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UVODEM
Vazeni pratelé,

vitéame Vas ve tretim Cisle jiz 30. ro¢niku naseho Bio-
prospectu, které dostavate trochu opozdéné. Dlivodem
jsou komplikace zavinéné koronavirovou aférou, kte-
ra se zdala byt skoro za nami, ale virus zadtocil znovu
ve druhé vIné silnéjsi intensitou. Pfes vSechna opatie-
ni, ktera sméfuji k omezeni Sifeni viru, ozna¢ovaného
COVID-19, se zd4, Ze prilom v zastaveni viru mlze za-
sadné ovlivnit pouze efektivni vakcinace.

Pozitivnim jevem je, Ze farmaceuticky prdmysl ma
rozsahlé zkusenosti s pfipravou rliznych typG vakcin.
Z nich asi 80% piipada na lidské vakciny a zbyvajicich
209% jsou vakciny veterinarni. Z lidskych vakcin zhru-
ba 90% tvofi vakciny profylaktické (rtizné typy ,ocko-
vani”) a jen asi 10% pfipada na vakciny terapeutické.
RNA a DNA vakciny Ize realizovat s mensimi provoz-
nimi naklady neZ vakciny, jejichz pfiprava je zalozena
na mikrobialni ¢i bunéé¢né kultivaci, a tudiz jsou i ceno-
vé vyhodnéjsi.

Pandemie COVID-19 iniciovala velky zajem o vyvoj
vakcin. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO -
— World Health Organization) existuje v soucasnosti'
vice jak 125 projekt pfipravy vakciny, pficemz 15 z nich
je jiz v klinickych zkouskach ve fazi 1 a 2 a dokonce né-
které jiz vstoupily do klinické faze 3. Zda se byt realné,
ze zacatkem pfistiho roku by mohly byt nékteré klinicky
ovéfené, vakciny k disposici v Sirsim méfitku.

Koronaviry jsou jednovldknové RNA viry s pozitivni
polaritou. Jejich nazev je odvozen od charakteristic-
kého usporadani povrchovych struktur lipidového oba-
lu ve tvaru slunec¢ni korény. Dosahuji velikosti kolem
120 nanometrd. Jejich genom obsahuje 30 tisic bazi,
coz je nejvice mezi znamymi RNA viry s nesegmentova-
nym genomem.

Prvni koronavirus byl prokadzan u kufat v roce 1930.
Pozdéji byly coronaviry prokazany u netopyrd, velblou-
dd, kocek, ptakl a jinych zvifat. Tento jev se oznacu-
je jako ,cross-species transmission” nebo ,spillover”.

Literatura:

Viry, které infikuji jeden druh, mutuji a ziskavaji schop-
nost infikovat jiny druh. Prvni infikovéni ¢lovéka koro-
navirem bylo zfetelné prokazano v r. 1960. Uvadi se,
Ze asi 10 — 15% béznych zimnich nachlazeni zpUsobuiji
koronaviry 229E, 0C43, NL63 a HKU1. Prvni viry proka-
zané pii béznych nachlazenich byly pravé 229E a 0C43.
Prvni koronavirus, ktery zptsoboval vaZzné onemocnéni,
byl SARS-CoV (severe acute respiratory syndrom ko-
ronavirus). SARS-CoV byl detekovan v listopadu 2002.
Jeho genom byl identifikovan Canada’s National Micro-
biology Laboratory. SARS v mnoha smérech vykazuje
podobnost s COVID-19. V obdobi 2002 — 2014 zemfelo
774 lidi. Po 10 letech, tedy v r. 2012, byl identifikovan
coronavirus MERS-CoV, jehoz nazev (MERS) je odvozen
od mista prvého vyskytu v Saudské Arabii (Middle East
respiratory syndrom). MERS se dale rozsifil v Jizni Koreji
(2015) a opét v Saudské Arabii (2018). Nabizi se otazka
pro¢ SARS-CoV nebo MERS-CoV nevyvolaly pandemii.
Sifeni nemoci bylo zavislé na pfimém kontaktu a mnozi
lidé nevykazovali viibec Zadné symptony.

Novy coronavirus SARS-CoV-2 byl objeven u nemoc-
nych pneumonii ve Wu-chanu v Cinské lidové republice
a ma blizky vztah k SARS-CoV. Geneticky patfi k rodu
Betacoronavirus, podrodu Sarbecovirus. WHO ozna-
¢ilo Sifeni COVIDu-19 jako pandemii 11. bfezna 2020
vzhledem k piekotnému rlstu pfipaddi onemocnéni
v Italii, Irdnu, Jizni Koreji a Japonsku. Vyvoj pandemie
Ize sledovat na webu WHO. K 6. 10. 2020 bylo potvr-
zeno 35347404 onemocnéni a 1039406 zemfelych?
Véfme, Ze pandemii se podafi pomoci vhodnych opat-
feni a spoluprace vSech obcant pii jejich dodrzovani
zvladnout.

Pfejeme Vam, aby se Vam onemocnéni vyhnulo a pro-
zili jste klidné dny. Doufame, zZe se potésite prectenim
¢lankd, které jsme pro Vas v tomto cisle pfipravili.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

1. International Biopharm, Vo. 33, No. 8, p. 16 (www.biopharminternational.com)

2. https://covid19.who.int/?gclid=

=CjwKCAjwzvX7BRAeEiwAsXExoyeli1PqdcYRwg36hEW3j5Cs0jLeQcmxEktla4jm7u_PjvSnyMFjrxoChCOQAvVD_BwE
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ODBORNE CLANKY

METODY DIAGNOSTIKY ALZHEIMEROVY CHOROBY

Anton Viskin, Tatiana Smirnova

Ustav biochemie a mikrobiologie, Fakulta potravindiské a biochemické technologie, Vysokd skola chemicko-

technologicka v Praze; smirnovt@vscht.cz
Uvod

Alzheimerova demence (AD) je chronické degene-
rativni mozkové onemocnéni, které Ize definovat jako
poruchu kognitivnich funkci3s dobfe definovanymi
patofyziologickymi mechanismy postihujici stfedni
temporalni lalok a asociativni neokortikalni struktury?.

Existuje familiarni a sporadickd forma tohoto one-
mocnéni. Klinicky tyto dvé formy nejsou odlisitelné,
ale na rozdil od sporadické, familiarni AD je autoso-
malné dominantni dédi¢né onemocnéni, které tvofi
asi 5% vsech pfipad(i AD. Jedna se o mutace v genech
APPR, PSENT a PSEN2, jez zpUsobuji zvySenou produkci
toxického amyloidu beta AB,, a/nebo zménu poméru
AB,, k AB,, s naslednou tvorbou amyloidnich plakd“.
Forma AB,, je dobfe rozpustna ve vodé a predstavuje
za normalnich podminek pfiblizné 90% veskerého AB
produkovaného burikou. Hydrofobni AB,, tvofi pouze
asi 10% vylu¢ovaného peptidu, ovSem u pacientt s AD
predstavuje dominantni formu tvofici amyloidové pla-
ky. Pfitomnost plakd vede k aktivaci mikroglii a astrocy-
td, uvolnéni cytokind a vyvolani lokalni zanétlivé odpo-
védi>®. Tyto udalosti pak maji za nasledek vznik oxida¢-
niho stresu ¢i naruseni iontové homeostazy (napfiklad
Ca?*)’. Narusenim kinazové a fosfatazové aktivity na-
sledné dochazi k hyperfosforylaci proteinu tau, ktery se
formuje do nerozpustnych parovych helikalnich vldken
a vytvafi neurofibrilarni klubka, jez jsou vyznamnym pa-
tologickym znakem AD?.

