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Prehladna vedecka praca

Prehibeny dych (sigh) — osobity dychovy vzor
generovany v ustredi respiracnej rytmogenézy
Roman Befiacka'*

1stav patologickej fyzioldgie, UPJS Lekarska fakulta, Tr. SNP 1, KoSice, * Koresp. autor

Prdca popisuje charakteristiky osobitého typu dychového vzoru pomenovaného v 60-tych r. 20 st. ako tzv. prehlbeny dych (aug-
mented breath), alebo hlboky dych (deep breath) resp. vzdych (sigh), ktory sa vyskytuje u l'udi i inych cicavcov spontdnne pocas
dria, spanku, v pokoji ako aj pocas ndmahy a osobitne pocas hypoxie Ci asfyxie. DIho bol povaZovany len za periférny Ci centrdlne
incitovany chemoreflexny prejav resp. mechanoreflexny prejav iniciovany z plicnej aferentdcie - archaicky involuntdrny vzor
umoZznujuci zvysit maximdlny inflacny efekt na konci inspiria a tym antiatelektaticky ticinok. Tento dvojfdzovy typ dychu bol isty
cas povazovany za gasp superponovany za vrchol eupnoického vybojového vzoru, teda ako kombindcia dvoch roky zndmych a
osobitych typov dychov. V 90-tych rokoch len mdlokoho zaujimal. Pred 20-timi rokmi bol v§ak s velkym prekvapenim prvy raz
identifikovany v zdznamoch na rytmickych rezoch z mozgového kmeria. V ostatnom desatroci sa etabloval ako samostatny vzor
generovany v neurénoch preBétzingerovho komplexu - zdkladného respiracného noeud vital stic generovany v osobitych neurd-
noch na zdklade fdzovych zmien membrdnovych vilastnosti a osobitej architektury zucastnenych iénovych konduktancii. Je inhe-
rentnou stcast'ou motorickych, respira¢nych a vegetativnych reakcii z mozgového kmertia spustanych z limbického systému pri

emocnych stavoch, uzkosti a strese.

KTliicové slovd: respiracnd rytmogenéza, prehibeny dych, vzdych, dychovy vzor, respiracné dysrytmie

Keywords: respiratory rhythmogenesis, deep breath, sigh, breathing pattern, respiratory dysrrhythmias

Uvod

Dychanie je jedna z najzloZitejSich, ak nie najzloZitejSia
forma fyziologickych behavioralnych prejavov integrovana
s celym radom inych procesov pre cely rad tloh, vratane
metabolickych potrieb, statickych a mechanickych skele-
talnych postir, emociondlnych a kognitivnych zmien
v spravani a prejavoch [6, 28, 37, 48, 51]. Tieto vazby su
obojsmerné, tak ako dychanie pomaha pri zdvihani pred-
metov, tlaku na stolicu, placi, hovoreni az po korekciu me-
tabolickej acidézy, oxygenaciu; meni sa v reakcii na bolest,
uzkost, obavy, radost, tdzbu a ulavu. Naopak, dychanie
moze byt hnacim motorom uzkosti, paniky, hyperventilac-
nej alkalézy a neuromuskularnej hyperexcitability. Tak ako
sa dychanie meni podl'a potrieb spolu s kardiovaskular-
nymi, metabolickymi a motorickymi odpoved’ami v ramci
roznych behaviordlnych vzorov emocného prezivania,
stresu, Uzkosti i radosti aj dychanie dokaze naopak menit
kognitivne, emociondlne a metabolické stavy v spitnej
vazbe [50, 51, 60]. Jednym z podobnych prejavov su dy-
chové vzory, ktoré st obvyklou sticastou hypoxickej respi-
racnej odozvy. DlhSie sa povazovali za Cisto reflexné deje a
dnes ich vnimame ako predpripravené vzory zdcastiujice
sa komplexnejsich reakcii [2, 17, 24, 51, 72, 83, 84, 85].

Charakteristika prehibenych dychov

Forma dychového vzoru

Pokojné dychanie (Obr.1), ktorého inspirium je obvyk-
le ploché, byva sporadicky a Casto bez povSimnutia preru-
$ované u ¢loveka a inych cicavcov tzv. prehlbenymi dychmi
(angl. deepbreaths, large breaths, augmented breaths, AB)

resp. vzdychmi (angl. sighs) [7, 11, 13, 20, 41, 52, 58, 67,
72]. Reynolds a spol. [52, 53] prisudili medzi prvymi tomu-
to fenoménu reflexny charakter (tzv. inspiration augmen-
ting reflex). Na zaklade podobnosti vzdychov s Headovou
paradoxnou inflacnou reakciou, kratkosti a intenzite akti-
vity, sa malo za to, Ze forsirovany vdych na konci inspiria
pocas vzdychov, moZe predstavovat lapavé dychy - gaspy,
ktoré st superponované na vrcholovi fazu eupnoického
inspiria [7, 52, 53, 57]. Tato hypotéza davala do suvislosti
zvySeny vyskyt vzdychov tesne pred nastupom apnoe s
vCasnymi postapnoickymi gaspami [9, 10, 11, 18].

Prehibené dychy st charakteristické pred{Zzenim a vy-
raznym prehibenim koncovej ¢asti inspiria s vyslednym,
zvacsa viac ako dvojnasobnym narastom dychového obje-
mu [7, 9, 24, 53]. Okrem inspiria dochadza aj k variabilné-
mu prediZeniu exspiria, ¢o vedie k celkovému prediZzeniu
dychového cyklu. Zvysuje sa nielen inspiracny ale aj prie-
merny exspirac¢ny prietok. Na rozdiel od inspira¢ného ob-
jemu vSak k narastu exspiratného objemu obvykle nedo-
chadza [7, 9, 11, 20, 21, 41, 44, 45]. Prehibené dychy su
obvykle nasledované inhibiciou nasledujiceho dychu s po-
klesom dychového objemu, skratenim inspiria a variabil-
nym skratenim exspiria [9, 13, 21, 30, 52, 77, 78]. Tieto
ucinky pretrvavaju variabilne pocas niekol'’kych nasleduji-
cich dychovych cyklov. V priebehu spanku moze inhibicia
prerast do apnoe [8, 22, 31, 32].

Vyskyt prehlbenych dychov

Spontdnne prehlbené dychy. Dychy podobné AB sa
objavuju spontanne (SAB, spontaneous AB) uZ po-
¢as embryonalneho Zivota [16] a u deti sa vyskytuji nieke-
dy az kazdych 5-10 minut [29]. Vyskyt takychto prejavov
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Obrazok 1 Typické pneumotachografické krivky zd-
kladnych dychovych vzorov generovanych v mozgovom
kmeni. Tzv. eupnoicky typ dychu je priznacény postupne
narastajiicou intenzitou inspiria. Tzv. lapavy dych - gasp
je priznaény usecnym spazmodickym priebehom inspiria.
Prehlbeny dych je typicky dvojfazovym inspiriom s kom-
paktnym forsirovanym prehibenim dychu. Tdto aktivita, ako
sme medzi prvymi ukdzali sa méZe polas tazkej hypoxie
rozpadat na tzv. koncové inspiracné oscildcie [10].

pretrvava, aj ked’ s nizSou frekvenciou, az do dospelosti
[83, 84].

Vyskyt SAB je obzvlast ¢asty u novorodencov [21], a to
tak pocas bdenia ispanku (~10-20/ hod), ktory tvori v
tomto obdobi tvori prevaznu cast dna [23, 71, 72]. U do-
spelych jedincov je vyskyt sporadickych AB nizsi a oproti
bdelému stavu ich moZno castejSie pozorovat pocas span-
ku i ked so znacnou interindividualnou variabilitou (~ 1-
25 prehibenych dychov za noc) [44]. Vzdychy sa obvykle
vyskytuju vo vSetkych Stadiach spanku; u dospelych naj-
CastejSie v $tadiu I NREM, u novorodencov castejSie pocas
REM spanku [4, 44].

Zvyseny vyskyt SAB moze byt postoperacnym ndle-
zom po chirurgickych vykonoch v hornej ¢asti abdominal-

nej dutiny a pripisuje sa im vyznam pri normalizacii do-
Casnej reflexnej inhibicie diafragmatickej kontraktility po
laparotémii [34]. Vyskyt AB je typickym nalezom pri
emocnych reakcidch, pri bolesti, pri psychickom vypati a
strese. Je patognomickym nalezom u pacientov s panickou
poruchou a anxiéznymi stavmi [85]. Existuje teda predpo-
klad, Ze nie su len doprovodnym javom, ale inherentnou
stucast'ou patogenézy tychto ochoreni.

Indukované formy prehibenych dychov

Dychy podobné spontanne sa vyskytujicim involun-
tarnym vzdychom, resp. prehibenym dychom (tzv. sponta-
neous augmented breaths, SAB) mozno u Cloveka i zvierat
vyprovokovat viac alebo menej ispesne, pravidelne a rep-
rodukovatelne réznymi experimentilnymi podnetmi [9,
11, 13, 18, 19, 24]. Tieto, tzv. indukované prehlbené dychy
(IAB) sa podobaju SAB inspiracno -exspira¢nym dychovym
vzorom, nie v3ak vyskytom, frekvenciou alebo pretrvaju-
cimi zmenami dychania. Clovek méZe imitovat - nahle
prehibit’ inspirium na jeho konci volovo, ale bez typickej
exspiracnej odozvy a naslednych postreflexnych fenomé-
nov (Utlmu dychania) typickych pre SAB [11, 81, 84 ].

Na reflexnej iniciacii vzdychov v centralnych respirac-
nych Struktirach mozgového kmena sa pravdepodobne
zucastiiuju rézne mechanoreflexné anajmé chemoreflex-
né podnety z periférnych i z centralnych receptorov [17].

Pliicna mechanorecepénd aferentdcia. Vyznamnym
stimulom pre zvySenu indukciu AB st zmeny pltcnej ven-
tilacie, zmeny statickych i dynamickych parametrov. Do-
kumentuje to mnoZstvo experimentalnych dat ziskanych in
vivo, kedy sa vzdychy podarilo vyprovokovat pouZzitim
okluzivnych, deflacnych alebo, inflacnych manévrov v dy-
chacich cestach [17, 58, 72, 76, 78]. Pri spustani reflexu sa

v Cluster breathing

11 |

. Hypoxické dysrytmie
vV

= 750 ml

Obrazok 2 Niektoré formy periodickych a anomdlnych dy-
chov pri poikilokapnickej hypoxii. Zobrazené su tu len
pneumotachogramy [11, 13].

