigma-Aldrich, Prague, Czech
Republic) was prepared by dilution with PBS, pH 74.
Concentration of NaOCl was determined spectrometrically
(590 = 350M " cm™) [24].

3-Morpholinosydnonimine  (Sigma-Aldrich, Prague,
Czech Republic) was dissolved in 50mM potassium
phosphate buffer, pH 5.0 [8].

2.3. Carbonyl Quantification. Content of carbonyls was
determined using essentially the method of Belisario et al.
[12]. Briefly, control or oxidized fibrinogen was precipitated
by trichloroacetic acid (TCA; Sigma-Aldrich, Prague, Czech
Republic) (10% w/v, final concentration) and consequently
derivatized by 10mM dinitrophenylhydrazine (DNPH;
Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic). After the DNPH
reaction, the protein was reprecipitated with ice-cold TCA
(10% w/v, final concentration), and the pellet was washed
three times with TCA (5%) and then with ethanol: ethyl
acetate mixture (1:1). The protein pellet was dissolved
in 6 M guanidine-HCl (Sigma-Aldrich, Prague, Czech
Republic), and absorbance was monitored between 250
and 500 nm (Shimadzu UV-2401, Shimadzu Corp., Prague,
Czech Republic). Extinction coefficients for the wavelengths
278 nm for hydrazone and fibrinogen are 9 460 I-mol'-cm™
and 57 000 1:mol"-cm ™, respectively. Hydrazone extinction
coefficient for 370 nm is 22 000 'mol "-em ™ [12].

2.4. Fibrin Polymerization Curves Measurement. Thrombin-
catalyzed fibrin polymerization was monitored at 350 nm in
microplates at 37°C for 40 min (Synergy HT, BioTek AS,
Prague, Czech Republic). 200 uL of modified or control
fibrinogen (1.25mg/mL) in PBS was added to each well.
Reaction was initiated by thrombin (EC 3.4.21.5; Sigma-
Aldrich, Prague, Czech Republic) (50 yL, final concentration
0.5NIH U/mL). Samples were mixed automatically within
instrument (5 s) immediately after the reaction start. Turbid-
ity was measured every 20 s for 40 min [9].

2.5. Scanning Electron Microscopy. Fibrin networks were
prepared in a polystyrene shallow well. Fibrinogen, modified
and control, was mixed with thrombin (final concentration
2NIHU/mL) and incubated in atmosphere of saturated
water vapor pressure at room temperature for 3 hours. The
networks were washed with PBS and water and subsequently
dehydrated with a series of water-ethanol solutions with
increasing ethanol concentration (0%, 25%, 50%, 75%, and
100%). Finally, the samples were dried using the CO, critical
point method (Balzers CPD 010) and coated with 4 nm
thick platinum by sputtering (Balzers SCD 050). A TESCAN
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Vega Plus TS 5135 (Tescan, s.r.o., Brno, Czech Republic)
electron microscope was used for the scanning observations.
Images were evaluated using Image] data analysis software
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) [25].

2.6. Measurement of Platelet’s Dynamic Adhesion by Cone and
Plate Analyzer. Blood was drawn from healthy volunteers,
who had not ingested any drug for at least two weeks, in
accordance with the Ethical Committee regulations of our
institute.

Washed blood platelets were isolated by differential
centrifugation of blood collected into ACD (citric
acid/citrate/dextrose) solution 8.1:1.9 (v/v). Platelet rich
plasma (PRP) was prepared from blood by centrifugation
at 250 xg at 37°C for 15min. PRP containing prostaglandin
El (1uM, final concentration; Sigma-Aldrich, Prague,
Czech Republic) was incubated in a water bath at 37°C
for 10 min and centrifuged at 1000 xg at 37°C for 10 min.
The resulting platelet pellet was resuspended in modified
(Ca"-free) Tyrode’s buffer pH 6.2 (140 mM NaCl, 3 Mm
KCl, 12mM NaHCO;, 0.4mM NaH,PO,-H,O0, 2mM
MgCl,, and 5.55mM glucose; pH was adjusted by H;PO,)
in the presence of 1uM prostaglandin El and centrifuged
at 600xg at 37°C for 10 min. The platelets were finally
resuspended in a Tyrodes buffer pH 74 (140 mM NaCl,
3mM KCl, 12mM NaHCO;, 0.4 mM NaH,PO,-H,0, 1mM
MgCl,-6 H,0, 2mM CaCl,-2H,0 and 5.55mM glucose;
pH was adjusted by Hepes) to a required concentration
of platelets, equilibrated 30 min at 37°C and used for
experiments within 1h [26, 27].

Red blood cells were prepared from the same person’s
blood. Briefly, the whole blood was first centrifuged (250 xg
at 37°C for 15min), and PRP was removed. The remaining
blood sample was diluted in PBS (final volume of the whole
blood sample) and centrifuged (220 xg at 25°C for 10 min),
and the supernatant was consequently removed. This step was
repeated three times. The conditions of the last centrifugation
were altered (2000 xg at 25°C for 10 min), and red blood cells
were resuspended in PBS [28].

After mixing a suspension of washed platelets and washed
red blood cells (1:1) (final count of platelets and red blood
cells was 200 000/uL and 4 000 000/uL, resp.), modified or
control fibrinogen was added (final concentration 1 mg/mL).

High shear was applied with a cone and plate analyzer, the
Impact-R (DiaMed; Eurex Medica, Ostrava, Czech Republic)
in accordance with manufacturer’s manual. Sample (washed
platelets, red blood cells, and fibrinogen) was placed onto
a polystyrene plate onto which a Teflon cone was perfectly
fitted. After incubation (10s) shear was applied (shear rate
1800s™}) for 2 minutes. Plates were then washed with deion-
ized water and stained with May-Griinwald (Merck, Prague,
Czech Republic).

Samples were analyzed using an image analyzing system
that is a part of Cone and Platelet analyzer software. The
images obtained by built-in camera were processed by the
software that calculates surface coverage (SC), number (OB),
and size of surface-bound objects (AS). Seven images were
collected from each run, and the medians of the respective
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FIGURE 1: Evaluation of carbonyl groups in modified fibrinogen.
Fibrinogen was treated with MDA, NaOClI, and SIN-1. Content of
carbonyls was determined by DNPH derivatization [15]. Data are
represented as mean + SD from five independent experiments.

values were calculated by the analyzing system. The influence
of fibrinogen modification on platelet adhesion was expressed
as a percentage of surface coverage by adhered platelets in the
presence of modified fibrinogen versus surface coverage by
adhered platelets in the presence of control fibrinogen.

2.7. Statistical Analysis. Results are presented as mean + SD
and were performed in triplicate unless stated otherwise.
The significance of differences was evaluated using Student’s
t-test. P values less than 0.05 (two-sided) were considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Carbonyl Quantification. The ratio of carbonyl groups
per fibrinogen molecule was counted. The amount of car-
bonyl groups in modified fibrinogen increased with time
of modification in all three modification systems (Figure 1).
Native fibrinogen contains approximately 0.03mol car-
bonyl/mol fibrinogen. Carbonyl groups were also detected
in control fibrinogens but their amount was significantly
lower than in modified fibrinogens. These data suggest that
the most effective modification was done by NaOCI (0.60 +
0.04 mol carbonyl/mol fibrinogen). The highest content of
carbonyl groups in molecule of fibrinogen was created by
MDA modification (0.66 + 0.03 mol carbonyl/mol fibrino-
gen), but longer reaction time was necessary.