Pfiznaky onemocnéni

V dnesni dobé v rozvinutych zemich pfiblizné 1 z 10
osob nad 60 let trpi jednou z forem demence vcet-
né AD, pficemz tfetina z nich je ve véku nad 80 let’.
Vzhledem k vékové kategorii vétSiny postizenych se
nékteré pfiznaky AD mohou plést s typickymi vékovy-
mi kognitivnimi zménami2. Nicméné existuji pfipady
s asymptomatickym pribéhem v pocate¢nim stadiu
onemocnéni. Nejbéznéjsim casnym pfiznakem AD je
obtizné zapamatovéani si nové naucenych informaci,
protoze vyvolané zmény obvykle zacinaji v ¢asti mozku
zvané hippocampus, ktera ovliviiuje schopnost uceni'®.
Jak AD postupuje mozkem, vede ke stale zavaznéjsim
pfiznakim véetné dezorientace, zmén nélady a chova-
ni, prohlubovani zmatku o udalostech, ¢ase a misté,
nepodlozenych podezieni tykajicich se rodiny a pfatel,
vaznéjsi ztraty paméti a zmén chovani, potizi s mluve-
nim, polykdnim a chtzi. Na zakladé vyskytu typickych
symptomd Ize pribéh AD rozdélit do tii fazi: casné faze
(mild stage), mirné faze (moderate stage) a pozdni
faze (late stage)". Z neuropatologického hlediska ma
AD bud typicky, nebo atypicky pribéh, coz je zplso-
beno rozmisténim neurofibrilarnich klubek a senilnich
plakti v mozku. Pfi typickém pribéhu AD je postupna
atrofie hipokampu zptsobena hromadénim neurofibri-
larnich klubek a plak(. Stuperi atrofie hipokampu je

povaZzovan za biomarker progrese AD pro piedpovéd

kognitivnich poruch®. Existuji v3ak tzv. atypické pripady
onemocnéni. Mezi takové patfi hipokampus Setfici AD
(Hippocampal Sparing, HpSp) a limbicky predominant-
ni AD (Limbic Predominant, LP)™2. HpSp je charakteri-

zovan disproporcionaci kortikalnich amyloidnich plakd
a vici zatézi amyloidnimi plaky relativné chranénym
hipokampem. LP typ je charakterizovan disproporcio-
naci amyloidnich plak( v hipokampu' a nepfitomnosti
nebo malym poctem kortikalnich plaka™.

Diagnostika
Kognitivni testy

Kognitivni testy jsou urceny k odhaleni pocate¢niho
stadia demence a jsou Siroce vyuzivany v klinické me-
diciné. Idealni kognitivni test by mél byt kratky, jedno-
duchy ve vyhodnoceni, psychometricky robustni a po-
kryvajici Siroké spektrum kognitivnich domén. Jednim
z nejvice uznavanych a Siroce vyuZivanych kognitiv-
nich testl je kratky test kognitivnich schopnosti (Mini-
-Mental State Examination, MMSE). MMSE trva zhruba
10 minut a je rozdélen do nékolika ¢asti. Kazda cast
testu je formulovana tak, aby zapojila rlzné kognitivni
schopnosti pacienta. V testu se pacientovi kladou rdiz-
né otazky, napfiklad na dnesni datum, ¢as a misto, kde
se pacient v tento okamzik nachazi atd. Soucasti testu
jsou také rdznoroda zadani, jako je napfiklad napsat
smysluplnou vétu nebo splnit néjaky jednoduchy tkol
napsany na papiru'e.

PiestoZze MMSE je nejvic uzivanym kognitivnim tes-
tem, jeho efektivita je fadu let diskutovana v mno-
ha studiich. Mitchell ve své metaanalyze z roku 2009
(ref.””) predpoklada, ze MMSE ma velmi limitovanou
schopnost rozlisit pacienty s mirnou kognitivni poru-
chou (MCI) od zdravych jedinc. Nedavna metaanaly-
za z roku 2019, zabyvajici se hledénim vhodnych krat-
kych a dlouhych testl pro nejefektivnéjsi odhaleni MCI
a AD, ohodnotila psychometrické schopnosti souboru
z 38 testl, zminénych v pfedeslych studiich. Tato prace
ukézala, Ze mezi nejvhodnéjsi kratké (doba trvani tes-
tu do 5 minut) kognitivni testy patfi rychly test mirné
kognitivni poruchy (Quick Mild Cognitive Impairment
screen, Qmci) a fototest pro pacienty s MCI, a Alzhei-
merGv rychly test (Alzheimer's Quick Test, AQT), test
na zapamatovani obrazk( (Scenery Picture Memory
Test, SPMT) a test kognitivnich poruch (Memory Impair-
ment Screen, MIS) pro pacienty s AD. Mezi dlouhé testy
(doba trvani testu od 6 do 20 minut) patfi MES test
(Memory and Executive Screening, MES) pro pacien-
ty s MCl a AD, a Montrealsky kognitivni test (Montreal
Cognitive Assessment, MoCA) pro pacienty s AD™.

Dal3im testem kognitivnich schopnosti je test hodin.
Béhem tohoto testu musi pacient pomoci tuzky a pa-
piru nakreslit hodiny ukazujici urcity ¢as. Pacientovi je
také zadan pfiklad hodin, které musi nakreslit. Tento
test zahrnuje Siroké spektrum kognitivnich schopnosti,
napfiklad koncentraci, pamét, abstraktni mysleni a pla-
novani®.

V tuto chvili se neustéle pfipravuji, zkousi a hodno-
ti nové kognitivni testy a vylepSené verze jiz existuji-
cich kognitivnich testd, jejichz ukolem zdstava rychlé
a jednoduché rozliseni osob, trpicich MCI a demen-
ci od zdravych jedinc s pokrytim co nejvétsi oblasti
kognitivnich funkci.

Bioprospect ¢. 3/2020

Ro¢nik 30



Neurozobrazovaci techniky

Po provedeni kognitivnich testl je klicovym krokem
pro stanoveni diagnézy AD vcasnd diagnostika neuro-
zobrazovacimi metodami, zejména pomoci magnetic-
ké rezonance (MR), vypocetni tomografie (CT), a po-
zitronové emisni tomografie (PET)?°. Metoda MR je
jedna z nejrozsitenéjsich neurozobrazovacich technik
a umoziuje detekovat lokalni mozkovou atrofii, léze
bilé mozkové hmoty, mozkovy infarkt nebo nado-
ry?. U pacienti s AD je pozorovano zmenseni celého
mozku a pfedevsim vnitfnich struktur spankového la-
loku” 22,

Daldi hojné pouzivanou neurozobrazovaci metodou
je CT. CT (dfive znama jako pocitacova axialni tomo-
grafie nebo CAT) je |ékafsky zobrazovaci postup, ktery
vyuziva pocita¢ové zpracované kombinace mnoha rent-
genovych snimkd pofizenych z rliznych Ghld k vytvore-
ni obrazku prdfezu konkrétnich oblasti skenovaného
objektu. Pfed lety bylo CT pouZito k pozorovéni atro-
fie medialniho temporalniho regionu, ale neni snadné
najit nedavné studie o CT jako zdroji diagnézy AD.
Varghese a kol.? potvrzuji, Ze CT se nepouziva jako
standardni technika pro v¢asnou diagnostiku AD. Mize
to byt proto, Ze jiné metody prokazaly vétsi pfesnost,
lepSi manipulovatelnost s pfistrojem, a také proto, Ze
CT je schopna prokézat pouze pozdni zmény u AD?.

Za nejpokrocilejsi neurozobrazovaci metodu se pova-
Zuje PET. Tato metoda je zaloZena na vyuziti radionukli-
dem znacené molekuly podavané pacientovi a nasled-
ném sledovani jeji biodistribuce. U lidi postizenych AD
je sledovan mozkovy hypometabolismus glukosy s vyu-
zitim 18 F znacené fluordeoxyglukosy?. Tento glukoso-
vy deficit se postupné zvyraziiuje s pribéhem nemoci.
Navic oblasti mozku, ve kterych je pozorovan hypome-
tabolismus, jsou anatomicky a funkéné propojené s ob-
lastmi, kde se u nemocnych uklada AB, coz umoznuje
vyuZiti PET k zobrazeni amyloidu. K ozna¢eni amyloid
byly vyvinuty dvé radionuklidové zna¢ené molekuly — "C
znaceny PIB (N-methyl-[11C]2-(4’-metylaminofenyl)-6-
-hydroxybenzothiazol) a 18 F znaceny FDDNP ([18 F]
1,1-dikyano-2-[6-(dimetylamino)-2-naftalenyl]propen).
Bylo prokéazano, Ze u lidi s AD dochazi k retenci téchto
molekul v oblastech mozku, o kterych je znamo, Ze ob-
sahuji velké mnozZstvi amyloidu?°%.