6

Folia Medica Cassoviensia, 78 (1), 2024



Prehlbeny dych (sigh) - osobity dychovy vzor generovany v ustredi respiracnej rytmogenézy

o b R s T
ot L Lt L At )'Mulw-)-"fjm "/ :
IntPh 10l (11 HUU AR AT Tt \
| 100wV
Ph (1A Y Ty A
EEG W o i, | S o
BiF " i G i 100
PTG e —— I
1 ‘ I § - [ mls"m
BP ey b ‘.;.' ARG { L T T B g 0[
| H
MANN A A AnaasdAAAANAA Anann ANNAA VSRR VAT L mmHgb-_)
P..O B e S A R .
ETV2

ECG Il Ay, in e o Bimustune i ootV o, e o™i i i g m i

. mmHg(C09)

Y

10sec.

Obrdzok 3 Prehibené dychy ako sii¢ast’ Cheyne-Stokesovho dychania. On -line zdznam (s artefaktmi) priebehu zdverecnej
fazy perakiitnej anoxickej hypoxie na animdlnom modeli s vybudenim prehlbenych dychov vo fdze maxim hyperventilacnej peric-
dy a neskor tisekmi tonickej aktivity (T) v periéde minima. Po ndstupe apnoe sa objavujii lapavé dychy (gaspy , G). Tonickd inspi-
racnd aktivita méZe byt ekvivalentom tzv. apneustického dychu, ktory je mimo mechanickej lézie mosta mdlo zndmy. Skr. EVG 1,
elektrokardiogram z Il. kon¢. zvodu (pritomné pohybové artefakty) ; PTG, pneumotachogram; Ph, IntPh, nativha a integrovand
aktivita n. phrenicus; BiE bifrontdlne EEG; BB, tlak krvi z katétra, PerCO2z a PerO2, expir. parcidlne tlaky plynov [11].

mozZu zucastiiovat aferenty z plticnych mechanorecepto-
rov z pomaly sa adaptujicich receptorov plicneho rozpéa-
tia (PSR), alebo rychlo sa adaptujiicich receptorov (RAR)
[20, 25, 57].

Chemickd aferentdcia. Selektivnou periférnou che-
mostimuldciou karotickych receptorov je mozné AB fakul-
tativne vyvolat i u vagotomovanych zvierat [24, 45, 47].
Podobne, vzdychy mozno vyvolat aj selektivnou centrdl-
nou chemostimuldciou lokalnymi zmenami pH/CO2 na ven-
tralnom bulbarnom povrchu alebo hyperoxickou hyper-
kapniou, a to aj po bilateralnej vagotémii alebo karotickej
chemodenervacii [11, 17, 20]. Kombinacia uvecdenych
mechanoreceptivnych a chemoreceptivnych stimulov
zjavne iniciuje zvySeny vyskyt AB pri poikilokapnickej,
izokapnickej alebo hyperkapnickej hypoxii az anoxii, hy-
peroxickej hyperkapnii alebo pri sufokacnej asfyxii [11,
13]. Pocas hypoxie alebo asfyxie sa vzdychy pomerne pra-
videlne objavuju v rdmci Cheyneho - Stokesovho dychania
(Obr. 3) vmaximach inspirano - exspira¢ného usilia
a striedané su s usekmi hypoventilacie alebo apneustické-
ho tonusu (Obr. 2) [11]. Pocas apnoe sa mozu objavit sku-
piny dychov typu ,cluster breathing“ pozostavajuce
z gaspov alebo z dvojfazovych inspirif podobnych prehibe-
nym dychom (Obr.2) [9]. Alebo ich moZno detegovat
v strede ¢i na zaver skupin 3-5 dychov oddelenych apneus-
tickymi alebo apnoickymi pauzami. Tento periodicky vzor
sa objavuje nielen pocas hypoxickej hyperventilacie ale
tiez priblizne v 10% pripadov pri obnoveni dychania po
experimentalnom apnoe [9, 10, 11, 13 ]. Pri anoxickej poi-
kilokapnickej hypoxii vyskyt prehibenych dychov - vzdy-
chov graduje s trvanim expozicie [11]. Hoci sa v poctoch
AB pocas hypoxii s variabilne udrziavanou hladinou CO:
rozdiely obvykle nezistili [13, 17, 47, 76 ] niektor{ autori
popisuju vyssi vyskyt AB pocas hypokapnickej oproti hy-

perkapnickej hypoxii, ¢o naznacuje vyznam pH/CO2-
dependentnej chemorecepcie pri spistani AB [ 25,51 ].
Mozaiku réznych moznych aferentnych spustacich zén
doplhaju poznatky, %e dychy podobné vzdychom mozno
vyvolat’ stimulaciou z HDC (hornych dych. ciest) [40)] a
to mechanickou stimuléciou sliznice hypofaryngu a velofa-
ryngealnej steny nazofaryngu u kralikov. Existuju tiez uda-
je o vyvolani vzdychov z hypofaryngu a laryngu u maciek
[24], s najvacSou pravdepodobnostou vsak ide o spazmo-
dické infla¢né reflexy podobné tzv. sniff - like aspiratnému
reflexu, ktoré prerusujua eupnoické typy dychov [9, 11].
Roéznorodost periférnych icentralnych podnetov pri
ktorych dochadza k vzniku AB, variabilita vyskytu a nizka
prediktivita poukazovali na skuto¢nost, ze prehibené dy-
chy nie st vysledkom jednoduchého reflexného mechanizmu,
ale sucastou centrdlne generovaného procesu (Obr. 4.)
[11]. Ani jeden z podnetov vsak nie je sdm o sebe pre spon-
tanny vyskyt AB dostato¢ny. Po deaferentacii (vagova de-
nervacia) pretrvavaji u maciek AB in vivo [11,17] a tieZ po
transplantacii pltic u I'udi [61]. Podporou centralneho me-
chanizmu AB je fakt, Ze vzor identicky s AB mozZno regis-
trovat v neuronalnej aktivite z rezov mozgového kmeia
zahrnajtccoh pore BotC in vitro, ako je uvedené d'alej [37].

Neuronalna aktivita pocas vzdychov

Aktivita neuromuskuldrnych jednotiek

Elekrofyziologické Studie potvrdili, Ze vo vyboji inspi-
ra¢nych jednotiek mozno pocas AB rozlisit' 2 diskrétne fa-
zy: tzv. I1 fdzu, ktora sa dizkou, formou a intenzitou vybo-
jovej aktivity podoba tzv. eupnoickému inspiriu a 12 fdzu,
charakterizovanu kratkou kompaktnou salvou vybojov
Casto nasobne vysSej intenzity ako pocas 11, ktora nastupu-
je obvykle bez evidentného ¢asového predelu v terminal-
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nej Casti inspiria. Tento ,dvojfazovy“ vzor, s malymi ale
existujucimi rozdielmi v ¢ase nastupu a vrcholovej intenzi-
te vyboja v 12 faze, bol popisany u vsetkych inspira¢nych
svalovych jednotiek, napr. v kostdlnej a krurdlnej casti brd-
nice a interkostdInych svaloch [9, 11, 12, 13, 76, 77,] ako aj
v jednotkach facio-branchiogénnej oblasti - vo svaloch ja-
zyka, faryngu, laryngu a nosa [24, 78]. (Obr. 5).

U vacsiny popisovanych inspiracnych jednotiek, sa zis-
tilo, Ze aktivita pocas 2 fazy AB je v odpovedi na rézne
podnety (chemické, mechanické) omnoho uniformnejsia

ako I1 faza [76]. Tymto pomerne invariantnym vzorom sa
Casto prirovnavala ku lapavému dychu [65]. Nutné je vSak
uviest, Ze na rozdiel od gaspu frekvencia ani amplitida
vyboja v 12 faze AB nemda zostupny charakter (angl. dec-
rementing) [12]. Na druhej strane, aktivita v 12 faze nie je
»iba” zosilnenym pokracovanim aktivity v I1 faze. Vybojova
synchronizacia respir. jednotiek v 12 faze (tzv. HFO, vyso-
kofrekvencné oscilacie) ma odliSnu charakteristiku ako ta
pocas vybojov v I1 faze, ktora je podobna eupnoe [12].
Okrem evidentnych zmien v inspiracnej faze dochadza

? Mechanické pO, Prudka inflacia pCO,/H*
podnety a deflacia
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Obrdzok 4. Zjednodusend schéma plauzibilnych aferentov pri tvorbe prehibenych dychov. Skratky: AR- arteridlne recepto-
ry, DRG a VRG - dorzdlna a ventrdlna respiracnd skupina, GAC - gaspové centrum vo ventrolaterdlnej predl. mieche , GA a GC -
glomi aorticum et caroticum, NRePo/NReMe - retikuldrne jadrd pontinne a mezencefalické, NPBL-KF - nucl. parabrachiales a Kol-
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rychlou adaptdciou, VA - viscerdlne aferenty. [11]
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u vzdychov k prediZeniu a zosilneniu tzv. postinspiraénej
aktivity inspiracnych jednotiek vo vcasnej faze exspiria s
naslednym oneskorenim, skratenim a oslabenim aktivity
svalstva zucastiiujiceho sa na aktivhom exspiriu, napr.
svalov abdomindlnych a interkostdlnych [9, 11,76, 77].

K spomaleniu exspiria prispieva aj zvySeny vydychovy
odpor v hornych dychacich cestach, a to zvacsa na tkor la-
ryngedlnej konstrikcie (ndrast aktivity m. thyroarytenoi-
deus), nakol'ko zmeny vo faryngedlnom segmente (napr.
m. hyopharyngeus) st minimalne. Popri exspiriu dochadza
k narastu odporu v HDC aj pocas 12 fazy AB, ¢o pri znamej
vysSej frekvencii vzdychov u apnoickych spankovych epi-
z6d, okrem inych faktorov prispieva k celkovému narastu
odporu HDC pocas spanku [30, 31, 33].

Funkénym désledkom vzdychov je prediZenie a zinten-
zivnenie inspiracnej aktivity pocas vdychovej fazy s na-
slednym udrziavanim hrudnika v inspira¢nom postaveni v
uvodnej faze exspiria, ¢o vedie pri sicasnom oslabeni ak-
tivneho exspiria k zvySovaniu koncového - exspiracného
objemu pltc [17, 67]. K tomuto sa Casto pripaja navyse aj
prechodné zvysenie frekvencie dychania [15, 52].