3.2. Fibrin Polymerization Curves Measurement. Polymer-
ization of fibrin was monitored at 350 nm for 40 min
(Figure 2). Maximal absorption and reaction rate were calcu-
lated from five independent experiments and then the ¢-test
was used.

The significantly lower final optical density was obtained
using NaOCl-modified fibrinogen as compared with control.
The maximal velocity of fibrin network formation was also
significantly lower as compared with control. We also found
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FIGURE 2: Representative curves of thrombin-catalyzed fibrin poly-
merization. Fibrin clot formation from modified (modification
times: MDA 30 min, NaOCI 5 min, and SIN-1 30 min) or control
fibrinogen (1mg/mL) was monitored at 350 nm after the addition
of thrombin (0.5 U/mL).

lower final optical density in polymerization of fibrin modi-
fied by MDA and SIN-1, but these differences did not reach
significance (data not shown).

3.3. Scanning Electron Microscopy. The architecture of the
fibrin clots was examined by scanning electron microscopy
(SEM; Figure 3). Multiple images were taken throughout a
fibrin net produced from fibrinogen modified by respective
reagents. One of them mostly representing the modification
with respective reagent was chosen for further examina-
tion. The significant changes between modified and control
network architecture were found in clots from fibrinogen
modified by all modification systems. Fibers from modified
fibrinogen were significantly (P < 0.05) thinner in compar-
ison with control fibers. The network from NaOCI treated
fibrinogen was composed of thin fibers with bundles and with
many pores, while clots formed by fibrin exposed to both
SIN-1and MDA were denser than control (Table 1).

3.4. Platelet’s Dynamic Adhesion. Samples were analyzed with
the image analyzing system. Platelet adhesion and aggre-
gation were recorded by examination of the percentage of
total area covered with platelets. All fibrinogen modification
systems induced significant (P < 0.05) differences in platelet
dynamic adhesion between modified and control fibrinogen.
Fibrinogen modified by MDA greatly inhibited dynamic
adhesion. This inhibition was increased with the time of
modification (Figure 4(a)). The surface coverage in the pres-
ence of modified fibrinogen (120 min) reached 53.7 + 17.3%
of surface coverage of platelets in the presence of control
fibrinogen. NaOCI treatment stimulated dynamic adhesion
of platelets (Figure 4(b)). Modified fibrinogen stimulated
dynamic adhesion to almost double values (172.0 £ 24.0%) in
comparison with control fibrinogen. Significant increase was
found between dynamic adhesion in the presence of modified
fibrinogen by SIN-1 and control fibrinogen after 60 min of
fibrinogen treatment (Figure 4(c); 133.8 + 15.1%).
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4. Discussion

The literary data of prothrombotic/antithrombotic (benefi-
cial or harmful?) properties of oxidized fibrinogen are not
straightforward. Vadseth et al. [8], Paton et al. [1], and
Upchurch et al. [29] proposed prothrombotic state induced
by oxidative posttranslational modification of fibrinogen
while Shacter et al. [9] or Tetik et al. [13, 30] argued the
opposite.

Experimental conditions (concentration of added
reagent and reactions time) were chosen to reflect real
(patho)physiological (possible) situations in organism. MDA
is a long-lived reagent, and its concentration in plasma from
control is between 1 and 2 uM [31]. Activation of platelets
close to atherosclerotic plates, however, may lead to the
production of a large amount of MDA, and thus, fibrin(ogen)
located in these lesions could be exposed to extended
modification [32]. Hypochlorite concentration was higher
than that used in Vadseth et al. [8] (1.25mM and 0.1 mM,
resp.) but within limit set for real system. Concentration
of hypochlorite in sites of inflammation might be 0.34 mM
or greater [33]. Decomposition of SIN-1 leads to nitric
oxide and superoxide production. These two molecules
immediately form peroxynitrite (rate constant 10" M~ s7")
[8]. The concentration of peroxynitrite is estimated to be
in nanomolar range concentration [34]. Peroxynitrite is
produced by several cells as vascular endothelial cells or
activated neutrophils, thus, fibrinogen in lesions could be
exposed to a higher local concentration (up to 100 uM) [35].
We used modification conditions as in Vadseth et al. [8].

All modification systems we employed initiated the
increase of carbonyl groups content in fibrinogen. The highest
content of carbonyl groups was reached using MDA, but the
modification induced by NaOCl proceeded more rapidly. The
range of fibrinogen carbonylation was within limit values
found in posterior myocardial infarct patients, thus reflecting
the real fibrinogen modifications in cardiovascular diseases
[1].

The singlet oxygen (102) is formed from hypochlorite
either in the presence of hydrogen peroxide or upon its
simple acidification onset at pH 8 [36] and plays a significant
role in oxidative stress. 'O, production by the spontaneous
dismutation of O does have also physiological relevance.
Singlet oxygen then inactivates fibrinogen, factor V, factor
VIII, factor X, and platelet aggregation of human blood
[37]. Moreover, thrombin converts oxidized fibrinogen into a
soluble stimulator of tissue-type plasminogen activator [38].
Changes in functional activities of plasma fibrinogen after
treatment with methylene blue and red light in vitro, where
singlet oxygen is formed, were observed by Suontaka et al.
[39].

Lupidi states that also peroxynitrite-mediated oxidation
of fibrinogen inhibits clot formation [21]. However, it was
proved that peroxynitrite does not decompose to singlet
oxygen and nitroxyl (NO,) [40].

Taking all these facts together, the singlet oxygen plays
a complex role in blood haemostasis, modifies many coagu-
lation factors, and affects platelet aggregation. The oxidative
modification of fibrinogen with reagents used in our study
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TaBLE 1: Fibers thickness and average number of fibrin fibers per 1 um? of fibrin clot.

MDA NaOCl SIN-1
Control Modified Control Modified Control Modified
fibrinogen fibrinogen fibrinogen fibrinogen fibrinogen fibrinogen
(Frlllfss thickness 115.2 + 30.8 102.0 + 21.8 136.7 + 48.8 1074 + 23.7 130.3 + 43.0 1021 + 34.0
Average no. of fibers
strands per field 129+1.0 20.5+3.3 131+1.8 20+1.2 141+11 204 +2.2
(1pm?)

Quantity and thickness of fibrin fibers were obtained from three experiments. Thickness of fibers is presented as mean of 45 values (15 values per experiment)
with SD. Count of fibers was acquired as mean value from 6 areas (2 areas per experiment). Differences between control and modified fibrinogen were significant
in both thickness and quantity parameters (paired Student’s t-test) with probability P < 0.05.

(d)

FIGURE 3: Representative SEM images of fibrin clots formed by modified and control fibrinogens. Control fibrinogen (a) and fibrinogen
modified by (b) MDA, (c) NaOCl, and (d) SIN-1. Images were obtained from the clots formed by fibrinogen in the final time of modification
(MDA 120 min, NaOCI 20 min, and SIN-1 60 min). The scale bar is 5 ym.

could be also partly caused by singlet oxygen, since at pH
7.4, we used in our experiments, the hypochlorite decomposes
partly to it. Neither peroxynitrite nor malondialdehyde pro-
duces singlet oxygen; however, they modify fibrinogen and
other proteins by different mechanisms. The platelet inter-
action with modified fibrinogen was studied at conditions,
where modification reagents were entirely removed and thus
their influence on platelets was excluded.