Biomarkery

Tradi¢ni studie zméfené na odhaleni a vysvétleni pa-
tologickych mechanism@ rdznych neurodegenerativ-
nich chorob, véetné AD, vyuZivaji cileny pfistup, kdy cile
jsou casto urCeny na bazi néjaké hypotézy vzniku stu-
dovaného onemocnéni. Podobny pfistup uz davno pro-
kazal svoji prospésnost skrze objeveni kli¢covych faktort
patologickych mechanismd. Biomarkery z télesnych
tekutin maji rozhodujici roli pro diagnostiku AD?. V pfi-
padé mozkovych poruch je nejrozsifenéjSim zdrojem
pro analyzu biomarkerd mozkomisni mok (CSF), kde
mezi nejznaméjsi indikatory onemocnéni patfi amy-
loid beta (hrajici hlavni roli v tvorbé mozkovych plakd),
protein tau (vyskytujici se v neurofibrilarnich klubkach),
a dalsi. CSF je vyhodnym zdrojem informaci diky své-
mu tésnému spojeni s parenchymem, kde jsou mozko-
vé proteiny vylu¢ovany z extracelularniho prostoru pfi-
mo do moku. Nicméné odbér vzork CSF je invaziv-
néjsi a drazsi metodou, proto v souc¢asné dobé mnoho
védeckych studii vyuzivd dostupnéjsich a levnéjsich
materiald pro jednodussi diagnostické vyhodnoceni
pacientl s kognitivnimi poruchami, napfiklad krevni

plasmu nebo sérum?’. Cirkulujici krev, a tedy i plazma,
je vsak od mozku oddélena hematoencefalickou ba-
riérou (BBB), ktera omezuje difuzi mikroskopickych
patogent (napi. bakterii) a velkych nebo hydrofilnich
molekul do mozkomidniho moku. Pouze malé lipofil-
ni molekuly mohou snadnéji prechéazet do krve spolu
s aktivné transportovanymi specifickymi molekulami.
To znamen4, Ze nejrelevantnéjsi markery (. ty, které
odrazeji to, co se déje v mozku), budou v plazmé mini-
malné, alespon u zdravych osob™ 2.

Existuje také vyzkum, ktery naznacuje, Ze vaskularni
dysregulace véetné dysfunkce BBB mize byt jednim
z prvnich markeri patologie, které nakonec vedou
k diagnoze AD. Napiiklad Iturria Medina a kol.?° se sna-
zili charakterizovat ¢asové uspofadani faktori souvise-
jicich s pfipadnym vznikem AD, vetné depozice AB,
metabolismu glukosy, pratoku krve mozkem, aktivity
neuront v klidovém stavu pomoci MR, vlastnosti tka-
né (strukturni MR), vykon neuropsychologickych testt
a hladiny perifernich proteinti (v CSF a plazmé). Tito
badatelé zjistili, ze vaskularni dysregulace v mozku byla
nej¢asnéjsim markerem patologickych pfihod, nasledo-
vana Spatnym vykonem pamétového testu vedouciho
k AD, coz naznacuje, ze dysfunkce hematoencefalické
bariéry mizZe byt dllezitym faktorem pocinajici neu-
rodegenerace®.

Proteomickeé studie

Proteomické studie na rtiznych modelech AD posky-
tuji cenné poznatky o molekularnim zékladu této po-
ruchy. Z proteomického hlediska ma progrese tohoto
onemocnéni dopad na fadu bunéénych procest, jako
je vyroba energie, bunécna struktura, signalni trans-
dukce, synapticka funkce, mitochondrialni funkce
a dalsi. Kazda z téchto bunécnych funkci pfispiva k udr-
Zeni buné¢né homeostaze a dysregulace jedné nebo
vice z nich by mohla pfispét k patologii a klinickému
projevu AD*% 3,

Vétsina vyzkum( zkoumajicich mozkovou tkan je za-
méfena na uréeni proteomickych zmén mezi skupinou
nemocnych AD a kontrolni skupinou zdravych jedinct
(bez kognitivnich poruch) v ramci jedné vékové kate-
gorie®. Studie z univerzity v Emory v USA, zabyvajici se
hlubokou proteomickou analyzou vzorkd mozkové tka-
né ziskanych od nemocnych AD a asymptomatického
(také preklinického) AD, se pokusila zjistit, jak se pro-
teinové slozeni v mozku téchto dvou skupin pacientd
lisi. Pomoci isobarické tandemové hmotnostni znacky
a prefrakcionaci se ve zminéné studii podafilo odhalit
350 proteind, jejichz mnozstvi se liSi u skupiny lidi s AD
a asymptomatickym AD, pficemz rozdily v koncentra-
cich nalezenych proteind neni zavislé na zméné popu-
lace konkrétnich typd bunék v mozku, coz by mohlo
zobrazovat biochemické zmény zpUsobujici kognitivni
poruchy. Navic se v této studii podaiilo odhalit alter-
nace v procesu splicingu RNA a identifikovat nékteré
alternativni isoformy proteind, které mohou mit vliv
na rozvoj kognitivni dysfunkce u lidi s preklinickym
AD*, Jina proteomicka studie se zaméfila na specificky
protein — ApoE - a rozdily v jeho koncentracich v moz-
ku u pacientl s AD. Ve vysledku se podafilo odhalit
skupinu proteind, které se spolu s ApoE podileji na pro-
cesech ovliviiujicich mozkovy metabolismus, zénétlivé
procesy a cerebralni vaskulitidu®® 32, Stoji za zminku,
ze pii porovnani rGznych proteomickych studii je dd-
lezité si uvédomit, Ze kazda studie vyuZiva urcity zpU-
sob lyze proteinl ze vzorku mozkové tkané. Nasledkem
srovnani studii s rznymi metodikami proteinové lyze

Ro¢nik 30

Bioprospect ¢. 3/2020



muizZe byt nehomogenita dat, protoZe pfi vyuZiti od-
lisnych metod dostaneme lisici se populace proteind.
Nicméné vyuziti riznorodych metod nam dava moz-
nost zvétdeni rozsahu znalosti o molekularnich zmé-
nach pii AD.

Proteomické vyzkumy, vyuzivajici télni tekutiny jako
analyzovany material, jsou ¢asto zaméfeny na hledani
potencialnich biomarker schopnych poskytovat vycer-
pavajici informace pro diagnostiku a sledovani vyvoje
neurodegenerativnich onemocnéni. Jako odbérovy ma-
terial pro analyzu se ve velkém mnozstvi vyzkuma vyu-
zivda mozkomisni mok. Mezi jiz znamé biomarkery AD
v mozkomi$nim moku patfi s mikrotubuly asociovany
protein tau (MAPT) a astroprotein®. Ve studie Sierra-Rio
a kol** byla uroveri MAPT v mozkomisnim moku 2,4x
zvySena u lidi s AD v porovnani s kognitivné zdravymi je-
dinci. ZvySena produkce astroproteinu jako zndmka as-
trocytosy je detekovéna pfi fadé neurodegenerativnich
chorob — AD, demence s Lewiho télisky a frontotempo-
ralni demence*. Proteomicka studie z roku 2019 identi-
fikovala nékolik proteinti s podstatné snizenou produkci
vcetné MAPT a astroproteinu, které jsou soudasti proce-
su mozkové degenerace. Mezi odhalené proteiny patfi
B-2-mikroglobulin (B2M), astrocytovy neurotroficky fak-
tor (MANF) a y-fetézec HLA antigenu, také znamy jako
CD74%. DalS$im potencialnim biomarkerem AD je den-
driticky protein neurogranin, ktery je soucasti procesu
dlouhodobé potenciace. Podle studii Kvartsbergu z roku
2015 tento protein byl u lidi s MCI ve vyssi koncentra-
ci v porovnani se skupinou zdravych jedinc@®*. Neuro-
granin ma potencial specifického biomarkeru pro AD,
protoZe jeho zvySena produkce nebyla zatim nalezena
u zadnych jinych neurodegenerativnich chorob?”.