Aktivita neurondlnych jednotiek in vivo

Aktivitu inspira¢nych a exspira¢nych propriobulbar-
nych a bulbospindlnych neurénov dorzéilnej a ventralnej
respiracnej skupiny (DRG a VRG)pocas AB in vivo mode-
loch spontdnneho dychania, pri prechode z bdenia do
spanku alebo hypoxie popisalo viacero prac [43, 68, 69].
Poukézali na skutoénost, %e 12 fiza prehibenych dychov
predstavuje osobity centralne generovany proces. Tak pr-
va eupnoicka cast (faza 11) ako aj spazmodicka cast inspi-
racnej aktivity (12 faza) zacina v bulbarnych jednotkach
aktivitou tzv. vcasnych inspiraénych neurénov (EIN)
a ukoncuje sa vzostupom aktivity tzv. inspiracnych neuré-
nov s neskorym ndstupom (LIN) resp. koncovo-inspirac-
nych neurénov. Aktivita v populdcii inspiracnych bulbar-
nych jednotiek vykazuje poc¢as AB kontinudlnu, nie diskon-
tinudlnu aktivitu. Intenzita vyboja inspirac¢nych bulbo-
spindlnych neurénov pocas 12 fazy je imerna aktivite n.
phrenicus, branice, mm. intercostales v zaznamoch neu-
romuskuldrnych jednotiek [9, 11]. Exspiracné jednotky
DRG a VRG su pocas AB inhibované. Existuju vSak isté
kvantitativne rozdiely: vacSia vybojova aktivita neurénov
typu I-AUG v DRG oproti VRG a naopak vacsia inhibicia E-
DEC v DRG oproti VRG.. [10, 67, 68] (Obr. 6).T ieto poznat-
ky in vivo naznatili, Ze vznik prehibenych dychov je $peci-
fickym neurogénnym procesom, ktory sa charakterom ak-
tivity centralnych respira¢nych neurénov odlisuje od nor-
malneho priebehu inspiria.

Dvojfdzové dychy na prepardtoch in vitro

Centralna regulacia dychania vznika v rombencefale v
jadrach na ventrolateranom ponto-medularnom pomedzi
a sklada sa z troch interagujicich neurénovych skupin,
ktoré kontroluju rézne fazy dychacieho vzoru: (1) tzv. pre-
Bétzingerov komplex (preBétC), ktory generuje inspirium
ako zadkladnu zlozku dychania [26, 62], (2) retrotrapezoid-
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Obrazok 5. Priebeh typickej aktivity inspiracnych a exspi-
raénych motoneurondlnych jednotiek pocas prehibenych dy-
chov (AB). PTG - trachedlny prietok; AN, mm. Alae nasi, DIA,
brdnica; GG, m. genioglossus; EIC, exspiracné interkostdlne
svaly; IIC, inspirac¢né interkostdlne svaly, IPS, inspir. para-
kostdlne svaly; PCA, m. cricoarytenoideus posterior; PN, n.
phrenicus; RA, m. rectus abdominis; QIA, m. obliquus inter-
nus abdominis, TS, m. triangularis sterni, TA, m. thyro-
arythenoideus; XII, n. hypoglossus; ND, normdlny dych [11].
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né jadro a parafacidlna respiracnd skupina (RTN/ pFRG),
ktord hra ulohu v tzv. pre- inspiriu, aktivnom exspiriu
a zabezpecuje vplyv pH/CO2dependentnej centralnej che-
morecepcie [24, 26, 28, 42] a (3) post-inspiracny komplex
(PiCo), regulujuci post-inspirium [5].

Prvé poznatky ohladne tvorby respiracného rytmu
vautonémnej skupine neurénov s pacemakerovymi
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Obrazok 6 Vybojovy vzor bulbdrnych respiracnych neu-
rénov pocas prehlbenych dychov. Aktivita v neurénoch I-
AUG pokraéuje bez preruenia aj v 12 fize prehlbenych dy-
chov a inspirium je ukoncené az druhou suplementdrnou ak-
tivdciou v neurénoch L-1. PTG - pneumotachogram; PN, ak-
tivita n. phrenicus; I-DEC, véasné inspir. neurény, L-1, nesko-
ré inspir. neurdny; I-AUG, ramp-like inspir. neurény; E-DEC,
véasné exspir, neurény; E-AUG, neskoré exspir. neurény [11].

vlastnostami v pre-Botzigerovom  komplexe  (pre-
preBo6tzC) v zaznamoch in vitro boli datované do prvej po-
lovice 90-tych rokov [62] a znamenali vyznamny upgade
etablovaného sietového modelu respirac¢nej rytmogenézy
vybudovaného na vzdjomnych fazicky - modulovanych
excitacnych a inhibi¢nych synaptickych vazbach [54, 55].
Progres v metodoldgii zdznamov respiracného rytmu z re-
zov zneonatdlneho a juvenilného mozg. kmena in vitro
alebo ex vivo roz8iril moZnosti skimania respiracnych
neuronalnych populacii popisanych in vivo [55] najma pri
definovani ich membranovych vlastnosti, iénovych kon-
duktancif, d¢inku roéznych transmiterov a farmakomodu-
lantov [14, 36; 37]. Zac¢iatkom milénia referovalo viac préc,
Ze neurdny preBotzC su schopné generovat mimo monofa-
zickej eupnoickej aktivity aj iné formy inspiracnej aktivity,
vratane ,dvojfazovej“ aktivity typickej pre prehibené dy-
chy (AB) [37]. Neskorsie data ziskané in vitro u novonaro-
denych hlodavcov ukazali, Ze nejde len o obcasné prejavy,
Ci arytmie, ale Ze neurény preBotC su vskutku schopné su-
Casne produkovat dva rytmy s odliSnymi parametrami -
eupnoe a prehlbené dychy. Tieto nie su nutne produktom
synaptickych interakcii v ramci neurondlnej siete, ale vy-
sledkom rekonfiguracie membranovych vlastnosti s ucas-
tou konkrétnych iénovych neurénylnych konduktancii [14,
16, 36, 74, 75].

Pritomnost 2 vzorov oscilacnej aktivity v tej istej neu-
ronalnej sieti mnohych prekvapila. O to viac, Ze in vivo AB
viac ako rytmus pripominali skor arytmiu (extra-aktivitu)
- napr. gaspovu aktivitu intervenujicu do ,fragilnej“ ter-
minalnej fazy eupnoického inspiria (porucha ukoncenia in-
spiria). Len pre pripomenutie, eupnoicky dych a gasp - ako
zakladné dychové formy sa odliSuju nielen priebehom
membranového potencidlu a vybojovej aktivity v neuro-
nalnych jednotkach (typ. augmenting - pre eupnoe) a tzv.
decrementing pre gasp) ale aj miestom genézy - pre eup-
noe v pre-BotzC a pre gasp vo ventralnej rostralnej medu-
larnej retikularnej formécii [63, 65]. Ak eliminujeme Struk-
tury pre-BotzC, gasp po isty €as perzistuje [49].

O to prekvapujuicejsie bolo zistenie, Ze oba rytmy sa
vyvijaju uz prenatalne [14, 26, 27, 28]. Na rezoch z mozgo-
vého kmena obsahujicich RTN/pFRG a preBotC je mozné
u hlodavcov zaznamendavat' z pre-BotC rytmicku respirac-
nu aktivitu uz na 14. embryonalny den (E 14,5- E15) [73].
Eupnoicky rytmus je neskdr, najvcasnejsie v E16,5 ale ob-
vykle v E17-E18, doplneny o rytmicky vyskyt aktivity po-
dobnej AB. Od eupnoickej sa 1i8i nizSou frekvenciou cyklu,
vysokou amplitudou vyboja a tvarom [16, 73] (Obr. 7).

Sprvu sa predpokladalo, Ze eupnoicky vzor i AB musia
byt generované v dvoch odliSnych subpopuldciach neuré-
nov vramci pre-BotC [75]. NeskorSie prace ukazali, Ze
okrem malého poctu neurénov, ktoré su aktivne len pocas
AB (<5 %; tzv. AB-neuré6ny) vicsina neurdnov v pre-BotC
sa zucastnuje tak na eupnoickej aktivite ako aj na AB (tzv.
AB+E-neurény). Bud ide skutocne o identické neurdny,
alebo o doposial neodliSené vel'mi tesne funkcne prepoje-
né subpopulacie [16]. Predikované AB+E- neurény su teda
schopné pocas eupnoe generovat vysokofrekventni/ niz-
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koamplitidovi rytmickili monofazicku aktivitu, zatial' ¢o
pocas vzdychov tvoria nizkofrekvencni/ vysokoamplita-
dovi rytmicku aktivitu s dvojfazovym vzorom vybojov [35,
36, 37,75, 79]. Narozdiel od eupnoickej aktivity je tvorba
AB determinovana pritomnostou vapnikovych kanalov ty-
pu P/Q [36,37]. Aktivita druhej fazy AB sa zjavne odlisuje;
zaloZena je na pomalych vnutrobunkovych oscilaciach Caz+
pohénanych periodickym uvolfiovanim vapnika z vnutro-
bunkovych zasob [74]. Je zaujimavé, Ze mySi s knock-
outom tohto kanalika umieraji na pneuméniu a atelektazu
kratko po narodeni [51]. Hoci je pritomnost gCa?+ P/Q ty-
pu konduktancii rozhodujica pre tvorbu AB, nie je zda sa
jedinou podmienkou. V AB+E- neurénoch, na rozdiel od
AB- neurénov generujucich iba AB, st zrejme potrebné aj
B-adrenergné receptory [79]. Ich stimulacia izoprotereno-
lom ovplyviiuje (zvySuje frekvenciu) AB ale neovlyviiuje
eupnoe [51, 74]. Je zrejmé, Ze intracelularny narast cAMP
v neurénoch po stimulécii receptorov meni uc¢inok perzis-
tentného sodikového pradu (INAP) [73, 74, 75, 79].

Je zrejmé, Ze v ramci ontogenézy, od prenatalneho $ta-
dia az do dospelosti, sa mechanizmus tvorby AB dotvara
podobne ako pri eupnoe pocetnymi synaptickymi interak-
ciami v ramci ponto-bulbarnej respiracnej siete. To odzr-
kadl'uje aj variabilitu a vyvoj AB v reakcii na cely rad skor
spominanych mechano- a chemoreflexnych podnetov pri
indukovanych AB in vivo [15, 16, 38, 47, 51, 75].

Fiktivne  Fiktivny

preBitzC
eupnoe  prehibeny dych @’_q
Int \ \ \7/\\/”

MP ]

[

Obrdzok 7 Fiktivne eupnoe a prehlbeny dych zo spon-
tdnne rytmického rezu z oblasti rostrdlnej predizenej
miechy in vitro. Skr. Int, integrovand vybojovd aktivita, MP,
membrdnovy potencidl. Schematicky prepracované [50, 73 |.