We found that fibers from fibrinogen modified with all
used reagents were markedly thinner in comparison with
control fibers. The finding was supported by measurements
of modified fibrin polymerization curves that showed lower
turbidity as compared with control samples. Only fibrin
clot made from fibrinogen modified with hypochlorite was
composed of large bundles of thin fibrin fibers.

In a previous work, we studied the thrombin kinetics of
fibrinopeptides release from fibrinogen modified with the
same set of reagents and found significantly decreased rate
of both fibrinopeptides A and B release as compared with
control sample [41]. It is well known that fibrinopeptide B
cleavage occurs primarily from fibrin oligomers and fibrino-
gen/fibrin complexes [42] and enhances lateral aggregation.
It seems that fibrin oligomer formation from modified fib-
rinogen molecules is hindered due to reagents action and
therefore the resulting clots are made up of thinner fibers as
compared with control samples.

We have found significantly decreased platelet adhe-
sion on fibrinogen modified with MDA and significantly
higher platelet adhesion on fibrinogen modified either
with hypochlorite or with SIN-1. The variety of obtained
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FIGURE 4: Dynamic adhesions (relative surface coverage) in the presence of control and modified fibrinogen. Fibrinogen (Fbg) modified by
(a) MDA, (b) NaOCl, and (c) SIN-1. Data are expressed as a percentage of surface coverage in the presence of modified fibrinogens relatively
to surface coverage in the presence of control fibrinogen. Results are represented as mean + SD of nine values from three independent
experiments (three values per experiment). Student’s ¢-test probability: *P < 0.05; **P < 0.01.

adhesion results reflects differences in published prothrom-
botic/antithrombotic properties of oxidatively modified fib-
rinogen [1, 8, 9, 29] and suggests that the respective reagents
differ in their effect on fibrin(ogen) properties. Reaction of
fibrinogen with malondialdehyde results mainly in modifica-
tion of e-amino groups of lysyl residues. The cross-linking of
fibrinogen by bifunctional malondialdehyde can involve not
only reaction with monomer MDA molecules, but also reac-
tion of MDA oligomers [43]. On the other hand, hypochlorite
reactions with proteins form wide spectra of compounds:
lysine chloramines from lysine residues, oxidation products
of cystine/cysteine residues, methionine residues, tryptophan
residues, and production of chlorotyrosine and dityrosine;
fragmentation of proteins can also take place [44]. N-Chlo-
ramine derivatives can subsequently break down to form
reactive aldehydes that can cause cross-linking of even
partially fragmented fibrinogen. Therefore, the modification
of fibrinogen with hypochlorite is much more complex
as compared with MDA and due to nonspecific charge
and hydrophobicity effects can enhance platelet adhesion.
Importantly, the reaction of fibrinogen with hypochlorite was
in our experiments much faster as compared with malondi-
aldehyde. It seems that, in the complex reactions ongoing in
living organisms at conditions of oxidation stress, the strong
reagents (e.g., hypochlorite formed by myeloperoxidase)

modify proteins (e.g. fibrinogen) faster and preferentially
as compared with weaker reagents (e.g. MDA). Thus, the
prothrombotic effects of prior fibrinogen modifications can
make the antithrombotic effect of malondialdehyde-modified
fibrinogen in real living systems prevail. Furthermore, MDA
and other reactive aldehydes are formed as a consequence of
lipid peroxidation mediated with hydroxyl radical formed,
for example, by Haber-Weiss reaction. The ROS, like super-
oxide, peroxynitrite, and hypochlorite (strong reagents),
have short half-life time and react immediately after their
formation in the site of oxidative stress (e.g. inflammation)
with proteins. In contrast, the aldehydes covalently modify
proteins localized throughout the cell at a later time and
relatively far away from the initial site of primary ROS
formation. The observed decreased and slower production of
fibrin network from modified fibrinogen molecules seems to
cause antithrombotic effects as at first proposed by Shacter et
al. [9]. Nevertheless, the changes in fibrin network properties
produced by respective reagents can either support or weaken
fibrin(ogen) interaction with platelets. Resulting effects not
only depend on the changes in fibrinogen molecule but
also vary with flow conditions in the experiment. Our
experiments with SIN-1 modification of fibrinogen revealed
that, at physiological shear rate (1800s™'), the relatively
small extent of carbonylation (as compared with both other
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reagents) leads to the significant enhancement of dynamic
platelet adhesion as compared with control sample. Thus, at
physiological shear stress conditions, the SIN-1 fibrinogen
modification had prothrombotic potential—in agreement
with the results of Vadseth et al. [8].

As these experiments were performed in a matrix differ-
ent from plasma, the results may not correspond to the in vivo
conditions. Pieters et al. [45] stated in their work that plasma
may buffer the negative effect of oxidative stress on fibrinogen
molecule. Nevertheless, extended changes in the structure of
fibrinogen molecule might be far beyond the plasma buffer
capacity.

In conclusion, the oxidative modification of fibrinogen
molecule has significant influence on its properties and
depends on the intensity and time of the oxidative stress.
Since the oxidative modification of proteins including fib-
rinogen depends on a complex of oxidative stress reactions,
the in vitro modification with respective reagents is only an
approximation of the real conditions. However, our results
clearly stress the importance of oxidative fibrinogen changes
in thrombotic episodes.
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Abstract

arginines influence on NO synthase activity impairment.

Myelodysplastic syndromes (MDS) are hematological malignancies of unclear etiology where oxidative stress may
contribute to the pathogenesis. Methylarginines, naturally occurring inhibitors of NO synthase, can increase
superoxide generation from uncoupled NO synthase. We found significant increase in concentrations of asymmetric
dimethylarginine (0.84 + 0.32 umol/L, p =0.0022) and malondialdehyde (0.77 +0.11 umol/L, p < 0.001) in sera of
MDS patients vs controls (asymmetric dimethylarginine: 0.56 + 0.16 pumol/L, malondialdehyde: 0.52 + 0.07 umol/L).
On the contrary, nitrites concentrations were significantly decreased in MDS patients (1.71 + 046 umol/L, p = 0.0028)
vs controls (2.16 + 0.38 umol/L). We suppose that the oxidative stress in MDS is enhanced due to methylated

To the editor

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous
group of clonal hematological disorders, characterized
by ineffective hematopoiesis and a high risk of trans-
formation into acute myeloid leukemia. It has been de-
termined that oxidative stress plays a role in the
initialization and disease progression [1]. The reactive
oxygen species may oxidize tetrahydrobiopterin resulting
into nitric oxide synthase (NOS) uncoupling and prefer-
ential formation to superoxide anion radical. It was
found that methylarginines (asymmetric dimethylar-
ginine - ADMA, N%-monomethyl-L-arginine - MMA
and symmetric dimethylarginine - SDMA), naturally oc-
curring inhibitors of NOS [2], can profoundly increase
superoxide generation from uncoupled NOS [3]. Free
methylated arginines, capable of inhibiting NOS [4], are
formed exclusively by the sequence of methylation of
arginine residues of proteins, followed by proteolysis
of these proteins. Protein arginine methylation is in
mammalian cells carried out by protein arginine

* Correspondence: Jiri.Suttnar@uhkt.cz
Institute of Hematology and Blood Transfusion, U Nemocnice 1, 128 20,
Prague, Czech Republic

( BioMVed Central

methyltransferases (PRMTs); many of them show links
to cancer [5].