Zmény v plazmatickych bilkovinach, metabolitech
nebo dokonce v miRNA mohou odrézet bud jiz znamé
mechanismy patologie AD, v¢etné smrti neuronovych
bunék, zanétu (produkce a sekrece cytokinG a che-
mokin®), oxida¢nich mechanism@ a aktivace kaskad
komplementu nebo by mohla poskytnout uzite¢né
poznatky o novych cestach podilejicich se na etiologii
onemocnéni. Mezi nadéjné kandidéty na roli krevniho
biomarkeru AD pati lehky neurofilament (NfL)%. Kon-
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centrace NfL v séru a krevni plazmé ma pevnou korela-
ci s koncentraci této latky v mozkomisnim moku a ma
vyssi koncentraci u lidi jak se sporadickou, tak i fami-
liarni formou AD. Nicméné podobnou tendenci ma
koncentrace NfL i u nékolika dalSich neurodegenerativ-
nich chorob3®:3°,

Hmotnostni spektrometrie

Pro hledéani biomarker( jsou Siroce vyuzivany tech-
niky hmotnostni spektrometrie (MS). MS je zavedeny
nastroj pro méfeni rliznych analyt( v biologickych teku-
tinach pro hledani potencionalnich biomarkerd. Napfi-
klad Li a kol.*® pozorovali rozdily v plazmatické hladiné
tryptofanu, dihydrosfingosinu, fytosfingosinu a hexade-
kasfinganinu, ve srovnani s kontrolami. Tyto vysledky
naznacily poruchy metabolismu lecitinu, metabolismu
aminokyselin a metabolismu fosfolipidi u onemocné-
ni AD, které mohou byt dulezité pro klinickou diagnos-
tiku a lé¢bu. Studie ukazuje, Ze k diagnostice AD Ize
pouzit metabonomiku zalozenou na UPLC/MS a moz-
né jednoduchym a ekonomickym zplisobem sledovat
onemocnéni a terapeuticky postup.

MS je velmi ¢asto spojena s plynovou nebo kapali-
novou chromatografii, aby provedla dalsi separaci mo-
lekul pted analyzou*. Jeho hlavni vyhodou je vysoka
selektivita, a proto je také preferovana jako referencni
metoda pro imunotesty*2.

Zaver

Dalezitym krokem k 1é¢bé, nebo alespon ke zpo-
maleni prdbéhu onemocnéni, je véasna a presna dia-
gnostika ranych stadii AD. V poslednich letech vyzkum
demence u starsich lidi zna¢né pokrodil, avsak stale
je pfilis omezeny. Dalsi vyzkum, ktery by byl schopny
zlepsit diagnosticka kritéria pro tuto kohortu je velmi
potfebny, a to nejen k zjisténi pfesné diagnozy, ale také
pro zlepseni kvality Zivota postizenych osob.
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Viskin A., Smirnova T.: Metody diagnostiky alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je chronické neurodegenerativni onemocnéni a je nejéastéjsi pfi¢inou demence ve svété. Rizikovou skupinou
tohoto onemocnéni jsou lidé ve véku nad 60 let, pficemz ne vidy mé pocate¢ni stadium onemocnéni jasné zietelné pfiznaky. Z tohoto
ddvodu je stale dalezitym krokem k [é¢bé, nebo alespon k zpomaleni priibéhu onemocnéni, v€asna a piesna diagnostika.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, diagnostické metody, mozkomisni mok, krevni plasma, krevni sérum proteomika

Summary

Viskin A., Smirnova T.: Diagnostics methods of alzheimer disease

Alzheimer’s disease is a chronic neurodegenerative disease and is the most common cause of dementia in the world. People at the age
of 60 are a risk group for this disease, and the initial stage of the disease does not always have clear symptoms. For this reason, early
and accurate diagnosis is still an important step to treat, or at least slow down the course of the disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, diagnostic methods, cerebrospinal fluid, blood plasma, blood serum, proteomics

PROTEOMICKE ROZLISENi RUZNYCH DRUHU

RYBIHO MASA
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Uvod

Jednim z nejvétsich celosvétovych problémi je falSo-
vani potravin, které se muze projevit bud snizenou kva-
litou potraviny nebo v horS$im pfipadé ohrozeni zdravi
spotiebitel. Pravé maso a masné vyrobky jsou nejvice
falSované potraviny. Celosvétové je nejcastéji konzumo-
vané rybi maso, které ma spotiebu kolem 20 kilogram
na osobu roéné. V Ceské republice je to 5,5 kilogramu,
ale spotieba rybiho masa méa u nas vzristajici tendenci.

Falsovéani masa je zjistovano rdznymi analytickymi
metodami. Jednou skupinou jsou elektroforetické me-
tody, napfiklad polyakrylamidové gelova elektroforéza
za piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)
nebo isoelektricka fokusace (IEF). DalSimi metoda-
mi jsou metody imunologické, konkrétné se pouziva
ELISA a déle je mozné vyuzit i chromatografické me-
tody (HPLC) a metody hmotnostni spektrometrie.

Chemicke slozeni rybiho masa

Obecné je maso slozeno predevsim z vody, protei-
nd a lipida. Pravé tyto slozky predstavuji velké rozdily
ve vlastnostech masa'™i¢ek 2010 #1)  Kromé téchto sloZek
rybi maso obsahuje i minoritni slozky, pfedevsim sa-
charidy a mineraly.

V rybim mase se pohybuje obsah vody mezi
70 — 80%. Obsah vody Uzce souvisi s obsahem tuku.
Ryby s nizkym obsahem tuku maji vysoké zastoupeni
vody v mase (az 809%), naopak ryby, které si do sva-
IG ukladaji vétsi mnozstvi tuku, obsahuji nizsi procen-
tualni zastoupeni vody (cca 70%)2 Na obsah vody
v mase ma vliv vice faktord, napfiklad zvySeni obsahu
vody muzZe zpUsobit vy¢erpani zivin béhem pohlavniho
zrani ¢i hladovéni. U chovanych ryb mGzeme pozorovat
niz8i obsah vody ve svalech nez u volné Zijicich jedin-
cl a zda se, Ze pravé nizsi obsah vody zlep3uje jejich
nutri¢ni hodnotu®.
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Obvyklé rozmezi obsahu lipidl se pohybuje mezi
1 — 10%®*. Rozdily v procentudlnim zastoupeni lipidQ
u jednotlivych jedincd jsou velmi velké, u vyhladové-
lych ryb muze byt pouze 0,5% lipidi oproti az 20%
u nékterych velmi dobfe krmenych ryb2 Zastoupeni
lipidd u ryb mulze byt velmi odlisné i u jednoho je-
dince v prabéhu roku. Napfiklad obsah tuku u makrely
se obsahuje od 4% na jafe az do 20% na podzim.
Lipidovy profil rybiho masa je charakteristicky pfitom-
nosti triacylglycerol(, ostatnimi neutralnimi lipidy (stero-
ly a vosky) a polérnimi fosfolipidy. Ryby, které maji nizky
obsah tuku, obsahuji pfedevsim fosfolipidy, kdezto tri-
acylglyceroly jsou u ryb s vy$s$im obsahem tuku. Vliv na
obsah lipidi v rybim mase ma i vyziva, vlastnosti vody
(salinita, teplota), pohlavi, biologicky vék ¢i cyklus treni®.

Ryby s nizkym obsahem tuku (obsahujici méné nez
29%) s vysokym procentem fosfolipiddi maji i vyssi
obsah nenasycenych mastnych kyselin (MK) oproti
kyselindm nasycenym. Naopak ve svalu, kde je vétsi
mnozstvi neutralnich lipidQ, je nizSi mnozZstvi polyne-
nasycenych mastnych kyselin. RGzné druhy ryb se lisi
také svou schopnosti syntetizovat MK a mohou mit tedy
odlisné naroky na pfijem esencialnich MK. Oproti tu-
kdéim rostlinného plvodu, které jsou bohaté na kyseliny
linolovou a linolenovou, nebo tukim ZivocisSného pa-
vodu, které maji vysoké zastoupeni kyselin palmitové,
stearové a olejové, jsou ryby a dalsi vodni organismy
bohaté na omega-3 eikosapentaenové (EPA) a doko-
sapentaenové kyseliny (DPA)3. Na slozeni MK v rybim
tuku ma vliv i teplota vody, ¢im je voda chladnéjsi,
tim je zastoupeni nenasycenych MK vyssi.