Fyziologicky vyznam prehibenych dychov

Optimalizacia plucnej ventildcie a oxygendcie

Pri Givahach o vyzname prehibenych dychov, sa viacerf
autori zhodli v nazore, Ze pomerne plytké pokojné, dycha-
nie, pri ktorom je hlavna frakcia inspirovaného vzduchu
distribuovana do strednych a dolnych pl'icnych poli by bez
ob&asného prehibeného inspiria nutne viedlo ku kolapsu
terminalnych bronchiolov v pomerne velkej oblasti pltc
Vyskyt obéasnych prehibenych dychov je jednym z auto-
matizmov, ktory ma zamedzovat vzniku atelektdz. AB
zvySuju nielen compliance pltc, a funkény rezidualny ob-
jem, ale prispievaju tiez k zmenam v kompozicii surfaktan-
tu, ¢o ma za nasledok zvySenie povrchového napdtia alveo-

larnej steny a tym aj zlepSenie alveolo-kapilarnej difuzie
plynov [20, 21, 41]. Avsak vyssi vyskyt AB v pripadoch s
obmedzenou plticnou funkciou vsak nebol vzdy potvrdeny
- napr. u kvaruplegikov (1ézia C6 a C7), ktor{ maju v do-
sledku paralyzovanych torakalnych a auxilidrnych svalov
rychle, povrchné dychanie [11]. Vyznamné rozdiely nie st
ani u predcasne narodenych nezrelych novorodencov, kto-
ri maju obvykle zniZeny kompliance a nizSiu rezidudlnu
kapacitu plic [21, 86]. Po¢as prehibenych dychov docha-
dza popri redistribticii vzduchu do malo ventilovanych
apikalnych plicnych poli aj k subeznej reflexnej pulmo-
nalnej arteriolarnej dilatécii, ¢o prispieva k regulacii venti-
la¢no - perfuznych pomerov v plticach [7, 11, 20, 45]. Ten-
to antiatelektaticky ucinok moze vysvetlit zvySeny vyskyt
spontannych i hypoxicky navodenych AB u novorodencov
alebo u malych zvierat (potkan, mys), ktoré maja pluca s
malymi a spontdnne kolabujicimi alveolmi v porovnani s
I'ud'mi alebo vacsimi zvieratami (pes, macka)[7, 71, 72]
alebo vy$si vyskyt prehibenych dychov u nezrelych novo-
rodencov v porovnani s donosenymi plodmi [4]. Arteficial-
na aplikacia prehibenych dychov pri mechanickej ventilacii
s vysokym pozitivnym koncovo-exspira¢nym tlakom zlep-
Suje tieZ oxygendaciu a pl'icnu elasticitu pri ARDS [50, 51].

Prehibené dychy - vzdychy mozu byt stéastou cen-
tralnych dychovych poriich - objavujd sa pri postapnoic-
kom obnoveni dychania po epizdde centrdlneho alebo ob-
Strukéného spdnkového apnoe, vyskytuju sa pri hyperventi-
lacnom syndréme [11, 50, 51], pri nezrelosti pliic u novoro-
dencov [33] a pri chronickej hypoxii [1, 3, 6, 13, 46, 85].

Spontdnne AB sa Casto vyskytujd u zvierat i u I'udi na
prechode z bdenia do spanku a pri inave a zmenach vigili-
ty pocas dia, paralelne so zivanim, ¢o napoveda, Ze AB po-
dobne ako napr. zivanie su aktivne prejavy rekonfiguracie
respiracnej neurondlnej siete ako sucast behavioralnych
reakcii pri zmenach bdelosti [22, 43]. AB sa vyskytuju po-
Cas spdanku, zriedkakedy vSak ndhodne, skor ako stcast
hyperventilacno - hypoventila¢nych somnickych periodic-
kych zmien dychania v suvislosti s epizddami hypo- a
apnoickych stavov, ktoré vzdychy bud predchadzaju
(48%) alebo po nich nasleduji (52%) [44]. Ich vyskyt je
sprevadzany narastom elektromyografickej aktivity
(EMG), zvySenim frekvencie v elektroencefalograme
(EEG), zmenami frekvencie srdcovej Cinnosti v zavislosti
od fazy spanku (napr. akceleracia pocas NREM a REM vs.
deceleracia po¢as NREM u novorodencov) a zvyraznenim
normalnej variability srdcovej frekvencie [11, 12, 17, 18,
44]. Mnohé z tychto ,fyziologickych“ reakcii st alterované
u deti so SIDS, u ktorych je vyskyt AB nizky [4, 11. 23, 25,
44, 50].

Sucast emocnych behaviordlnych reakcii

Prehibené dychy - povzdychy sa objavuju &asto pocas
negatdvnych emocnych reakcii [1, 2], pricom ich vyskyt
tu zjavne nemd suvis s respiracnou - antiatelektatickou
funkciou [66]. Vyskytuju sa napr. typicky pri bolesti, ¢i uz
akutnej (pri traume) alebo chronickej (napr. pri lumbago,
reumatoidnej artritide) [48, 49, 56], pri strachu [50, 64],
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lizkosti [64, 80, 83], smutku, utrpenia az zufalstve [50, 51],
tiez pri unipoldrnej depresii alebo depresivnej fdze bipoldr-
nej depresie [50, 66] ale aj pri agresivite [51, 70]. Nevysky-
tuju sa vSak tak casto pocCas samotného negativneho
emocného pélu. ale obvykle aZ pocas Ul'avy, poklesu napa-
tia, odl'ahnutia a nasledujiceho posunu pozitivnych emoé-
cif. V tomto kontexte vidime prehibené dychy u deti, po dI-
hej epizdde placu a vzlyku. Ked'Ze tento zvukovy prejav sa
deje viac v exspiraénej polohe mézu AB prehibenim inspi-
ria korigovat aj zmeny prievdusnosti v plticach.

Ako ukazali prace u experimentalnych zvierat prehibe-
né dychy - povzdychy mo6zu pdsobit’ dokonca ako socidlny
signdl - prejav upokojenia a bezpecia - teda signal opacny
k poplasnému volaniu a v rdmci skupiny sa $iria lavinovite,
ostatne podobne ako napr. zivanie [50, 51]. Prehibené dy-
chy m6Zu mat podobnti dlohu aj u 'udi. Ludia komunikujt
emocionalne stavy radostou, ismevom, ale aj mracenim
sa, placom ¢i hnevom [70] ale aj povzdychom ulavy [65,
66, 80, 82, 83, 84]. Vyskyt prehibenych dychov je u l'udi pa-
tognomickym nalezom pri panickej poruche [59, 85, 86]
veduc k hyperventilacnej hypokapnii, alkal6ze a nervovo-
svalovej hyperexcitabilite [66, 84, 85]. Hypokapnia sa vSak
nedostava k norme ani po vymiznuti vzdychov, ¢o zjavne
poukazuje aj na istil poruchu chemoreflexnej kontroly [1,
2,51, 59, 85]. Existuje predpoklad, Ze prehibené dychy nie
su nejakym doprovodnym javom, ale inherentnou sucas-
tou tychto prejavov [1, 2,47, 48, 50, 85].

Arousal a stresovd odpoved’

Ako ukazali viaceré starsSie ale aj posledné prace osobi-
té miesto pri spustani prehibenych dychov mdze mat lim-
bicky systém a hypotalamus s pocetnymi descendentnymi
polysynaptickymi drahami do hornej casti (periakve-
duktalna siva hmota) a dolnej casti (katecholaminergné a
serotoninergné jadra) mozgového kmena a do miechy, kto-
ré su sucastou nervovych eferentnych drah stresu vratane
antinociceptivnej a obrannej motorickej odpovede - boj
alebo utek [1, 2, 80, 84]. Glogowska a spol. [24] medzi pr-
vymi vyslovili nepriamo my$lienku, e prehibené dychy pri
hypoxickom ataku mézu byt respira¢nym korelatom akti-
vacie - arousal - aktiva¢ného stavu v mozgu.

Vzdychy resp. prehibené dychy sa &asto vytvaraji po-
Cas fazovych biickych prechodov - z bdelosti do spanku
alebo naopak [22, 43, 60]. U dojciat sa reakcia arousal cas-
to za¢ina prehibenymi dychmi, po ktorych nasleduje otvo-
renie o¢i a zmena polohy hlavy v kontexte orienta¢nych
reakcii, ktoré sledujeme u cicavcov [38, 39]. Skutoc¢nost, Ze
prehibené dychy st motorickou stiéastou komplexnej$ich
behavioralnych reakcii je priklad u spiacich dojciat. Pri po-
lohe na bruchu so zanorenou tvarou dochadza logicky k is-
tej akumulacii COz a zniZeniu prijmu Oz2. Hyperkapnicka a
hypoxicka zmena vyvolava chemoreflexne a mechanoref-
lexne zmenu od eupnoe k prehibenym dychom, aktivita
ktorych sprevadza reakciu arousal a automatické otacanie
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Vedecké prace in extenso

Vyvoj prehibenych dychov poéas epizédy perakttnej hypoxie -
kvantitativna analyza
Roman Benacka®
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Prdca kvantifikuje vyskyt, ¢asovil distribiiciu a zmeny parametrov dychového vzorupocas tzv. prehlbenych dychov (S, sighs)
vyvolanych epizédou anoxickej hypoxie. Tieto mimorytmické prejavy su charakteristické v zdznamoch prietokovych zmien a in-
tegrovanej inspiracnej muskuldrnej aktivite rychlym a tsecnym spazmodickym inspiriom avybojom v inspiracnych jednotkdch,
ktory je superponovany za vrcholovi cast predchddzajiicej rytmického inspiria (11 stddiumjrozsirujic tak cely dych a tvoriac
suplementdrne neskoré Stddium inspiria (12 $tddium). Frekvencia S v rdmci sledovanych epizéd hypoxie narastd s dizkou trvania
hypoxickej expozicie a kulminuje tesne pred zdnikom rytmickej respirdcie. Maximdlnu amplitiidu dosahovali S v druhej polovici
hypoxickej epizody (70%-interval), konzistentne s maximami fdzickej aktivity.. Periodicky vyskyt solitdrnych amplitidovo tak-
merinvariantnych prehlbenych dychov je pritomny len v malom pocte.Typicky je kumulativny vyskyt postupnych alterdcif v 12-
$tddiu a inspiracno-exspiracnom prechode az do spustenia prehlbeného dychu..Pocas hypoxickej expozicie sa meni intenzita
i trvanie suplementdrnej aktivity v I12-fdze S. Prdca diskutuje tieto ndlezy v kontexte stidobého ndhl'adu o tvorbe prehlbenych dy-
chov ako alternativneho respiracného vzoru generovaného priamo v centre respiracného rytmu v pre-Bétzingerovej oblasti.