The subjects of the study are characterized in Table 1.
Ethics approval (Ethics Committee of the Institute of
Hematology and Blood Transfusion) and informed con-
sent from all subjects were obtained. Serum concentra-
tion of oxidative stress marker malondialdehyde (MDA)
was estimated using liquid chromatography (Shimadzu,
Tokyo, Japan) of its thiobarbituric acid derivative [6].
Methylated arginines were analyzed using HILIC chro-
matography with MS/MS detection (ABSciex, Framing-
ham, USA) [7]. Nitrites were assayed by chromatography
using the fluorescent reaction product with 2,3-diamino-
naphthalene [8].

The concentrations of methylated arginine derivatives,
malondialdehyde and nitrites are summarized in the
Table 2. We found significantly increased serum concen-
trations of ADMA, SDMA, MMA, and MDA in sera of
MDS patients as compared with healthy donors. The ni-
trites concentrations were significantly decreased in sera

© 2013 Stikarova et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Table 1 Baseline characteristics of MDS patients and
healthy controls

MDS Controls
“Age (years) 437 (33-59) 443 (37-67)
Male/Female 11/9 8/8
3Serum iron [umol/L] 223 (114-433) bg5-28
Serum ferritin [ug/L] 6412 (8.9-1907.3) b15-150

“The data are depicted as averages with ranges. PReference interval.

Table 2 Concentrations of methylated arginines in sera of
MDS patients and healthy controls

MDS Controls “p
ADMA [umol/L] 0.84+0.32 0.56+0.16 0.0022**
SDMA [umol/L] 054+0.18 042+0.14 0.0361*
MMA [umol/L] 0.14£0.05 0.10+0.03 0.033*
Homoarginine [pmol/L] 1.77 +£1.06 232+1.26 01777
Citrulline [umol/L] 46.68 +14.96 4219+ 1231 03298
MDA [umol/L] 077 £0.11 0.52+0.07 <0.007***
Nitrites [umol/L] 1.71£046 2.16+£0.38 0.0028**

The data are represented as averages + SD. ADMA, N& N°-dimethyl-L-arginine;
MMA, N®-monomethyl-L-arginine; SDMA, N,N¢-dimethyl-L-arginine; MDA,
malondialdehyde. *Two-tailed t-test was used to compare measured
concentrations of analytes in MDS patients with healthy donors. Statistical
significance coding: * p < 0.05, ** p <0.01 and *** p < 0.001.

of MDS patients as compared with controls. The con-
centration of ADMA strongly positively correlated with
concentration of MMA (r=0.87, p<0.001) and SDMA
(r=0.70, p<0.001). ADMA concentration moderately
positively correlated with MDA concentration (r = 0.50,
p = 0.006).

Our results showed significantly increased oxidative
stress even in MDS patients characterized by moderately
enhanced iron and serum transferrin concentrations.
Resulting shift of overexpressed [9] NO synthase activity
in favour of superoxide production at the expense of ni-
tric oxide synthesis (reflected by nitrites concentrations
[10]) was further augmented at the presence of meth-
ylated arginines. Therefore, oxidative stress in MDS
patients could be explained by a positive feedback of
both superoxide and methylated arginines on original
NOS activity impairment. Moreover, recently pro-
posed PRMT-specific inhibitors [11] might have a
therapeutic effect on leukemia also by oxidative stress
reduction.
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Abstract

The role of oxidative stress in the initiation and progression of myelodysplastic
syndromes (MDS) as a consequence of iron overload remains unclear. In this study we
have simultaneously quantified plasma low-molecular-weight aminothiols,
malondialdehyde (MDA), nitrite, and nitrate; and have studied their correlation with

iron/ferritin levels, patient treatment (chelatation therapy) and clinical outcomes.

We found significantly elevated plasma levels of total and oxidized form of cysteine
(P<0.001), homocysteine (P<0.001), and cysteinylglycine (P<0.006) and significantly
depressed levels of total, oxidized and oxidized glutathione (P<0.03) and nitrite
(P<0.001) in MDS patients compared to healthy donors. Moreover total (P=0.032) and
oxidized cysteinylglycine (P=0.029) and nitrite (P=0.021) differed significantly
between the analyzed MDS subgroups with different clinical classifications. MDA
levels correlated strongly with both ferritin levels (r=0.78, p=0.001) and free iron
levels (r=0.60, P=0.001) and were significantly higher in patients with iron overload.
The other analyzed compounds lacked correlation with iron overload (represented by

iron/ferritin levels).

For the first time our results have revealed significant differences in the concentrations
of plasma aminothiols in MDS patients, when compared to healthy donors. We found
no correlation of these parameters with iron overload and suggest the role of oxidative

stress in the development of MDS disease.

Keywords
Myelodysplastic Syndromes, Nitrite, Cysteinylglycine, Oxidative Stress, Gamma-

Glutamyl transferase, Iron O verload
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal hematological
disorders, characterized by ineffective hematopoiesis and a high risk of transformation
into acute myeloid leukemia (AML). Although the origin of MDS development is not
fully understood, it has been determined that oxidative stress plays an important role in

the initialization and disease progression of MDS [1].

One of the suggested mechanisms causing oxidative stress in MDS is attributed to a
non-transferrin-bound iron (NTBI or free iron), which has been found in higher levels
in the early stages of MDS patients receiving frequent red blood cell (RBC)
transfusions [2]. Several studies have found elevated levels of oxidative stress markers
in MDS patients and their correlation with serum ferritin levels [3, 4]. However,
increased oxidative stress was revealed, even in the patients not receiving transfusions
[5]. The presence of several other oxidative stress markers has been described in

patients with established MDS, independent of iron or ferritin levels [6-8].

Oxidative stress — the imbalance in pro-oxidative and anti-oxidative processes, in
favour of the first — acts through reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS). Oxidative status is reflected in blood plasma by actors of oxidative
stress (free radicals and its metabolites), their products such as modified
biomacromolecules, products of lipid peroxidation (malondialdehyde, 4-
hydroxynonenal), and by changes in the concentration of compounds involved in
antioxidant defense (enzymes, macromolecular and low molecular weight antioxidants,

e.g. aminothiols).

Simultaneous determination is necessary of plasma oxidative stress actors, their
products, and antioxidant defense molecules to investigate their role in the
pathogenesis of human diseases associated with oxidative stress, such as MDS. The
only work simultaneously evaluating oxidative stress markers and antioxidant defense
molecules was done by Ghoti et al. in blood cells, however to the best of our
knowledge we have not found any work evaluating oxidative stress markers and
antioxidant defense molecules in plasma of MDS patients, and their relationships with

each other and with iron and ferritin levels.
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The aim of this study has been to assess the oxidative status of MDS patients and
healthy donors by the evaluation of levels of plasma total, oxidized and reduced forms
of aminothiols: glutathione (GSH), cysteine (Cys), cysteinylglycine (CG), and
homocysteine (Hcys); malondialdehyde (MDA), nitrite (NO2"), and nitrate (NO3"; and
to estimate their relationship with serum iron/ferritin levels and clinical outcomes in
MDS patients.