Obvykly obsah protein(i v rybim mase je 16 — 229%,
vyjime¢né muize byt mensi nez 6% nebo vétsi nez
269%?. Svalové proteiny jsou rozdéleny do tfi skupin
podle rozpustnosti ve vodé na rozpustné sarkoplasma-
tické proteiny, nerozpustné myofibrilarni proteiny a ne-
rozpustné stromatické proteiny. Rybi maso obsahuje
velké mnozstvi myofibridlnich proteinG (70 - 9009%),
které jsou nerozpustné ve vodé a rozpustné v roztocich
soli, a naopak malé mnozstvi stromatickych proteind
(3 — 10%) oproti suchozemskym Zivo¢ich@im. Chrupav-
Cité ryby (napf. jeseter) maji vétsi procentualni zastou-
peni stromatickych protein nez ryby kostnaté, coz je
vétsina soucasné Zijicich ryb.

Mezi sarkoplasmatické proteiny patfi zejména en-
zymy, ale patii sem i hemové proteiny (myoglobin
a hemoglobin), které jsou zodpovédné za barvu masa.
Tyto proteiny jsou ve vodé rozpustné a jejich zastoupe-
ni se pohybuje mezi 10 — 25 %.

Nejvice zastoupenou skupinou proteind jsou myofib-
rilarni proteiny, jejiz nejvyznamnéjsi zastupci jsou aktin
a myosin tvofici myofibrilu a umoznuijici svalovou kon-
trakci. U ryb je jejich dominantni zastoupeni vyraznéjsi
nez u ostatnich Zivocichd. Tato skupina je vyznamna
z hlediska kvality potravin, jejich funkéni vlastnosti mo-
hou ovlivnit jednak kvalitu produktt z moiskych plod,
tak i schopnost masa podstoupit uréity proces. Zmény
textury, které se stanou béhem zamrazovani produktt
z moiskych plod v disledku denaturace téchto protei-
nd, vedou ke sniZeni kvality produkt(e.

Posledni skupinou jsou stromatické proteiny, mezi
které patfi zejména kolagen, ale i retikulin a elastin.
Kolagen je extracelularni protein, ktery je zdkladni sta-
vebni jednotkou pojivovych tkéni. Mnozstvi pojivovych
tkani ma souvislost s kiehkosti masa, napfiklad u ryb,
na rozdil od jinych Zivocichd, se diky malému mnozstvi

pojiv neobjevuje téméri tvrdnuti masa. Ryby obsahuji
oproti savciim velmi malé mnoiZstvi kolagenu, jehoz
aminokyselinové slozeni je pro danou skupinu Zivo-
Cichd charakteristické. Slozeni rybiho kolagenu se lisi
od sav¢iho v tom, Ze obsahuje nizsi mnozZstvi prolinu
a hydroxyprolinu, tedy aminokyselin, které jsou pro sa-
v¢i kolagen typické. Dusledkem je poté napfiklad jeho
nizsi teplota denaturace nez u savcl“.

V mase se mohou vyskytovat i volné aminokyseliny,
které ovliviiuji chut masa. Obsah aminokyselin je u ryb
obvykle vétsi nez u suchozemskych zvifat, byva v roz-
mezi 0,5 — 2% vahy svalu®. Vlyhladovélé ryby obsahuji
méné volného histidinu, ale obsahuji vice dipeptidu
anserinu’. Nejzastoupenéjsi volnou aminokyselinou
u lososa i cejna je derivat cysteinu — taurin®. Dalsi volné
aminokyseliny pfitomné v rybim mase jsou hlavné ly-
sin, glycin, alanin, histidin a glutamat, hojné se vyskytuji
i dipeptidy anserin a karnosin.

Analyza proteinii v mase

Obsah protein( v potravinach muze byt zjistovan rliz-
nymi metodami zaloZzenymi na odlisnych analytickych
principech.

Jednak muze byt obsah proteinli stanovovan nepfi-
mo prostiednictvim uréeni mnozstvi celkového dusiku
a nasledné prevedeni na mnozstvi proteind pomoci
konverzniho faktoru. Jako nepfimd metoda stanoveni
bilkovin je pouzivana pfedevsim univerzalni Kjeldahlo-
va metoda. V Kjeldahlové metodé se organicky dusik
nejprve za pfitomnosti kyseliny sirové a siranu médna-
tého jako katalyzatoru pfeméruje na siran amonny,
ktery nasledné reaguje s hydroxidem sodnym za vzniku
amoniaku, jehoZ koncentrace se stanovuje titraci. Alter-
nativou k této metodé je metoda Dumasova, ve které je
dusik uvoliovan v plynné formé a je stanoven tepelné
vodivostnim detektorem po odstranéni oxidu uhlicité-
ho a vodnych aerosol(®.

Obsah proteini muze byt stanovovan také pfimo
analyzou aminokyselin. Peptidové vazby Ize hydrolyzo-
vat a uvolnéné zbytky aminokyselin jsou poté uréeny
chromatograficky. Soucet aminokyselin pak pfedstavuje
obsah proteind v analyzované vzorku.

Bézné pouzivanou analytickou metodou pro analyzu
proteind je spektrofotometrie, jejiz principem je ab-
sorpce elektromagnetického zafeni v ultrafialové nebo
viditelné casti spektra (200 — 800 nm). Mezi spektro-
fotometrické metody pouzivané k analyze proteinti
patii napfiiklad Bradfordova metoda, ktera je zalozena
na reakci barviva Coomassie Blue s ionizovatelnymi
skupinami na proteinu.

y wm w

Metody urcovani zZivociSného
puvodu masa

Identifikace ZivociSného druhu masa v masnych vy-
robcich si zaslouzi zvySenou pozornost. Kromé eko-
nomickych a pravnich dasledkd je urceni Zivocisného
druhu dulezité kvali rdznym zdravotnim pozadavkim,
specifickym potravinovym alergiim a také nabozenstvi.
Identifikace pravosti masa mlze odhalit podvodné na-
hrazeni druh masa s vy3si obchodni hodnotou nizsimi
a levnéjsimi alternativami™. Analytické metody k urceni
zZivocisného druhu jsou zalozeny bud na analyze protei-
nd nebo DNA.

Metody vyuzivajici DNA jsou rdzné techniky zalozené
na polymerazové fetézové reakci — PCR. Na tomto prin-
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cipu byly vytvofeny i ultrarychlé metody, které se dnes
vyuzivaji".

Metody zalozené na proteinech zahrnuji elektrofo-
retické, imunologické, chromatografické, spektrosko-
pické a hmotnostné-spektrometrické techniky™. Mezi
elektroforetické metody pouzivané pro identifikaci
zivocisného plvodu masa patii SDS-PAGE) IEF a dvou-
rozmérna elektroforéza (2-DE). SDS-PAGE metoda byla
poutZita pro identifikaci druhd ryb v syrovych i vafenych
vzorcich. Pro tuto metodu byly pouzity roztoky obsahu-
jici SDS a mocovinu jako extrakéni ¢inidla. Extrakce roz-
toky s SDS byla méné ovlivnéna stavem vzorku (syrovy/
/vareny) nez u vzork(i s mocovinou®. IEF s vyuzitim mo-
¢oviny byla schopna rozlisit jednotlivé druhy s minimal-
nim vlivem tepelného zpracovani*. Tepelné zpracované
maso bylo zkoumano S. A. Sarah v roce 2016 s identi-
fikaci kandidatnich peptidd charakteristickych pro vep-
fové maso®™. Martinez a Friis poutzili 2-DE k identifikaci
blizce pfibuznych druh ryb a dokazali tak identifikovat
sarkoplasmatické i myofibrilarni proteiny™.