Klicové slovd: perakiitna hypoxia, poikilokapnia, prehlbeny dych, vzdych, dychovy vzor, respiracné dysrytmie, dychacie svaly

Keywords: peracute hypoxia, poikilocapnia, augmented breath, sigh, breathing pattern, respiratory dysrrhythmias, respiratory

muscles

Uvod

U cicavcov je eupnoicky dychovy vzor zloZeny z dvoch
vzajomne sa striedajucich ventilaénych faz (inspiria a ex-
spiria), ktoré su v neuronalnych Struktdrach mozgového
kmena kdédované v 3 neurogénnych fazach (inspirium-
post-inspirium - exspirium). preruSované spontdnnymi
tzv. prehlbenymi dychmi (deep breaths) zosinenymi dychmi
(augmented breaths) [2, 7, 21, 31], resp. vzdychmi (S, sighs)
[3, 10, 12, 29]. Tieto formy dychov obsahuju vdychové i
vydychové usilie vysokej amplitidy, po ktorom zvycajne
nasleduje zmena respiraéného vzoru - prediZenie dychov,
niekedy aj utlmenie dychania [21, 22, 26, 27].

Prehibené dychy - vzdychy (S) pozostavaji z inicidlnej
fazickej ¢asti inspiria s kvazi postupne narastajticou aktivi-
tou v inspiraénych neuromuskuldrnych jednotkach (typ
ramplike), reprezentujic tak v¢asné inspirium (I1) a dru-
hej Casti, ktora je tvorena spazmodickou inspira¢nou akti-
vitou (I2 $tddium) nasadajiicou variabilne za prietokové
maximum alebo az do terminalnej Casti prvej Casti inspi-
ria. Uvedené zmeny mozno sledovat v inspiracnych a expi-
racnych neuronalnych i motorickych jednotkach [26, 27,
31,32]. Pripisuje sa im mechanoreflexny a chemoreflexny
povod [2, 9, 10, 33]. Dlho bol tento vzor povazovany za in-
traziu gaspu (lapavy dych), ktory je superponovany na vr-
chol rytmického inspiria, ako doplnok eupnoickej ¢asti dy-
chu a obvykle bol sprevadzany zvyraznenim tzv. postinspi-
ra¢ného vyboja v inspira¢nych jednotkach [24, 27]. DneSné
nahlady prezentuji prehibeny dych ako osobity vzor, kto-
ry je generovany v bulbarnom generatore inspiracnej fa-
zickej (eupnoickej) aktivity v preBoétzingerovom komplexe

(pre-BotC) [18, 19, 30 ]. Prehibené dychy mozno pozoro-
vat’ uz pocas fetadlneho Zivota, hoci sa objavuji neskér ako
prejavy fazickej rytmickej aktivity. PoCas postnatalneho
vyvoja slizia pri podpore (adaptacii fazického dychania pri
udrziavani optimalnej vzdusnosti pluc [5, 12, 17, 29, 33].
Viacero prac popisalo aj zmeny ktoré vyvolavaji prehibené
dychy pri modifikacii naslednych dychov, po vagotomii, ¢i
systémovom podavani latok ovplyviujicich transmisiu
[10, 25]. Prehibené dychy moZno vyvolat za experimental-
nych podmienok, napr. rychlou inflaciou pl'ic alebo defla-
ciou, ndhlym uvoltiovanim okluzie dychacich ciest, aplika-
ciou latky P do plticneho alebo systémového obehu, vyraz-
nymi zmenami telesnej teploty, ako aj priamym zasahom
do rostralneho ventralneho bulbarneho povrchu [6,10, 22].
Casto sa objavujti pocas systémovej hypoxie rézneho typu,
hyperkarbémie, asfyxie alebo ischémie [6, 7, 9,10], teda pri
vyraznej chemickej stimulacii (overdrive) alebo drazdenim
z plicnej mechanorecepcie [2, 7, 9]. Hlavnhym funkénym
vyznamom prehibenych dychov je antiatelektaticky uci-
nok,a to aj pocas spontanneho dychania zabezpecujic ven-
tilovanie docCasne spontanne rekolabujtcich casti plic.
Vyssiu frekvenciu prehibenych dychov moZno zaznamenat
u nezrelych novorodencov, ale aj deti a dospelych pri
plicnych ochoreniach, zapaloch, edéme plic, ARDS a
pod.[8, 17, 18, 23].Vo zvySenej miere sa tieZ objavuju aj v
suvise s niektorymi behavioradlnymi zmenami, napr. pri
panike, v neuropsychofyziol6gii stresu a pod. [22,23].

Z literatury je najznamejsi epizodicky resp. periodicky
vyskyt vzdychov s tzv. refraktérnymi pauzami. Pocas
miernej a stredne tazkej hypoxie sa tento modus nemeni.
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Vyvoj prehlbenych dychov pocas epizédy perakitnej hypoxie...

Uvedend praca prekladd aj malo zndme tendencie vyvoja Material a metodika

vzdychov pocas epizédy poikilokapnickej hypoxie koncia- 5 o L )
cej preruSenim dychania. Ukazuje, Ze pocas perakutnej hy- VSeobecnd priprava Prezentované vysledkyvycha-

dzajuaz archivovanychudajov a spracovanych tdajov z via-

poxie sa prehibené vzdychy objavuju aperiodicky, takmer
cerychexperimentalnych protokolovna modeli perakiitnej

kontinualne, vyvijaju sa z abortivnych foriem do plne vyvi-

nutého dychového vzoru. Poukazuje to na skutocnost Ze hypoxiev sillade s prisluSnymi etickymi principmi, norma-

podobne ako pri Cheyneovom -Stokesom dychovom vzore, mi pracepod dohladom a schvalenychpoverenou autori-

tou. Zaverecny subor zahriiuje 342 hypoxicky navodenych

alebo inych periodickych formach dychania ako ej tzv. )
prehlbenych dychov z pévodnych experimentalnych stadif

cluster breathing, st prehibené dychy u cicavcov pomerne g ] ) ) ]
be#nou stéastou respiratnej odpovede pri hypoxii [18]. u 13 maciek oboch pohlavi v celkovej pentobarbitalovej
Praca porovnava vyvoj Casovych i amplitidovych zmien anestézii (20-40mgkg i.p. ivod; suplementacia4-5 mg.kg:

jednotlivych ¢asti dychového cyklu a vzdychov pocas kom- tip. alebo Imgkg iv. za hodinu v) s vyuZitim lokalne]

- ) ) P 100/
penzacnej hyperventiladcie. Poukazuje na skutoCnost, Ze anestézie podla potreby (1-2 ml mezokainu, 3 - 10%;),

. . 1z . . . . s normalnou teplotou (Tt 36-67°C v rekte) adychajtcich
tieto mimorytmické prejavy reagujui na hypoxiu konzis- . ) )
tentne s fazickou castou dychov, o méze naznacovat, Ze spontanne (FiOz ~ 21%) endotrachedlnou kanylou v tra-

cheotomickej incizii.

na ich vzniku sa podiel'aji podobné mechanizmy, ako pri . o )
Specidlne registrdcie.Prezentované prietokové data

genéze fazickej - eupnoickej rymickej zlozky dychov, na ¢o
o Lo . . boli namerané vysoko senzitivnou pneumotachografickou
poukazuju viaceré prace z posledného obdobia [20].

hlavicou (Lillyho typ; dynamicky odpor ~ 30 Pa; mrftvy

priestor <3 cm3; linearny vystup do 7 l.min-1) pripojenou k
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Obrdzok 1 Kontinudlny zdznam prehibenych dychov poéas epizédy perakiitnej anoxickej hypoxie. V nativnom i v integro-
vanom zdzname EMG exspiracnych interkostdlnych svalov 9-teho medzirebria (EMG a iEMG EIC9) si moZno vSimniit, Ze pri in-
tenzivnej inspiracnej odpovedi (V, trachedlny prietok vzduchu) dochddza k jej iitlmu a pévodne fazickd aktivita, sa rozmelni do
solitdrnych vybojov. Skr. A, zaliatok apnoe; EMG DIA, iIEMG DIA, nativna a integrovand elektromyografickd aktivita brdnice;S,
prehlbeny dych(sigh); V, trachedlny prietok vzduchu. HorizontdIna ¢iara oznaéuje trvanie poikilokapnickej hypoxickej expozicie
(FiO2< 5%).
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Obrdzok 2 Dvojfdazovd respiracnd a kardiovaskuldrna odpoved’ pocas hypoxickej epizody. Abscisa: parametre mintitovej
ventildcie (Ve)a vel'kost dychového objemu (TV) (vlavo a vpravo hore), frekvencie srdca (HR) a stredného arteridlneho tlaku kr-
Vi(MAP)(vlavo a vpravo dole) v normalizovanom intervalovom zobrazeni pocas hypoxickych epizéd (n= 19) (ordindta): Skr.:

Start, Control, zadiatok hypoxie, kontrolné ddta; Apnoe, ukoncenie expozicie. Udaje sti M+SD z 3-4 dychov (horné panely) alebo 5

vzoriek (dolné panely) bezprostredne pred koncom prislusného intervalu. Porovndvané sukcesivne intervaly: pocet symbolov

zodpovedd P<0,05, P<0,01, P<0,001. NS, nesignifikantné.

pneumotachografu (PTG). Z vydychového segmentu hlavi-
ce sa odoberali vzorky pre meranie PerO2 a PerCO2. Hypo-
xia bola navodena vdychovanim Nzobtekajuceho PTG hla-
vicu (~ 1-3 Lmin-1; vystupny tlak<5 Pa) Dynamické prieto-
ky a tlaky pocas hypoxickej hyperventilacie dosahovali 3-9
l.min-1 a 30-170 Pa, takZe arteficidlny metodicky bias bol
minimalizovany. U vybranych objektov (n=6)v pouZitom-
subore bola katétrizovana femoralna tepna (meranie arte-
rialneho tlaku krvi, TK; resp. vypocet stredného tlaku krvi
MAP), event. femoralna Zila (supl. anestetika resp. aplika-
cial0 ml 10% glukézy resp. 6 % dextran v izotonickom
roztoku podla potreby).