Materials and methods
Materials and reagents
All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) unless
otherwise specified. All reagents employed were of analytical grade or higher purity,

and all aqueous solutions were prepared using HPLC-grade water.

Blood plasma samples

Blood samples were retrospectively collected from 61 patients with MDS, diagnosed at
the Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic, and from
23 healthy volunteers. None of the patients had received any specific therapeutic
agents prior to the study. All individuals tested agreed to the study at the time of blood
collection. All samples were obtained in accordance with the Ethical Committee
regulations of the Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague; and with a
release of informed consent. Blood samples were drawn from patients and controls in a
vacutainer tube containing EDTA for plasma, or containing beads coated with a
clotting activator for serum; the tubes were immediately cooled on an ice bag and
centrifuged as soon as possible at 4000 g, 5 min, 4 °C. Serum and plasma samples

were stored in the dark at -70 °C until the analysis.

Diagnoses were made according to the 2008 WHO classification system. Patients with
unclassified MDS, Fanconi anemia, chronic myeloid leukemia, autoimmune
thrombocytopenia, and congenital anemia have been excluded from the analysis. Thus,
the following categories were considered: refractory anemia (RA), MDS with isolated
del(5q) (RA-5q), refractory anemia with ringed sideroblasts (RARS), refractory

4
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cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD), RCMD with ringed sideroblasts
(RCMD-RS), RCMD with 5q deletion (RCMD-5q), RCMD with reactive monocytes,
RA with an excess of blasts-1 (RAEB-1), RA with an excess of blasts-2 (RAEB-2),
RA  with an excess of  blasts in transformation (RAEB-T),
myelodysplastic/myeloproliferative syndromes (MDS/MPS), MDS/MPS with 5q
deletion, acute myeloid leukemia (AML M2), and MDS-RAEB1 plus SC-non-
Hodgkin lymphoma. Inour study there were 19 patients with cardiovascular event and

28 patients with hypertension.

All the healthy subjects enrolled in this study were asymptomatic and none of them
had any abnormality on physical examination and routine blood laboratory tests. No
one was taking medication, smoked or drank alcohol, and all gave informed written

consent before participating in this study.

Ferritin, iron, and gamma-glutamyltransferase

Ferritin, iron (Fe), and gamma-glutamyltransferase (GGT) plasma levels were
estimated in healthy controls and MDS patients in the central national biochemical
laboratory in the Institute of Hematology and Blood Transfusion. Values of ferritin,

iron, and GGT in healthy donors fall within the limits of the reference interval.

Measurement of total and reduced forms of thiols (cysteine, homocysteine,
glutathione, cysteinylglycine)

60 pl of plasma sample or standards was mixed with 60 pul of PBS and 15ul of 10 %
tris(2-carboxyethyl)phosphine (w/v) for total levels of thiols (sum of their reduced and
oxidized forms in plasma, including thiols covalently bound to plasma proteins) and 75
pl of PBS for reduced forms of thiols. Both mixtures were incubated at 25 °C for 30
min and deproteinized by the addition of 135 pL of 10 % trichloracetic acid with 2
mM EDTA, followed by centrifugation (15000 x g, 15 min, 10 °C). To 50 pL of
supernatant, 125 pL of 125 mM borate buffer (pH 9.5) with 4 mM EDTA was added,
followed by the addition of 15 pL of 1.5 M NaOH and 50 pL of 0.1 % ammonium 7-
fluorobenzofurazan-4-sulfonate (w/v). The reaction mixture was incubated at 60 °C in
darkness for 60 min and filtered through 0.2 pm cellulose filters (National Scientific,

Rockwood, TN, USA). Chromatographic conditions were used according to Garcia [9],

5
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with several modifications using a High Performance Liquid Chromatographic system
(HPLC) (Shimadzu, Tokyo, Japan). A 20 pL aliquot was injected onto a LUNA C18
(2) column (150x3 mm, 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) and separated at 40
°C. The mobile phase was composed of 0.1 M H3PO, adjusted to pH 2.1 with KOH
(A) and 10 % methanol buffer A (B). Elution of the thiol- benzofurazan-4-sulfonate
derivatives was performed with a gradient system (t (min) / % B: 0/0, 7/0, 7.1/100,
10/100, 10.1/0) at a flow rate of 1 mL/min. The fluorescence signal of excitation was

measured at 385 nmand of emission at 515 nm.

Measurement of nitrite

Nitrite standards and samples were prepared as previously described by Li et al. [10].
Briefly, 200 pL of nitrite standard KNO2 (0-625 nM) or a patient sample (10x diluted
and ultrafiltered plasma sample) were incubated at 25 °C with 20 pL 316 mM 2,3-
diaminonaphtalene (in 0.62 M HCI) for 10 min, followed by the addition of 8 pL of
triethylamine. This reaction mixture was deproteinized with acetonitrile 1:1,
centrifuged (17 000 x g, 4 min), and filtered through a 0.2 pum cellulose filter (National
Scientific). 150 pL of the filtered solution was used directly for the chromatographic
separation of reaction product 2, 3-naphtotriazole. Chromatographic conditions were
used as described by Woitzik et al. [11] with minor changes using a HPLC system
(Shimadzu). A 10 yL aliquot of the sample was injected onto a Luna C18 (2) column
(150x3 mm, 5 pm) (Phenomenex). The mobile phase consisted of 30 % acetonitrile in
30 mM of phosphate buffer, adjusted to pH 8 with triethylamine. Fluorescence was
monitored with excitation at 375 nm and emission at 415 nm, with separations
performed at 45 °C.

Measurement of nitrate

Nitrate were determined according to Davies et al. [12] by capillary electrophoresis
with UV detection at 214 nm (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), performed at
25 °C with small changes. The components were separated using a -10 kV voltage;
reverse electroosmotic flow was used. The separation of samples took place in a fused
silica capillary tube (50 pm diameter by 40 cm to the detector), in a buffer consisting
of 150 mM NaCl/5 mM Tris-HCI, pH 7.4 and 2 mM tetradecyltrimethylammonium
hydroxide (TTAH). TTAH was prepared from a tetradecyltrimethylammonium

6
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bromide solution by passing it through a strong anion exchange cartridge
(Phenomenex), which replaced the bromide ions with hydroxide ions. The capillary
tube was rinsed before each injection with 0.1 M NaOH and a separation buffer for 1
min and 2 min, respectively. Plasma samples were centrifuged (17 000 x g, 4 min, 25
°C), filtered through a 0.2 pum cellulose filter (National Scientific), and sonicated. The
linearity of the assay was determined by preparing aqueous solutions containing 0.39
pM - 500 uM KNOs.