Hlavni imunologickd metoda pro analyzu proteint
je ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), kte-
ra vyuziva interakci protilatky a antigenu a jejiz vyhody
jsou jednoduchost, vysoka citlivost a pfesnost. Byly vy-
tvotfeny specifické polyklonalni protilatky proti svalo-
vym proteindm tak, aby byly schopny rozliit druhy ryb
jako je platys, treska, ahof, sardinka a dalsi". Specialné
pro ryby byla vytvofena také polyklonélni antiséra proti
36 kDa termostabilnimu proteinu ze smeési rdznych
rybich druhl k detekci pfitomnosti rybiho svalu (bez
uréeni konkrétniho druhu) v potravinaiskych vyrob-
cich®. | kdyz jsou jiz vyvinuté imunotesty snadno pou-
zitelné a maji vysokou citlivost, jejich poutziti je omeze-
no z fady ddvod(. Zaprvé potiebuji k ovéfeni analyzu
referen¢nich vzork( pro vylouceni zkfizené reaktivity
s jinymi nebo podobnymi druhy. Zadruhé nejsou vhod-
né pro forenzni Ucely zpracovanych potravinaiskych
vyrobkd vzhledem k tomu, Ze zpracovani mdze zménit
trojrozmérnou strukturu bilkovin, ¢imz dojde ke ztraté
¢i upravé cileného mista pro protilatku™.

Spektroskopie je zalozena na absorpci elektromag-
netického zareni urcitych vinovych délek molekulami
vzorkd. Pro identifikaci druhového zastoupeni v mase
byly pouZzity infracervena spektroskopie a UV-VIS spekt-
roskopie?. Pravé infratervena spektroskopie patii k me-
todam pouzivanym pro detekci falSovéani potravin?'.

Posledni zminéné hmotnostné-spektrometrické me-
tody se zakladaji na ionizaci analyzovanych molekul
a nasledné separaci podle poméru hmotnosti a na-
boje. V roce 2015 S. Wen s kolegy zkoumali rozdilnou
digesci ¢tyi druh masa (hovéziho, vepiového, kufeci-
ho a rybiho) pomoci metod hmotnostni spektrometrie
spojujici ionizaci pomoci matrice a analyzator doby letu
(MALDI-TOF) a LC-MS/MS. In vivo byl zkoumén Zzalu-
decni a jejunélni obsah krys, které byly krmeny témi-
to druhy masa, a in vitro bylo maso Stépeno nejprve
pepsinem a nasledné trypsinem. Po $tépeni pepsinem
bylo peptidové slozeni hovéziho a vepfového masa vice
podobné nez vzorky kufat a ryb, ale stravitelnost in vivo
byla nejvétsi u vepfového masa a nejmensi u hové-
ziho masa. Jejich vysledky by mohly interpretovat roz-
dily ve fyziologickych funkcich po poZiti rGizného druhu
masa?. Jiny vyzkum probéhl v roce 2015, kdy s, M.A.
Sentandreu snaZil detekovat kufeci maso v masnych
smésich pomoci LC-MS. Vyvinuli metodu, pomoci kte-
ré je mozné detekovat i napfiklad 0,5% obsah kufeci-

ho masa kontaminujici vepfové maso a tato metoda
je poutitelnd i pro vysoce zpracované potraviny, které
nelze analyzovat napfiklad pomoci ELISA%. Jednou
z metod hmotnostni spektrometrie je pravé MALDI-TOF,
ktera byla pouzita v nasi praci pro rozliseni Sesti druh(
rybiho masa?*. Jednalo se o mrazené nebo chlazené sy-
rové maso tii sladkovodnich a tfi mofiskych druht ryb,
jmenovité Cyprinus carpio (kapr obecny), Esox lucius
(Stika obecnad), Oncorhynchus mykkis (pstruh duhovy),
Salmo salar (losos obecny), Scomber scombrus (mak-
rela obecnd) a Theragra chalcogramma (treska pest-
ra). Pfed analyzou hmotnostni spektrometrii MALDI-
-TOF byly vzorky $tépeny trypsinem a vysledky byly
vyhodnoceny metodou analyzy hlavnich komponent
(PCA). Vysledkem byl trojrozmérny graf, ve kterém se
oddélovaly téméf vsechny druhy ryb s vyjimkou Stiky
a kapra (Obr. 1). Pokud ale takto byly vyhodnoceny jen
vzorky sladkovodnich ryb, podafilo se rozlisit vSechny
druhy (Obr. 2). Whodou této metody je jeji rychlost,
ale podobné jako ostatni dosud pouzivané techniky, jeji
pouZziti zatim neni rutinniho charakteru a do budoucna
je potieba ji [épe rozvinout a zjistit limity jejiho pouZiti
Vv praxi.

Obr. 1: Linearni kombinace hlavnich komponent syro-
vého masa v trojrozmérném prostoru. Vzorky masa jsou
oznaleny nasledovné: 1 — treska, 2 — Stika, 3 — kapr, 4 -
pstruh, 5 — makrela, 6 - losos.

1x10°
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-5x10°
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Obr. 2: Analyza hlavnich komponent syrového masa
sladkovodnich ryb. 1 - kapr, 2 - stika, 3 - pstruh.
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Zaver

Zjistovani pravosti rybiho masa je dnes stéle jesté
nedofeSenym problémem, vzhledem k mnoistvi pro-
davaného masa, poctu rdiznym rybich druh@ a také li-
mitdm pouzivanych bioanalytickych metod. V tomto
¢lanku jsme se zaméfili na autentizaci syrového rybiho
masa vybranych druhi moiskych a sladkovodnich ryb,
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Zubova A., Novotny 0., Soucek F: Proteomické rozliSeni riiznych druhii rybiho masa

Rybi maso je vyznamnym zdrojem bilkovin a omega-3 mastnych kyselin, které tvofii nedilnou sou¢ast zdravé vyZivy. Tato prace se zabyva
proteinovym slozenim rybiho masa. Rybi maso obsahuje zhruba 16 — 22% bilkovin, které se daji rozdélit do tfi skupin — sarkoplasma-
tické, myofibrilarni a stromatické. Hlavni bilkovinnou slozkou jsou myofibrilarni proteiny, mezi které patfi zejména aktin a myosin.
Metody, kterymi Ize analyzovat proteiny v mase, jsou zaloZeny na riznych principech — elektroforetické, imunologické, chromatografické,
spektroskopické a metody hmotnostni spektrometrie. V nasi studii byla pouzita konkrétné MALDI-TOF MS pro rozliSeni syrového rybiho
masa vybranych druhd ryb.

Klicova slova: Druhy ryb, proteinové slozeni rybiho masa, analytické metody pro uréeni proteini v mase, hmotnostni spektrometrie,
MALDI-TOF, PCA

Summary

Zubova A., Novotny 0., Soucek F: Proteomic differentiation of varied species of fish meat

Fish meat is an important source of proteins and omega-3 fatty acids, which comprise the integral part of healthy diet. This work is about
protein composition of fish meat. Fish meat contents about 16 — 22 % of proteins, which could distinguish three groups of proteins — sar-
coplasmatic, myofibrillar and stromal. The main protein components are myofibrillar proteins, between which especially belong to actin
and myosin. Methods, by which it can be analyzed proteins in meat, were based on different principles — electrophoretic, immunological,
chromatographic, spectroscopic and mass spectrometry methods. In our work, it was used especially MALDI-TOF for the differentiation
of raw meat of selected fish species.

Keywords: Fish species, fish meat proteins, analytical methods for determination of meat proteins, mass spectrometry, MALDI-TOF, PCA

Seznam zkratek

2-DE - 2-dimensional electrophoresis

DHB - 2,5-dihydroxybenzoic acid

DPA - Docosapentaenoic acid

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EPA - Eicosapentaenoic acid

HPLC - High-performance liquid chromatography

IEF — Isoelectrical focusation

LC-ESI-Q-TOF - Liquid chromatography — electron
spray
ionization — quadrupole — time of flight

MALDI-TOF - Matrix assisted laser desorption/ioniza-
tion — time of flight

MK — Mastné kyseliny

MS — Mass spectrometry

PCA - Principal component analysis

PCR - Polymerase chain reaction

SDS - Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis

TFA - Trifluoroacetic acid

UV-VIS - Ultraviolet-visible
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URCENI ZVIRECIHO PUVODU ARCHEOLOGICKYCH KOSTi

Alena Meledina, Tatiana Smirnova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd 3, 166 28 Praha,; meledina@vscht.cz

Uvod

Metodika umozujici rozliSeni zviteciho ptvodu kosti
a jejich fragmentl pochazejicich z rlznych Zivocisnych
druh@ ma mnoho uplatnéni, a to jak v oblasti archeo-
logie a paleontologie, tak i v oblasti bezpec¢nosti potra-
vin, forenzniho zkoumani, anebo kontroly dodrzovani
obchodnich norem. V pfipadé archeologie kosterni po-
zlstatky obratlovct (véetné malych savct, ptakd, plazd,
obojzivelnikd a ryb) nebo jejich fragmenty pfedstavuji
nejhojnéjsi organické zbytky na archeologickych lokali-
tach. Urceni zvifeciho druhu, jemuz patii nalezeny kost-
ni vzorek, je dulezité napftiklad pro pochopeni postupt
chovu v daném misté, odhaleni klimatickych podminek
v minulosti nebo pro zjisténi dopadu ¢lovéka na zivotni
prostiedi v historickych dobach.