V praci su prezentované simultinne zdznamy elektro-
myografickej (EMG) aktivity (n=6 subjektov) kostalnejbra-
nice (DIA), inspira¢nych (IIC; medzirebrieT4-6) event. ex-
spira¢nych (EIC; T7-9) interkostalnych svalov registrované
implantovatelnymi bipolarnymi metalickymi elektrédami
(Ag alebo Pt) izolovanymi teflonom (&§0,5 -1 mm, vzdiale-
nost’ pélov 4-7 mm). Nativna aktivita bola predzosilnena,
zosilnen3, filtrovana pasmovym filtrom, jednosmerne pre-
klopena a integrovana (¢as. konst. 70-100 ms).

Protokol a zaznamy dat.U kazdého subjektu, ktorého
data boli pouzité, boli vykonané 3-4 poikilokapnické hypo-
xické testy (FIO2< 5 %). K obnoveniu dychania do kontrol-
ného stavu po utlme dochadzalo spontanne event. riade-
nou podpornou ventilaciou (150-500 Pa; inspirium 0,7 -1
s, exspirium 1-1,4 s) s pouzitim 80-100% Oz (6 l.min-1). U
kazdého subjektu boli archivované nativne alebo AD-
vzorkované data: PTG, EMG, TK, EKG pre off-line analyzu.
Pre vizudlnu kontrolu boli on-line registrované (termocit-
livy zapisovac) trachedlny prietok vzduchu, PerOz a PerCO2,
systémovy arteridlny tlak (TK), volitelne EMG branice
(DIA) alebo inspiracnych a exspiracnych interkostal-
nychsvalov a EKG (1I. zvod),

Hodnotenie. Pre zhodnotenie vyskytu a vyvoja prehi-
benych dychov a ich maximalnej a minimalnej intenzity,
bola di#ka hypoxickej epizédy vyjadrena éasom [s] & poé-
tom dychov normalizovanad do relativnej datovej Skaly
(dfzka hypoxie v rozsahu 0-100 %; resp. 0-1). Podobne, bo-
li normalizované aj parametre PTG- zdznamu: ¢asové pa-
rametre TI aTE [s] (trvanie inspiria a exspiria), prietokové
parametre PIF a PEF [ml/s-1|(maxim. prietoky pocas in-
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spiria a exspiria) a odvodené hod-
noty. Umoznilo to analyzovat celd
epizodu respiracnej odpovede az
do vzniku apnoe ako jeden Speci-
ficky dej a porovnat tendenciu ich

PEF1

} PEF

<o

vyvoja na rozdiel od beZnych me-
toéd skiimajucich len vybrané use-
ky pocas epizédy. Data integrova-
nej EMG aktivity boli normalizo-

vané podla arbitralnej Skaly. Pre
Statistické porovnania bol pouzité
Wilcoxon-Mann-Whitneyho test.
Vysledky st prezentované ako
M+SEM,
inak.Rozdiely sa povazovali za vy- 50
znamné ak P<0,05 (Statistica, w
StatsoftInc.).

EMG
DIA

ak nie je uvedené

Vysledky

APIF2

W“ A

| piF

PIF2

Tl TE

Int
DIA

50
15 ml.s

100
a.u.

1s

Celkovd ventilaénd a cirku- L Ll
la¢nd odpoved'. Hypoxicka expo-

11 12 Pl

E2 11 12 Pl E2

zicia vyvolala bezprostrednu hy-

EMG DIA Tl (s)

TH (s) TI2 (s) TE (s) Pl (s) TE2 (s)

perventila¢nii(evidentnti v PTG i ND (n=42)

1,19£0,12

0,22+0,06 1,34£0,13

1,560,09

v EMG zdznamoch)i cirkula¢nd re- S (n=32)

1,610,13 x**

1,124¢0,13 | 0,42+0,11"** | 1,69+0,13x | 0,374#0,09 xx | 1,32%0,15

akciu (Obr. 1 a2) ukoncenu na-

stupom apnoe. Respiracna odpo-
ved' trvala v celom sibore v 868
s a zahfnala 25 + 4 dychovych cyk-
lov (n=38, MtSD). Hypoxia bola
spustacim faktorom mimofazic-
kych prejavov vo forme intrizii
spazmodickej inspiracnej aktivity
v neskorej Casti fazického inspiria,
ktoré prehlbuju a predlzuju inspi-
rium vo formy analyzovanych tzv.
prehibenych dychov (S, sighs) (n=
342). Prudké inspirium pocas pre-
hibenych dychov bolo v PTG za-
znamoch nasledované zosilnenou odpovedou (zakmitom)
v uvode exspiria. Tento jav je sposobeny jednak spatnym
narazom vzduchu z dychacich ciest pltcnou elasticitou,
ale,ako mozno sledovat’ aj na obr. 1 v istej miere aj slabSou
ale detekovatelnou aktivitou expira¢nych svaloch (Obr.
1).Pocas poikokapnickej hypoxickej hyperventilacnej reak-
cie dochadza k utlmu fazickej exspiracnej aktivity, k comu
prispieva aj vyskyt prehibenych dychov. (Obr. 1)
Pociatotna stimulaénd fdza respiratnej odpovede na
hypoxiu sa vyznacovala narastajicou kompenzacnou hy-
perventilaciou(Obr. 2 hore) s progresivnym zvySovanim
prietokovych amplitad. Nasledujica inhibi¢nd fdza sa pre-
javovalaredukciou aktivacie alebo utlmom respiracnej od-
povede pod kontrolnu droven, ktoré bola ukoncend apnoe.
Hyperpnoické tsilie kulminovalo medzi 60 - 80-tym per-
centilom (~ 70%) trvania hypoxickej epizédy, ¢o poukazu-
je na skutocnost, Ze utlm respiracnej stimulacie nevznikol
nahle aZ pri apnoe(Obr. 2). Hyperventila¢na odpoved bola

Obrdzok 3 Typicky zdznam tzv. prehlbeného dychu (sigh). Vlavo hore, penumotacho-
grafikcy zdznam (PTG) s parametrami; vpravo hore - superponované zdznamy normdlne-
ho dychu (ND) a prehlbeného dychu (S). PEF1 vyznacuje maximdlny exspiracny prietok po
prehlbenom dychu Vlavo a vpravo dole - EMG krurdlnej brdnice (EMG DIA) so superpono-
vanpu prietokovou krivkou a-superponované zdznamy integrovanej EMG aktivity DIA (In-
tDIA) pri normdlnom (hrubo) a prehlbeného dychu (tenkd linia). Vo ventilacnom i neuro-
motorickom vystupe pocas vzdychu su pritomné 2 odlisné useky - I1 stddium (eupnoicky
inspiracny vyboj) a 12 Stddium (augmentacnd gaspu-podobnd inspiracnd aktivita). Pocas
exspiria dochddza k zosilneniu post-inspiracného vyboja (PI fdza). Aktivita so zostupnym
vzorom svahu je nasledované titimom EMG DIA pocas aktivneho exspiria (faza E2, neskoré
exspirium). Skr. PIF, PEF, vrcholovy inspiracny a exspiracny prietok; TI, TE trvanie inspiria
a exspiria. Ddta uvedené v tabul'’ke st M+SEM.

typicky sprevadzand stimulacnou cirkulacnou reakciou,
naco poukazuje ndrast arteridlneho tlaku krvi a srdcovej
frekvencies maximami posunutymi oproti ventilacii do 80-
teho percentilu hypoxie (oproti kontrole narast 1,3-krat a
1,5-krat, P < 0,001). K vyznamnému poklesu doslo az ne-
skor po nastupu apnoe (Obr. 2 dole) - tzn. cirkula¢nd od-
poved sa oneskorovala a pretrvavala i bez ventilacnej re-
akcie. Tento nalez poukazuje na isti regula¢nu respiracno-

Formy DIA 11C4 EIC9
dychov a.j. a.j. a.j.
ND 110+4,7 11245,4 95+4,1
S 372,4+9,9 xx | 436,3+,10,7 xxx | 67,4+4,2X

Tabul'ka. 2 Amplitida maximdlnej dosiahnutej neu-
romuskuldrnej aktivity. Ddta si uvedené ako M*SEM.
Normdlne dychy (ND) (n=42) vs. prehlbené dychy (S)
(n=32)cca v 50- 60% dizky trvania anoxickej epizédy. x,
P<0,05; xx P<0,01; xxx, P<0,005.
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Parameter Normalne dychy Prehibené dychy bre znamu aj z inych Stadii.

(n=93) (n=59) Charakteristiky prehlbenych dychov. V zazname tra-
VT(ml) 53,726 87,6 * 4,6xx cheélneho prietoku a tiez v nativnom a integrovanom EMG
PIF 11 (ml.s™") 48,7+3,1 52,3%5,3 inspira¢nych jednotiek moZno rozlidit 2 $tadia, resp.. fazy
PIF 12 (ml.s") . 18746,3+++ inspiria (Obr. 3): skoré stddium (Stddium I1) s postupne

PEF E2 (ml.s™) 71,4438 65,2+4,7 LT - .
) 1214009 168£0,13% narastajicou inspiracnou aktivitou (tzv. ramp-like) a ne-
TE (s) 142:011 1,82+0, 14xx skoré studium($tadium I12) so salvou vybojovinspiracnej
TTOT(s) 2,64%0,10 3,54+0,12xx aktivity vysokej amplitidy podobnej gaspu. V EMG tato
VTI/TI (ml.sY) 38.9+28 50,2+2,2xx mimofazicka aktivita nasleduje za predoslym fazickym vy-
VTE/TE (ml.s%) 35,2+1,8 42,142,9x bojom (I1); v PTG nasada ako vysokoamplitidové rozsire-
TI/TTOT 0,46+0,02 0,51+0,01 nie za ploch$im prietokovym maximom(PIF) riadneho in-

spiria (Obr. 3).Trvanie TI1 pocas S sa vyznamne neodliSu-
je od dizky trvania fazickych dychov (TI) v EMG (Obr. 3) a
podobné vysledky mozno sledovat aj v PTG (tab.1; TI1 vs.