Measurement of malondialdehyde

Standard and plasma samples were prepared as in our previous study [13]. 100 pL ofa
plasma or standard sample (0-10 uM) was mixed with 12.5 pL of 100 mM EDTA in 2
% NaOH (w/v), 12.5 pl of H,O or MDA standards, and 125 pL of 10 mM 2,6-ditert-
butyl-4- methylphenol in acetonitrile. The mixture was incubated at 60 °C for 30 min.
Samples were centrifuged (17 000 x g, 10 min). To 75 yL of the supernatant, a total of
300 pL of 25 mM 2-thiobarbituric acid in 2 M CH3;COOH was added (pH 3) and
incubated at 100 °C for 60 min. Separations were carried out on a 5 um reversed-phase
C18 Gemini NX column (150x2 mm) (Phenomenex) at 25 °C using a HPLC system
(Shimadzu), as was described in our previous work [13]. Elution of the MDA
derivative with 2-thiobarbituric acid was performed isocratically with 35 % MeOH in
50 mM of NH4HCO3 buffer, adjusted to pH 9.3 with NH,OH at a flow rate of 0.25
mL/min, with UV-Vis detection at 532 nm.

Statistical analysis

Data are presented as means * standard deviation (SD) and as a range. A two-tail, two
sample student t-test was used to compare MDS patients with healthy donors. One-
way ANOVA was computed to examine the differences across all groups (MDS,
healthy controls). Post hoc analyses using Duncan homogeneous subsets were
performed for cases in which the main effect was significant. A Pearson correlation
test was used for the normally distributed data, and a Spearson rank correlation test for
nonparametric data. All tests for statistical significance were standardized at an alpha
level of P<0.05.

All methods used were performed according standard operating procedures (SOP)

validated and verified. The methods have been optimized and validated for selectivity,

7
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precision, and recovery using an internal quality control. All of the tested compounds
analyzed by chromatography methods had linearity of >98%, with relative standard
deviation <10% in terms of variation of retention time. Interday and intraday

variability was <5%.

Results

Oxidative stress parameters in MDS patients vs. healthy donors

Plasma levels of total, oxidized and reduced forms of aminothiols — cysteine,
homocysteine and cysteinylglycine — were elevated in the plasma of all MDS patients,
when compared with healthy controls using a two-tailed, two sample student t-test.
Conversely, plasma levels of total (t-GSH) and oxidized (ox-GSH) form of glutathione
and nitrite were significantly depressed in all MDS patients, comparing with healthy
donors. We did not observe any significant differences between MDS patients and
healthy donors in plasma levels of malondialdehyde and nitrate. Ferritin levels
exceeded the upper limit of the reference interval. The means of free iron levels were
in the reference interval and levels of gamma-glutamyltransferase were at the upper
limit edge of the reference interval in all MDS patients. Data are shown in Table 1
(data of thiols are shown for total forms, other forms of thiols are presented in

supplement table).

Oxidative stress parameters in MDS patients in the context of clinical outcomes

Subsequently, MDS patients were divided into four study groups (1-4) according to
their common clinical and diagnostic outcomes (Table 2). The groups were compared
with each other and with a group of healthy donors (0). Table 2 provides an overview
of the groups analyzed in the presented study. ANOVA was used to test for significant
differences in the means of measured compound concentrations between the analyzed
groups. As shown in Table 3, significant differences were observed between the
analyzed groups for total CG (t-CG) (P=0.032) and for nitrite (P=0.021). Oxidized CG
(ox-CG) also significantly differed between groups (P=0.029). Using post hoc
ANOVA tests (Duncan) we ascertained that the levels of t-CG (Fig. 1) and ox-CG

were significantly higher in group 1 of MDS patients, with respect to healthy donors
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and group 4. The same post hoc test showed the levels of nitrite significantly lower in

all MDS subgroups as compared to the healthy controls (Fig. 2).

Plasma levels of all forms of cysteine were also higher in all MDS subgroups, as
compared to the healthy donors. The highest plasma levels were found mostly in
groups 1 and 2, respectively. Total, oxidized and reduced glutathione concentration
tended to be lower in all MDS patients, as compared to the healthy donors; however,
there was not a statistical significance between the groups. The levels of
malondialdehyde were higher in groups 1 and 3, as compared with healthy donors; but
these data differences were also not statistically significant. Plasma levels of nitrate in
groups 0, 1, and 2 were approximately the same; lower values were observed in groups
3 and 4, with the lowest value in group 4; yet they still did not differ significantly.
Levels of free iron and plasma ferritin did not differ significantly between the MDS

groups.

Using a Pearson correlation test, a strong positive correlation was found between all
forms of evaluated thiols. Moreover reduced Cys (red-Cys) correlated moderately with
t-CG (r=0.40, P=0.001) and strongly with reduced CG (red-CG) (r=0.77, P=0.001). A
strong correlation between the levels of t-CG and t-GSH (r=0.65, P=0.001) (Fig. 3)
and moderate correlation between both ox-CG (r=0.48, P=0,001) and red-CG (r=0.39,
P=0,001) and t-GSH was found. Moreover, a moderate negative correlation was found
between the concentrations of all forms of CG: t-CG (r=-0.41, P=0.005), ox-CG (r=-
0.40, P=0,001), red-CG (r=-0.49, P=0,001); and nitrite (Fig. 4).

Oxidative stress parameters in MDS patients in the context of iron overload

Patients were divided according to the possible risk of iron overload (high iron and
ferritin levels) into a group of patients requiring chelation therapy (CH) (16) and a
group of patients not requiring chelation therapy (non-CH) (30). Applying a two-
tailed, two sample student t-test, we estimated that the levels of free iron (P=0.001)
and ferritin (P=0.006) were significantly higher in the CH group. However, no
significant differences in aminothiol and NOx compound levels were found between
these two groups. MDA concentrations were significantly higher in the group requiring

chelation therapy (P=0.001). Furthermore, we compared analyzed compounds in
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patients regularly receiving blood transfusions (T) with patients who were not
receiving blood transfusions (non-T). We found significantly higher levels of free iron
(p=0.004) and malondialdehyde (P=0.013) in group T of patients. No significant

differences were found between the groups for the other analyzed compounds.

Our data showed that while a lack of correlation was found between plasma oxidative
stress parameters (aminothiols, NOx compounds) and plasma iron levels/ferritin levels,
malondialdehyde correlated strongly with both free iron levels (r=0.60, P=0.001) (Fig.
5) and ferritin levels (r=0.78, P=0.001) (Fig.6).

Discussion

Our results originally revealed that plasma concentrations of total, oxidized and
reduced forms of cysteine, homocysteine, and cysteinylglycine were significantly
elevated in MDS patients vs. healthy donors; conversely, plasma levels of total and
oxidized glutathione and nitrite were significantly depressed in MDS patients
compared to the control group. Moreover, significant concentration differences of
nitrite, t-CG and ox-CG were found between the clinical subgroups of MDS patients
and the controls. We also found that patients requiring chelation therapy and those
receiving transfusions had significantly higher levels of both malondialdehyde and free
iron, whereas aminothiols and NOx compounds did not differ between these groups
and the compared patient groups not requiring chelation treatment or the non-
transfused patients. The question arises of what is the cause and significance of these

newly elucidated findings.