Chemicke slozeni kosti

Anorganické mineralni latky se vyskytuji v kosti ve
formé tycinkovitych krystal(, které jsou uspofadany pa-
ralelné s osami kolagenovych svazkd'. Vapnik a fosfat
jsou hlavni mineraly kostni tkané, vyskytujici se jako fos-
fore¢nan a uhli¢itan vapenaty v pfiblizném poméru 8:1.
Tyto latky tvofi krystaly hydroxyapatitu Ca,,(PO,)s(OH),
a fosfore¢nanu vapenatého Ca;(PO,),. Déle se v kos-
tech vyskytuje fluorid vapenaty, fosfore¢nan hofecnaty,
siran strontnaty, chlorid sodny a ionty radia’2. Mineralni
slozky jsou zodpovédné za tvrdost, tuhost a odolnost
kosti vaci tlaku'. Pfi nedostatku minerdld kost ztrati
svou pevnost a stava se vice flexibilni. Na druhou stranu
pfi zvySeni mnoZstvi anorganickych latek Ize pozorovat
jeji vétsi kiehkost'.

Hlavnimi organickymi slozkami kostni tkané jsou ko-
lagen a amorfni glykoproteiny, které obsahuiji kyselinu
chondroitinsirovou B. Amorfni glykoproteiny jsou pfi-
tom dispergované uvniti a kolem svazk( kolagenovych
vldken. Organicky material tvofi pfiblizné 50 % objemu
a 30 % suché hmotnosti mezibuné¢né hmoty'~.

Kost obsahuje nékolik specifickych glykoprotein(,
jako sialoprotein nebo osteokalcin, které jsou odvoze-
ny od kyseliny y-karboxyglutamové. Tyto latky maji za
kol vazat vapnik, z ¢ehoz vyplyva, Ze jejich pfitomnost
je jednim z nejdalezitéjSich faktord pro kalcifikaci kost-
ni tkdné>. V kostech se také nachazeji glykosaminogly-
kany (mukopolysacharidy) skladajici z aminosacharidd
a uronovych kyselin®. Mezi né patfi napfiklad kyselina
hyaluronovd, heparinsulfat a chondroitinsulfat. Jejich
hlavni Glohou je vézat velké mnozZstvi vody a tim zauji-
mat znacny prostor, diky ¢emuz vyplnuji kost*. Sachari-
dové jednotky se spojuji s kolagenem O-glykosidovou
vazbou pfes hydroxylysin®. Vlakna kolagenu v kostech
maji vysokou elasticitu, malou pevnost v tlaku a zna¢-
nou vnitini pevnost v tahu? Pfi poklesu mnozstvi orga-
nickych latek se kost stava kiehkou, ale ta bude i nada-
le zachovavat svj tvar?.

Kolagen

Kolagen je vlaknita bilkovina nachazejici se skoro
ve vSech zivych organismech (vyjimkou jsou jednobu-
né¢né mikroorganismy). Jedna se o nejhojnéji zastou-
peny protein v Zivocisnych télech, ktery predstavuje 25 —
- 35 % celkového mnozstvi bilkovin. Kolagen tvo-
fi hlavni slozku kosti, kiize, pojivovych tkéani, cévnich

Vlakno

Molekula

Trojita
sroubovice

Alfa fetézec

fyofgefigotyetiyety-

Priméarni
sekvence —Gly = X-=Y -Gly=-X-Y-Gly-X-Y -

Obr. 1: Struktura kolagenu od primarni sekvence az po vlak-
no. Kazdy jednotlivy polypeptidovy fetézec je zkroucen do
levotocivé spirdly se tiemi zbytky Gly-X-Y (kolem 100 ami-
nokyselin v pozici X je prolin a stejné mnozstvi aminokyselin
v pozici Y je hydroxyprolin) na otacku a viechny tyto fetézce
jsou pak navinuty do pravotocivého superhelixu®7e,

stén a zub(, a umoziiuje jejich spravnou funkci, hlavné
v souvislosti s jejich mechanickymi vlastnostmi*>.

Kolagen lze zafadit do skupiny extracelularnich fib-
rilarnich bilkovin neboli skleroproteint. Jeho charakte-
ristickou vlastnosti je vysoky obsah glycinu (Gly), pro-
linu (Pro) a hydroxyprolinu (HyPro). Posledni amino-
kyselina je typickou slozkou tohoto proteinu a vznika
modifikaci prolinu za pfitomnosti kyseliny askorbové®.

Primarni struktura kolagenu je tvofena pravidelnym
opakovanim motivu -Gly-Pro-HyPro- (obr. 1) V pro-
teinu Ize rozlisit polarni a apolarni oblasti. Prvni obsa-
huji velky pocet vysokomolekularnich polarnich amino-
kyselin (Asp, Glu, Lys, Arg). Tyto aminokyseliny nemaji
v fetézci pfesnou orientaci, diky ¢emuz polarni oblasti
jsou povazovany za reaktivni ¢asti kolagenové moleku-
ly. Apolarni casti poskladané z jiz zminéného motivu
Gly-Pro-HyPro jsou naopak vysoce orientované, coz ma
za nasledek snizenou reaktivitu®>. Mezi dulezité vlast-
nosti kolagennich vlaken patfi jejich vysoka pevnost
v tahu, kterd je dana unikatni trojfetézcovou Sroubo-
vicovou strukturou®. Samotnd trojitd Sroubovice a tii
polypeptidy (obr. 1) ji tvofici, jsou stoceny v opacnych
smérech®.

Tropokolagen je hlavni strukturni jednotkou, ktera se
sklada ze trech vldken (a-fetézcl) obsahujicich kolem
1000 zbytkd aminokyselin. Prolin spolu s hydroxypro-
linem ovliviiuje helikdlni uspofadani kolagenu. Jed-
notliva vldkna diky témto dvéma aminokyselinam jsou
stocena do levotocivé Sroubovice. Zbytky glycinu jsou
uvniti trojité struktury a umoziuji tésné usporadani
tfi vlaken u sebe, coz vede ke vzniku superhelixu. Tro-
pokolagen ma tvar pravotocivé Sroubovice (superheli-
xu) s délkou kolem 300 nm a prdmérem 1,5 nm. Stabi-

Ro¢nik 30

Bioprospect ¢. 3/2020



lizaci superhelixu zajistuji vodikové vazby mezi jednot-
livymi polypeptidovymi fetézci. Tyto strukturni jednotky
se fadi linedrné s posunem pfiblizné o s délky, a tak
vznikaji kolagenova vlakna. Uvniti a mezi tropokaloge-
novymi jednotkami se nachazeji zpevnujici kovalentni
vazby. Za jejich tvorbu jsou odpovédny postranni fetéz-
ce lysinu*®. Jak jiz bylo zminéno vy3e na jednotlivé hyd-
roxylysinové zbytky jsou vazany sacharidové jednotky
(galaktosa a glukosylgalaktosa). MnoZstvi téchto mono-
a disacharid se lisi u rGznych druht kolagend®.

Kolagen nelze rozpustit ani ve vodé, ani ve zfedénych
roztocich soli. Jeho nerozpustnost roste béhem starnu-
ti, coz vede k tomu, ze kolagenova vlékna je mozné roz-
pustit jen v silné hydrolytickém prostiedi. Tento jev je
nasledkem vzniku intermolekularnich a intramolekular-
nich pfi¢nych vazeb mezi molekulami tropokolagenu.
Pfi tom se vytvoii kontinudlni polymerni sit. Aminoky-
selinové zbytky lysinu a hydroxylysinu jsou zodpovédné
za tvorbu pfi¢nych vazeb. Tyto aminokyseliny se ¢és-
te¢né oxiduji pomoci enzymu lysyloxidasy (protein-L-
-lysin:kyslik-6-oxidoreduktasa, EC 1.4.3.13) pfi kataly-
tickém plsobeni stopovych mnozstvi médnatych iontd,
kdy vytvareji aldehydické skupiny®.