Tabul'ka. 1. Charakteristika ventilometrickych ddt pri
prehlbenych dychoch. M+SEM. Kontrola (pred epizédou
hypoxie) vs. prehlbené dychy (cca v 50- 60% dizky trvania
hypoxickej epizédy. x, P<0,05; xx P<0,01; xxx, P<0,005; Po-
rovnanie medzi PIF1 a. PIF2, +++, P<0,001. (napr. DIA) pocas S je vyrazne vacSia ako pocas ND (P <

0,001) (Tab.2), v ndslednom exspiriu je intenzita vybojov v

EIC T9 signifikantne niZ$ia u S ako pri ND (P< 0,05). Trva-

TI). Maximalna amplitida iEMG v inspiracnych svaloch

cirkula¢nu dichotémiu v reakcii na perakdtnu hypoxiu, do-
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Obrdzok 4. Vyskyt a inspiracné parametre prehlbenych dychov - vzdychov (S) po¢as normokapnickej perakiitnej hypo-
xie (Fi02<5%). Horny panel vlavo ukazuje kumulativny graf vyskytu prehlbenych dychov. Trvanie hyperventilainej epizédy (v
sek.) bolo u vSetkych zdznamov (n = 32) kvéli porovnaniu normalizované (10%-né intervaly). Na dalSich paneloch su 3D grafy
zobrazujice frekvencné krivky dosiahnutého maxima pre PIF2 (vrcholového inspiracného prietoku pocas augmentdcie), APIF2
(prietokového interceptu; rozdiel voci predchddzajiicemu maximu fdzickej casti inspiria (PIF1) a maxim trvania (TI2) inspirac-
nej augmentdcie AB (n = 342) normalizované v $kdle 0-1 (ordindta); Abscisa: normalizované intervaly trvania inspiria (0-
100%). Popisné Statistické premenné: Me, medidn (hrubd Ciara); M, priemer (Ciarkovane), Q25-075, horny a dolny kvartil a hor-
ny CL(U) a dolny CL(L) hornd a dolnd limita konfidenc¢ného intervalu pre medidn. x, P < 0,05, xx, P<0.01 xxx, P<0.005 v porovnani{
s priemermi predchddzajiiceho intervalu.
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nie exspiracnej (TE) fazy v iEMG pocas S je mierne. dlhSie
ako uND (P<0,05). Deje sa to na ukor prediZenia post-
inspira¢ného vyboja PI v EMG branice a IIC T4 (Obr. 3).

Podobné korelaty platia v PTG zaznamoch. Celkové tr-
vanie dychov (Ttot), trvanie inspiria (TI) ako aj exspiria
(TE) st signifikantne dlhsSie pocas S oproti ND ( Obr.3., Tab.
1)(P<0,01).Vyrazne vyssi u S je dosiahnuty objem dychov
(V1), maximalny inspira¢ny prietok (PIF2) a podobne aj
tzv. inspiratny a exspira¢ny ,drive“ (VTI/TI; VTE/TE)
(Tab. 1)

Pocas sledovanych epizdéd hypoxie (n=38) u 13 subjek-
tov bolo analyzovanych 342 S (Obr. 3). Ich vyskyt a variro-
val od 3 - 13 S pocas 1 epizddy (normalizovane 2-8 S pocas
10 sukcesivnych dychov).Poéet prehibenych dychov potas
perakutnej hypoxie stipa takmer exponencialne (Obr. 4;
vl'avo hore). Dalsi mensi vrchol bol najdeny priblizne v po-

lovici hypoxickej expozicie. Najkonciznej$Sim nalezom bol
vyvoj hodno6t vrcholového inspiracného prietoku (PIFI2). V
prevaznej vacSine pripadov dosahuje maximalne hodnoty
v zavere hypoxie (70-100 percentil), pricom ku koncu hy-
poxickej epizddy sa zniZuje aj ich variabilita. (Obr. 4).
Zmeny v intenzite mimofazického vyboja, aktivity (napr.
PIF(I2)) maju prakticky rovnaky priebeh, ako maxima fa-
zického inspiria (PIF resp. PIF(I1). Vysledky pre ¢asové pa-
rametre (TI2) boli omnoho variabilnejsie. Ukazuju, Ze po-
Cas hypoxie dochddza k skrateniu trvania mimorytmickej
inspiracnej aktivity 12,najma medzi 50-70 percentilom tr-
vania hypoxie (Obr.4) Celkove v stubore, TI2 bolo vyznam-
ne dlhSie v prvej polovici trvania hyperventilacie v porov-
nani s druhou polovicou (50 - 100 %). Relativny prietoko-
vy prirastok v 12-$tadiu oproti (APIFI2) dosahoval maxi-
malne hodnoty pribliZzne v polovici trvania hypoxickej ven-
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Obrdzok 5. Exspira¢né parametre sériovo iducich prehibenych dychov (S, vzdychov) poéas epizédy poikilokapnickej
hypoxie. Horny panel vl'avo: distribicia S (kumulativne data) s vyraznym vcéasnym exspira¢nym spatnym prietokovym na-
razom (n = 179). Trvanie hyperventilatnej epizédy (v sek.) bolo normalizované (10%-né intervaly) u vSetkych zdznamov (n =

38). Dal$ie panely: 3D grafy frekvenénych kriviek maxim pre PEF1 (vrcholovy exspiraény prietok (PEF = PIF1) potas spatné-

ho vzduchového narazu, jeho trvanie TE1 a APEF1 (rozdiel v maximalnom exspira¢cnom prietoku oproti maximu fazickej Casti

exspiria (E2).0rdindta: maximalna intenzita (normalizované).Abscisa: trvanie hypoxickej epizédy (normalizované; 0-100%).

Popisné statistické idaje: Me, median (hrubd ¢iara); M, priemer (¢iarkovane), Q25-075, horny a dolny kvartil a horny CL(U) a
dolny CL(L) horné a dolnd limita konfiden¢ného intervalu pre median. x, P < 0,05, xx, P<0.01 xxx, P<0.005 v porovnani s

priemermi predchadzajuceho intervalu.
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Obrdzok 6 Vyvoj prehibenych dychov (S) a dychovych atypii pri perakiitnejhypoxii.
Panel A: vyskyt samostatnych vzdychov (S) s absoliitnou refrakteritou (RP) pocas miernej
hypoxie B: hypoxicky ,vyvoj“ prehlbenych dychov cez rad prehlbujiicich sa poriich na inspi-
ro-exspiracnom prechode (Sipky) nasledovany absoliitnou (ARP) a relativnou refrakternou
fdzou (RRP). Panel C: Akumuldcia zmien dych po dychu v neskorom inspiriu konc¢ia v dub-
letoch s ndslednym resetom. Panel D: Takmer kontinudlny priebeh prehibenych dychov.

tila¢nej odpovede (interval 30 - 50 %). Data na konci hy-
poxie st podobné, ako na zaciatku, menej konzistentné ako
pri PIFI2, viacvariabilnejsie, menej konzistentné ako pri
parametri PIF2. Ku koncu hypoxickej epizédy sa sibezne
s PIF2 vyrazne zvySovali aj maxima fazickej Casti hyper-
ventila¢ného Usilia (tzn. PIF resp. PIF1).Naviac 12 $tddium Diskusia
S nenasadalo na koniec, ale uz za vrcholom fizického in-
spiria (67% S v interval 70-90 percentilu), ¢o sa odraza na
zmenSen{ parametraAPIF2.

Maximalny exspira¢ny prietok pocas S sa registroval na
zaciatku E fazy (PEF1) a pocas vyrazného exspiracného
zakmitu v PTG (Obr. 2). V tomto Case, tesne pred nastupom
zostupného post-inspiracného vyboja v EMG Dia (Obr.3
dole,)sa objavovali osamotené salvy aktivity v EMG za-
zname exspiracnych jednotiek (EIC T9), avSak hypoxia
viedla celkove k inhibicii exspiracnej fazickej aktivity. Je
teda zrejmé, Ze mimo pasivneho navratu daného elastici-
tou pl'ic je v pozadi tohto forsirovaného vykyvu prietoko-
vych zmien aj svalova aktivita. Prietokové maxima PEF1 aj
jeho trvanie (TE1) (Obr. 5) vykazuju vysSiu variabilitu.Ich
hodnota narasta smerom ku koncu hypoxie (60-90 percen-
til trvania). Tendencia vyvoja parametra APEF1 - tzn. ex-
spiracného PTG zakmitu pred nastupom fazického exspi-
ria, je vel'mi podobna ako u parametra PIF2 (Obr. 4 vs. Obr.
5). Maxima dosahuje tento parameter medzi 70 - 90 % tr-
vania hypoxie (P<0,01). Sumarne, di¥ka trvania TI2 a
APIF2 dosahuje maxima v prvej polovici hyperventilacie;
vSetky d’alSie v druhej polovici. V druhej polovici hypoxic-
kej expozicie sa so zvySujicou frekvenciou vzdychov a cel-
kovym skratenim trvania inspiria skracuje i trvanie 12 fazy

vzdychov (TI2, panel dole vpravo)
(P<0,05).

Vyvoj prehlbenych dychov

Periodicky vyskyt vzdychov a
oscilacnych dychov(Obr. 6A) je ty-
picky pre spontidnne dychanie-
tzn. samostatne sa vyskytujtce S,
ktoré st oddelené rézne dlhou a
pravidelnou periédou (15-58 s).
pri miernej hypoxii. Pri perakitnej
hypoxii je zriedkavejsi (3 testy;
~15,5% testov ; 5-6 S na 21+2 dy-
chov). Periéda medzi vzdychmi sa
skracuje a pocet vzdychov narasta
v priebehu hypoxie v priemere asi
1,6 krat (P<0,05)

Postupny vyvoj prehibenych dy-
chov (Obr. 6B, C) je charakterizo-
vany alteraciami v neskorej Casti
inspiria a inspiracno - expiracnom
prechode, ktoré kulminuju vyvo-
jom prehibenych dychov (15 tes-
tov; 38,5%).S postupom hypoxie
sa zvySuje frekvencia i amplitida.

Kontinudlny vyskyt prehlbe-
nych dychov (Obr. 6D)bol najcas-
tejSim nalezom pocas perakutnej

hypoxie (20 testov; 53%). Nevykazuje refrakteritu. Prehi-
bené dychy, ktorych amplitida sa zvySuje s postupom hy-
poxie st oddelené 1-2 fazickymi dychmi.

Perakutna anoxickd hypoxia vedie k zavaznym poru-
cham rytmogenézy, pri ktorych sa objavuji celkom atypic-
ké dychové formy so zmenami v Struktire inspiracnej fa-
zickej aktivity, najma v jej terminalnej Casti - v inspiracno-
exspiratnom prechode.Tato Cast respiracného cyklu je
mimoriadne fragilnd anachylnd na rézne intruzie, napr.
reflexné prejavy pri impulznej elektrickej alebo tlakovej
stimulacii v nazofaryngu a orofaryngu(aspiracny reflex).
Napr. pri kontinualnej elektrickej alebo tlakovej impulznej
stimulécii je prave 12 faza najsusceptibilnejSia na roézne
mimorytmické intrtzie (Obr. 6C).Tieto zmeny modZeme
najlepsie sledovat' v citlivom zazname endotrachealneho
prietoku vzduchu s citlivou odporovou hlavicou, nakol’ko
vo vybojom vzore n. phrenicus alebo branice ich mozno
I'ahko prehliadnut. St tieZ dobre detekovatelné na nativ-
nych resp. integrovanych zaznamoch svalovej aktivity s
nizkou ¢asovou konstantou (priblizne 0,4-0,7).