We found significantly depressed levels of nitrite in all groups of MDS patients versus
controls. These results were in accordance with our previous study of middle age
patients with MDS [14]. However the age of subjects in our study group, were in the
range 25-91 years. The relation of plasma levels of nitric oxide to patient age depends
on the substances (NO>", NOs, NOx) measured to assess NO [15-17]. Alusik et al.
found, that nitrite levels in elderly patients (over eighty) were slightly, non-
significantly lower than in a younger control group in their thirties; whereas nitrate
concentrations were non-significantly higher in elderly patients then in these controls

[18]. Kawakatsu et al. found that together, both males and females showed a non-
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significant enhancement of NOx with age [19]. Even the levels of aminothiols are
believed to vary with age. Bates et al. found in a study of young people aged 4-18
years, compared with people aged 65 years and over, that both Hcys and Cys exhibit
progressive increases with age throughout the age range; whereas CG plasma
concentration does not change significantly with age [20]. According to our previous
discussions a correct assessment of the importance of nitric oxide and cysteinylglycine
levels estimated in our MDS patients should not be influenced by age, because these
relations were referred to as non-significant, as shown above. Collecting a control
group of healthy individuals of older age is rather problematic, due to other diseases
typical for the elderly population (hypertension, diabetes, etc.). Optimally, the control
group should match for as many parameters as possible. As MDS usually occurs in
elderly patients, the control group should be of similar age range. However, this
matching may face to other limitations — the primary difficulty is to find healthy
individuals of older age who do not suffer from other above mentioned diseases which
may significantly affect the obtained results. Further, MDS is not limited to elderly
patients only. Considering that, we decided to compare our patient group with a
healthy control group of lower age range to possibly observe all the changes that

would occur.

The significantly lowered levels of nitrite in studied group of MDS patients versus the
controls were probably induced by a combination two factors. In our work, nitrite
concentrations moderately negatively correlated with MDA levels (r=-0.339, p=0.006),
using a Spearsman rank correlation test for non-parametrically distributed data. We
suppose that NO synthase was probably uncoupled due to the enhanced oxidative
stress and subsequent oxidation of tetrahydrobiopterin. Furthermore eNOS could be
inhibited by enhanced levels of asymmetric dimethylarginine which has been
described in plasma of MDS patients [14]. The other consideration is the possible
consumption of NO by an elevation of plasma free hemoglobin levels [21]. Thus, we
further sorted the patients into transfused and non-transfused groups. Consequently, we
tested the hypothesis that transfusion lowered patient nitrite levels, as a consequence of
NO consumption by free hemoglobin. In the samples of patients who received

transfusions, we did not find significantly lowered levels of nitrite compared to
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patients without transfusions (p=0.137; two-tail, two sample student t-test), although

they tended to be lower.

Significantly higher levels of cysteine, cysteinylglycine, and homocysteine in MDS
patients were found in our study. Aminothiols, especially homocysteine are a common
cardiovascular risk factor. In our study there were 19 patients with cardiovascular
event and 28 patients with hypertension. We tested hypotheses that patients with
cardiovascular event or hypertension had higher levels of cysteine, cysteinylglycine
and homocysteine. Using two-tail, two sample student t-test we have found significant
differences neither in homocysteine levels, nor in levels of CG among groups of
patients with cardiovascular event and hypertension comparing to group of patients
without mentioned comorbidities. Only levels of total cysteine were significantly
higher in patients with hypertension (P<0.03). The higher levels of total homocysteine
in MDS have been described earlier and were in accordance with Cortelezzi et al. [6].
Elevated levels of cysteine had not yet been described in relation with myelodysplastic
syndromes. De Chiara et al. studied cysteine in cardiovascular disease, and they have
suggested that cysteine is the main plasma antioxidant compound; its concentration
reflecting increased oxidative processes [22]. However, an association has been
described between cysteine and older age [23]. As mentioned, cysteinylglycine was
described to have a lack in correlation with age [20]. This dipeptide has not been as
widely studied as glutathione and homocysteine; however, its role in the
pathophysiology of several diseases has been described previously [24]. We found that
levels of all forms of CG were significantly higher in MDS patients; and moreover,
levels of t-CG differed significantly between each of the MDS clinical subgroups and
levels of ox-CG were significantly higher in subgroup 1 of MDS compared to group 4
and healthy donors. Cysteinylglycine together with cysteine are the main components

of glutathione metabolism and essential substrates for GSH synthesis.

Reduced levels of plasma glutathione as a consequence of oxidative stress have been
described in several works [25-27]. Glutathione is a key antioxidant involved in the
protection of the cell against oxidative radicals forming glutathione disulfide, and in
the metabolism of endogenous and xenobiotic compounds to yield mixed disulfides.

Glutathione has also been described to play a critical role in determining apoptosis
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sensitivity and resistance in leukemia cells [28, 29]. Once GSH is oxidized, it is
exported out of the cell and degraded [30]. GSH is catabolized through the action of
gamma-glutamyltransferase to y-glutamyl moiety, coupled to another amino acid and
cysteinylglycine, which can be further catabolised to cysteine and glycine.
Significantly reduced levels of total and oxidized glutathione, together with enhanced
levels of cysteine and cysteinylglycine, suggest a possible imbalance in glutathione
metabolism in MDS. In our study, the activity of GGT, a crucial enzyme in the
metabolism of glutathione in MDS patients, was 0.60 pkat/L, which is mostly at the
upper limit of the standard reference interval of GGT (0.16 — 0.8 pkat/L). Moreover,
levels of GGT were moderately negatively correlated with total glutathione
concentrations. GGT has been described as a marker of oxidative stress [26-28], and
several studies support the view that the enhanced expression of GGT may represent
an important factor in the development of a more aggressive and resistant phenotype of
cancer cells [31-33]. In addition, De Donatis et al. showed that the blocking of
glutathione metabolism through GGT-inhibition elicited an extra-lenticular
accumulation of glutathione and the ability of CG to abolish this effect [34]. In our
study, the significantly elevated levels of CG as a consequence of enhanced GGT

activity could be considered.

Ghoti et al. described lower levels of reduced glutathione in the red blood cells,
platelets, and neutrophils of MDS patients with RARS and RCMD. These data
correlated with serum ferritin levels, and were attributed to oxidative stress due to iron
overload [4]. In our study, MDS patients had significantly depressed plasma levels of
total glutathione and oxidized glutathione as compared with healthy donors. In several
works, oxidative stress in MDS was attributed to the early stages of MDS,
characterized by enhanced apoptosis and transfusion therapy [2, 35] . These patients
suffer from iron overload and consequently oxidative stress development [36]. We
found enhanced plasma lewvels of aminothiols (cysteine, cysteinylglycine,
homocysteine) in groups 1 and 2, respectively. These groups involve MDS subtypes
designated as early stages of MDS. However, serum ferritin levels and free iron did not
differ significantly between each of the MDS subgroups (1-4) in our study.
Meanwhile, the oxidative stress represented by MDA concentrations was significantly

higher in patients with iron overloads (meaning patients requiring chelation therapy
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and transfused patients). MDA had a strong correlation with iron and ferritin levels.
However, other analyzed compounds lacked correlation with oxidative stress as a
consequence of iron overload. This conflict with Ghoti et al. may be explained by
experimental conditions. We evaluated levels of glutathione in plasma and Ghoti did
so in cells. We suggest possibility that there is an oxidative stress as a result of iron
overload; however the imbalance in plasma aminothiols and the NOx compound could

be probably influenced by other factors.