Metody zjistovani zivociSného piivodu kosti

Jedna z nejznaméjsich metod slouzicich pro identi-
fikaci ZivociSného druhu je pfistup zalozeny na iden-
tifikaci DNA. Timto pfistupem se nejprve pomoci PCR
s vyuzitim druhové specifickych primert amplifikuje
mitochondrialni DNA ze vzorku. Vzniklé DNA produkty
se vizualizuji v agarosovém gelu po elektroforetickému
rozdéleni a porovnavaji se s markerem, coz je smés
gen( vybranych zvifecich druh®. Metoda ma vysokou
taxonomickou specificnost pro identifikaci zvifeciho
druhu, proto napf. rozdily v sekvencich DNA poskytuji
jednoznac¢nou metodu pro uréeni kozich kosti®". Aviak
metody zaloZzené na DNA maji svda omezeni, protoze
tyto molekuly jsou pomérné nestabilni a mohou byt
degradovany vlivem rGznych faktor(i (napf. vysokou
teplotou, chemickymi latkami) a vlivem casu'2®. Zaro-
vent midize dojit ke kontaminaci vzork( z alternativnich
zdrojl domaci zvifeci DNA vcetné ZivociSného odpadu™
a laboratornimi ¢inidly®.

Proteiny pfedstavuji slibny prostiedek pro identifi-
kaci ZivociSného ptvodu kosti nebo jejich fragmentd.
Kolageny (zejména kolagen typu 1) jsou dominantnimi
proteiny v kostfe obratlovcd, které pretrvavaji s mimo-
fadnou dlouhovékosti v kostni tkani. Jejich vlakna za-
chovavaji svou strukturu a vlastnosti i pod vlivem vyso-
ké teploty, vlhkosti, ¢asu a dalsich vnéjSich podminek.
Detekce kolagenu ve vzorcich a jeho rozliseni od jinych
typl bilkovin mize byt provedeno napfiklad na zakladé
vysokého obsahu glycinu a 4-hydroxyprolinu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), ply-
nové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(GC-MS)™® nebo elektroforeticky po kyselé hydrolyze".
Tyto metody jsou vSak nevhodné pro identifikaci Zivo-
¢isného zdroje kolagenu kvuli ztraté specifi¢cnosti dru-
hd, ktera je uloZzena v aminokyselinové sekvenci.

Nékteré studie uvadéji pristup zalozeny na imunolo-
gické reaktivité pomoci metody ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)'®'. Metoda je zaloZzena na in-
terakci protilatek znac¢enych enzymy (nejcastéji se po-
uziva sekundarni protilatka znacena alkalickou fosfata-
sou) s antigeny, které jsou zakotveny na pevném nosi-
¢i. ELISA je selektivni a citlivda metoda detekce™, avsak
pomérné casto nastava kiizova reakce protilatek, a to

Peptide Mass Fingerprint
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Obr. 2: Princip metody Peptid Mass Fingerprint. Zvifeci druhy
mohou byt rozliseny na zakladé rozdilu v hmotnosti peptidu
zplsobeného substituci aminokyselin.?>

z dlvodu vysoké podobnosti aminokyselinovych sek-
venci kolagen( zejména u savct.

V posledni dobé castéji se vyuziva pro identifikaci
zivoc¢isného pivodu kolagenu hmotnostni spektro-
metrie2®?, ktera umoziiuje zméfit hmotnost pepti-
dovych molekul a identifikovat pfitomné aminoky-
seliny. Na zékladé technik hmotnostni spektromet-
rie byla vytvofena metoda peptidového mapovani
tzv. Peptid Mass Fingerprint (obr. 2), ktera se sklada
z naslednych krokd:

1) specifické stépeni proteinu pomoci enzymu,

2) separace vzniklych peptid(,

3) jejich detekce.

Béhem této metody vznikaji pro dany protein spe-
cifické peptidové fragmenty, které se nasledné porov-
néavaji s databazi, ze které Ize zjistit, o ktery protein se
jednd. Na zakladé ziskanych informaci Ize vytvofit pep-
tidovou mapu (tzv. otisk prstu), ktera je charakteristicka
pro dany protein?.

V pfipadé urcovani zvifeciho plvodu kosti se ten-
to pfistup nazyva ZooMS (Zooarchaeology by Mass
Spectrometry), kdy se vyuzivaji peptidy (markery) z do-
minantniho proteinu kosti kolagenu typu I, ktery je zna-
my svou dlouhou Zivotnosti?'?5. Metoda vyzaduje mala
mnozstvi vzorku (4 — 10 mg kosti) a umoziiuje identi-
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Obr. 3: Analyza hlavnich komponent hmotnostnich spekter
z MALDI-TOF MS ukazuje dobré rozliseni mezi savci, pfestoze
kolagen typu I je relativné velmi konzervativnim proteinem?.
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fikaci Zivocisnych druht z fragmentd kosti, tavené ma-
sové a kostni moucky nebo archeologickych kostnich
vzorkd. Zjistit druhovy plvod téchto materiald jinou
metodou je obtizné az téméf nemozné, protoze jiz ne-
existuji jasné morfologické znaky kosti a mnohdy neni
zachovéana ani DNA.

Na zacédtku analyzy jsou vzorky Stépeny trypsinem
a peptidy se frakcionuji pomoci reverzni faze Ci18.
Pak nasleduje méfeni pomoci hmotnostni spektromet-
rie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/loni-
zation -Time of Flight). Takto byl identifikovan kolagen
z 32 rGznych druht savch (obr. 3) a bylo zjisténo cel-
kem 92 peptidovych markerd, které byly pouZity k urce-
ni zvifecich kosti pochazejicich z neolitu?'.

Mechanismus preZiti kolagenu v archeologickych
kostech je neobvykly a pozoruhodny. Kolagenové fibrily
chréni pred degradaci mineralni ,plast”, ktery je umis-
tény na jejich povrchu?. To vede k tomu, Ze protein je
odolny jak vici vysokym teplotam, tak i vici dlouho-
dobému plsobeni casu. Je predpokladano, Ze u star-
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Meledina A., Smirnova T.: Urceni zvifeciho ptivodu archeologickych kosti

Uréeni Zivocisného plvodu kostniho vzorku je dilezitd pro pochopeni postupti v chovu napf. hospodaiskych zvitat v uréité lokalité, pro
objasnéni evoluénich vztahl nebo pro zjisténi lidské ¢innosti v dané historické dobé. V sou¢asné dobé se k tomu velmi tispésné pouziva
proteomicky pfistup zaloZzeny na hmotnostni spektrometrii. Jeho zékladem je analyza kolagenu, ktery je nejrozsitenéjsim kostnim protei-
nem. Tato bilkovina je zndma svou vyznamnou odolnosti vii¢i nepfiznivym vliviim prostfedi a degradaci, diky ¢emuz Ize ji najit i ve velmi
starych kosternich pozUstatcich. Tento pfistup ma potencialné uplatnéni nejen v oblasti archeologie a paleontologie, ale také i v oblasti
bezpecnosti potravin, forenzniho zkoumani, anebo kontroly dodrzovani obchodnich norem.

Klicova slova: archeologické kosti, kolageny, proteomické analyza

Summary

Meledina A., Smirnova T.: Determination of animal origin of archaeological bones

Determination of the animal origin of a bone sample is important for understanding breeding practices in a particular area, for clarifying
evolutionary relationships, or for identifying human activity at a given historical time. At present, a proteomic approach based on mass
spectrometry has been used very successfully. It is based on the analysis of collagen, which is the most common bone protein. This
protein is known for its significant resistance to environmental influences and degradation, thanks to which it can be found even in very
old skeletal remains. This approach has potential application in the field of archaeology and palaeontology, but also in the field of food
safety, forensic research, or control of compliance with industry standards.

Keywords: archaeological bones, collagens, proteomic analysis
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