Conclusions

In conclusion, we simultaneously determined NOx compounds and plasma aminothiols
in 61 MDS patients in the context of clinical outcomes and as a consequence of iron
overload, and compared both with 23 healthy donors. Our results reveal for the first
time the significant differences in the concentrations of total plasma aminothiols in
MDS patients, and no correlation of these parameters with iron overload represented
by iron/ferritin levels. We suggest that oxidative stress could participate in the
development of MDS disease, not ‘only’ to be consequence of iron overload. This
work brings new insight into the problematic nature of myelodysplastic syndromes and
oxidative stress. However, further studies are needed to clarify this subject more

concretely.
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Table 1

Plasma levels of oxidative stress compounds in healthy donors and
myelodysplastic patients (MDS). Data are expressed as means = SD.
Significant differences between MDS patients and healthy donors are marked

with *. Data were analy zed using a two-tailed, two sample student t-test.

Analyzed compounds | Healthy donors (n=23) MDS patients (n=61)

t-Cys [UM] 219.49+ 13.83 284.00 + 68.20***
t-Heys [uM] 9.45 + 0.63 14.50 £ 10.70***
t-CG [uM] 39.71 £ 4.86 48.8 + 14.30**
t-GSH [uM] 9.07 + 1.55 7.16 + 3.59*

MDA [uM] 0.69+0.11 0.82+0.34

NO," [nM] 1149.08 + 84.55 903.34 + 215.34***
NO;™ [UM] 32.78 £ 10.33 32.8+17.87
Ferritin [ug/L] Ref. R.: 22-322 557.18 + 3.98

Fe [uM] Ref. R.: 7.2-29 26.15+ 12.28

GGT [pkat/L] Ref. R.: 0.14-0.8 0.60 + 0.56

***p < (0,001, **P < 0.005, *P < 0.05, total cysteine (t-Cys), total
homocysteine (t-Hcys), total cysteinylglycine (t-CG), total glutathione (t-
GSH), malodialdehyde (MDA), gamma-glutamyltranferase (GGT).
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Table 2
Overview of the analy zed study groups (0-4), the number of myelodysplastic patients,

gender ratio, and the age of analyzed patients and controls.

Group Number of Age range Diagnoses
patients

(male/female)

0 23 25-57 healthy donors
(10/13)
1 14 52-91 RA, RA-5q, RARS
(10/4)
2 29 28-90 RCMD, RCMD-RS, RCM D-5q,
(15/14) RCMD with reactive monocytes
3 9 36-85 RAEB-1, MDS/MPS,
(4/5) MDS/MPS with 5q deletion,
MDS-RAEB1+ SC-NHL
4 9 55-80 RAEB-2, RAEB-T,AMLM?2
(5/4)

Refractory anemia (RA), MDS with isolated del(5q) (RA-5q), refractory anemia with
ringed sideroblasts (RARS), refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCM D),
RCMD with ringed sideroblasts (RCMD-RS), RCMD with 5g deletion (RCMD-5q),
RCMD with reactive monocytes, RA with an excess of blasts-1 (RAEB-1), RA with an
excess of blasts-2 (RAEB-2), RA with an excess of blasts in transformation (RAEB-T),
myelodysplastic/myeloproliferative syndromes (MDS/MPS), MDS/MPS with 5q
deletion, acute myeloid leukemia (AML M2), and MDS-RAEB1 plus SC-non-Hodgkin

lymphoma.
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Table 3

Oxidative dress parameters in the control group (0) and four myelodysplastic syndromes subgroups (1-4). Values are shown asmeans +

SD. Data were analyzed by ANOVA, and P values are shown for significantly differing parameters.

Analyzed goups P value
Analyzed
compounds 0 ! 2 3 4
t-CyquM] 21949 £13.83 30049 £57.48 283.96 £70.58 27430 £56.29 268.18 £89.73
t-Heys [uM] 945+0.63 11.73 £4.87 17.12 £1451 13.50 £3.17 11.38 £4.75
t-CG [uM] 39.71 +4.86 56.09 +18.81 4754 +1141 49.70 £8.15 40.59 +14.95 *0.032
t-GSH [puM] 9.07+155 8.36+4.27 6.83+2.88 725+489 6.26 +3.22
MDA [puM] 0.70+0.12 099051 0.74+0.25 092+031 0.71+£0.15
NO;" [nM] 1185.00 +92.62 960.00 +275.20 890.00 +225.33 827.00 +108.05 945.78 +173.65 *0.021
NOs [pM] 34.80 +11.16 33.14 +13.87 37.47 £20.32 29.29 +18.91 20.78 £6.91
Ferritin [pg/L]  Ref. R:22-322 1569.7 £2.25 330.02 £6.12 1681.03+2.10 24998 £3.11
Fe [uM] Ref. R.:7.2-29 38.19 £9.13 2523 £13.15 29.44 £7.20 1951 £10.1
GGT [pkat/L] Ref. R:0.14-0.8 0.75+0.77 0.70+0.71 0.60+0.17 042+0.27

Total cysteine (t-Cys), total homocysteine (tHcys), total cysteinylglycine (+CG), total glutathione (t-GSH), malodialdehyde
(MDA), gamma-glutamyltranferase (GGT).
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Figure legends

Figure 1: Concentration of total cysteinylglycine (CG). Plasma levels of total
cysteinylglycine (reduced form and form bound to proteins) in healthy donors (0) and
MDS subgroups (1-4). Data are expressed as means + SD. Using ANOVA, total
cysteinylglycine was found to differ significantly between groups (p=0.032).
*Statistical significance of the difference between group 1 and both groups 0 and 4
(post hoc ANOVA tests, Duncan, P<0.05).

Figure 2: Concentration of nitrite (NO"). Plasma levels of nitrite in healthy donors
(0) and MDS subgroups (1-4). Data are expressed as means + SD. Using ANOVA,
nitrite were found to differ significantly between groups (P=0.021). *Statistical
significance of the difference between groupsl-4 and the control group (post hoc
ANOVA tests, Duncan, P<0.05).

Figure 3: Correlation of total cysteinylglycine (t-CG) and total glutathione (t-
GSH). Correlation of t-CG plasma concentrations and t-GSH plasma concentrations in
MDS patients and healthy donors. P and r values were derived by a Pearson
correlation test.

Figure 4: Correlation of cysteinylglycine (t-CG) and nitrite (NO;"). Correlation of
cysteinylglycine plasma concentrations and nitrite plasma concentrations in MDS
patients and healthy donors. P and r values were derived by a Pearson correlation test.

Figure 5: Correlation of total malondialdehyde (MDA) and free iron (Fe).
Correlation of MDA plasma concentrations and Fe plasma concentrations in MDS
patients and healthy donors. P and r values were derived by a Pearson correlation test.

Figure 6: Correlation of total malondialdehyde (MDA) and ferritin. Correlation of
MDA plasma concentrations and ferritin plasma concentrations in MDS patients and

healthy donors. P and r values were derived by a Pearson correlation test.
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Figure 2

1400

1200

1000

800

600

400

Concentration of NO,” [nM]

200

2
Analyzed groups

26




Figure 3
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Figure 4 t-CG - NOZ-
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Figure 5 MDA-Fe
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Figure 6
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