Typicky periodicky vyskyt solitarnych vzdychov pocas
hypoxie je dobre zndmy [2,10, 21, 22]. Rytmicita ich vysky-
tu sa popisujenielen v kontexte istého akumulativneho a
refraktérneho mechanizmu aky mézeme pozorovat napr. u
periodickych foriem dychania (cluster breathing, Cheyne-
ho - Stokesove dychanie atd.) ale aj u inych rytmickych
neuronalnych procesov. Praca ukazuje, Ze pri intenzivnej-
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Obradzok 7. Konzistentny vyskyt maxim vo fdzickej
(PIF1) i mimofadzickej casti inspiria (PIF2) vo vybranych
zdznamoch tzv. prehibenych dychov pri akiitnej hypoxii.

$ej chemickej stimulacii sa prehibené dychy objavuju s
vysSou frekvenciou i amplitidou, s menej pravidelné a
vyvijaja sa prakticky kontinudlne dych po dychu. Extrém-
nejSie podmienky demaskuji mechanizmus pri periodiza-
cii S vo forme stupnujucich sa portuch. Podobné javy, skra-
covanie periody, vyskyt v paroch ¢i hniezdach ako aj iné
dysrytmické atypie st zname aj pocas spanku.Prehibené
dychy sa akumuluji nezriedka pred vznikom spankového
apnoe alebo po obnoveni dychania [3, 16]. Akumulacia
S do ,hniezd“ sa objavuje aj u novorodencovnajmi pocas
ventilatnych manévrov, zahfnajuc mnozstvo chemo - a
mechanoreceptivnych podnetov[12, 17]. Ako ukazala aj ta-
to praca prehibené dychy nepredstavujii amplitidovo i tr-
vanim invariantné formy dychov. Zmenami frekvencie i
parametrov arytmicka ¢ast’ 12 prehibenych dychov reaguje
na zmeny chemickej stimuldcie (pokles Oz a event narast
CO02) na ¢o poukazali aj niektoré predoslé [7, 8,9, 10, 11].
Prezentované data ukazuju, ze fazicka cast hyperpnoické-
ho usilia (dychova amplitida) nekulminuje za zaver tesne
pred ukoncenim dychania ale priblizne v 3/4 trvania tejto
epizdédy (tzn. 75% trvania predapnoickej fazy) (Obr. 2).
Podobne prehibené dychy, ich 12 zloZka narastom intenzity
postupne graduje (PIF2 na obr. 4) do 70-80 % trvania hy-
poxickej epizoédy. To naznacuje, Ze 12 reaguje na chemicky
,drive” podobnou odpovedou ako fazicka cast dychu, teda
kvantitativnou modulaciou, nie odpovedou typu ,vSetko
alebo ni¢“, ako by sme napr. mohli usudzovat pri gaspe
(lapavom dychu) (Obr. 1). Poukazuje to, popri vSetkych od-
liSnostiach v tvare inspira¢ného vyboja (I1 a I2 $tddium S).
na istd regulacnud spriahnutost medzi Struktirami zodpo-
vedajucimi za tvorbu S a eupnoicku aktivitu pri reakcii na
chemické inzulty. Dobre to ilustruju priemery maxim I1 a
12 aktivity na obr. 7, vybrané z 20 testov s kontinualnym
vyvojom prehibenych dychov.

Pocet prehibenych dychov aich intenzita narasta

s priebehom hypoxickej expozicie (Obr. 4 a Obr. 5 vlavo
hore).Tento efekt je pomerne konzistentny a s malou va-
riabilitou v celej vzorke. Amplitida 12- $tadia prehibe-
nychdychov (Obr.4; PIFI2) kulminuje pocas hypoxickej ex-
pozicie koherentne s maximami fazickej aktivity (Obr. 7
PIF1vs. PIF2) - tzn. v 70 - 75 % tseku trvania hypoxie. Tr-
vanie dychovych faz i trvanie prehibenych dychov je v pr-
vej Casti hyperventilacnej odpovede vzdy variabilnejsie,
o to viac potas exspiria. Prechodné prediZenie TI2je nasle-
dované vzdy skratenimtrvania (Obr. 4 T2; 60-80-ty per-
centil);pricom TE1ma esovity priebeh. Maxima PEF1 vyka-
zuji menej konzistentny narast ako PIF2 (Obr. 4 a Obr.5).

Praca neanalyzovala detailne zmeny prejavy v neuro-
muskularnych jednotkach; uvedené zaznamy DIA resp. IIS
T4 sluzia skor pre ozrejmenie PTG. Popisané dve odlisné
zlozky aktivity pocas inspiria (I1 a I2) akcentovana postin-
spira¢na aktivita iinhibicia exspiracnej aktivitysu konzis-
tentné svysledkami inych autorov [11, 13, 31, 32].

K problematike prehibenych dychov a ich mechaniz-
mov sa objavilo za posledné2-3 dekady viacero klinickych i
neurofyziologickych Studif. Existuji detailnejSie data ale
mechanizmus tvorby hlbokych dychov nie je ani po polsto-
ro¢i popisov uplne detailne zndmy [21,30]. Dlhy cas je
znamy antiatelektaticky Géinok prehibenych dyhov stvi-
siaci s periférnou chemorecepciou ( hypoxia) a mechano-
recepciou z plic (rychlo sa adaptujice receptory). Pred-
pokladalo sa tiez, Ze vzhl'adom k typu vyboja moze ist osu-
perponovany gasp, avsak ablacia preBotzingerovej oblasti
(preBotC) vyraduje gasp, ale nie prehibené dychy [19, 24].
Podla stidobych konceptov sa eupnoieckédychy ako aj
prehibené dychy (S) vytvaraju v dychovom(inspiraénom)
centre v preBotzingerovom komplexe v rostralnej ventro-
lateralnej Zasti prediZenej miechy (RVLM), a to zmenami
synaptickych vstupov a zmenami vnitornych membrano-
vych vlastnosti u rovnakych neuronov [14, 15, 16, 19, 20,
29] alebo interakciou medzi spriahnutymi subpopulaciami
osobitych neurénov pre eupnoe a prehibené dychy [4, 30].
Typicky vzor prehibenych dychov s augmentaénou 12 fa-
zou mozno vidiet aj na izolovanych ex vivo preparatoch,
resp. rytmickych rezoch zahriajucich oblast preBotC a
d’alSie neurondlne skupiny v rostralnej ventrolateralnej
¢asti predizenej miechy (RVLM) [18, 20,29, 30]. Je zname,
Ze aktivita preBotC je modulovana synapticky z periakve-
duktalnej sivej hmoty a vyssich centier (hypofyza, hipo-
kampus, limbické okruhy), ¢o vedie k zmenam respiracné-
ho vzoru, napr. pri réznych behaviordlnych stavoch, pri
afektivnych reakciach, strachu, panike, reakcii ohrozenia a
pod.[18]. Sudiac podla participujicich neuronalnych
Struktdr, moze ist o obdobu, ¢i sucast komplexnejSieho
protektivneho behavioradlneho mechanizmu (antistresové-
ho -antinociceptivneho systému), ktory sa uplatiiuje pri
roznych modalitach ohrozenia a vedie k zvySenej vzrusi-
vosti v neuraxis - arousal, na ¢o poukazovali uz predoslé
[25, 28]a aj posledné prace [1, 18, 23].

Summary

The work quantifies the occurrence, time distribution and
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alterations in the breathing pattern of the respiratory
dysrhythmia during so called augmented breaths (S, sighs)
induced by an episode of anoxic hypoxia. These extra rhyth-
mical manifestations are defined in flow changes and inte-
grated inspiratory muscular activity by rapid and spasmodic
inspiria caused by discharge in inspiratory units that is su-
perimposed beyond the top of the preceding rhythmic inspi-
ration phase expanding the entire breath). Frequency of sigs
within monitored episodes of hypoxia increased with the du-
ration of hypoxic exposure and culminates just before the
onset of apnoea. The maximum amplitude of sigs was
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V tejto prdci bolo u pacientov s triple negativnym karcinémom prsnika (TNBC) a kontrolnej skupiny identifikovanych 778

proteinov, pricom 23 z nich vykazovalo signifikantné rozdiely medzi porovndvanymi skupinami. Niektoré z tychto proteinov, ako

napriklad DJ-1, APE1 a Septin-9, boli vyznamne down-regulované u pacientok s TNBC. Tieto zistenia poskytuji nové informdcie

o imunitnej odpovedi CD4 T-lymfocytov na pritomnost’ TNBC v tele pacientok a naznacuju ich potencidl slizit' ako biomarkery

pri diagnostike a progndze tohto ochorenia. Na detailnejSie urcenie proteému CD4 lymfocytov a validdciu tychto vysledkov je

vs s

potrebny d'alsi vyskum a taktieZ porovnanie s d'alSimi analytickymi metédami.
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Uvod

Triple negativny karciném prsnika (Triple-negative
breast cancer (TNBC)) je agresivny podtyp rakoviny
prsnika, ktorému chyba expresia estrogénového receptora
(ER), progesterénového receptora (PR) a receptora
I'udského epidermalneho rastového faktora 2 (HER2), a
preto nereaguje na hormondalnu a na anti HER-2 liecbu.
Zhruba 70 % karcinémov prsnika vyvijajicich sa u nosi¢ov
mutacie BRCA1 a23 % karcinémov prsnika u nosicov
BRCA2 vykazuje trojity negativny fenotyp. TNBC
predstavuje 10-20 % invazivnych karcinémov prsnika [32]
a zahfna 4 tumor S$pecifické podtypy (basal-likel (BL1),
basal-like2 (BL2), mesenchymal stem-like (MSL) a luminal
androgen receptor (LAR)) [22]. Nadory TNBC su
charakteristické agresivnym spravanim s tendenciou
k skorému relapsu a metastatickému Sireniu do pluc,
peCene a centralneho nervového systému, ako aj k hor-
Siemu prezivaniu. Pri diagnéze sa u pacientok zvycajne
vyskytuju Kklinicky pozitivne axildrne lymfatické uzliny,
vacsia vel'kost primarneho nadoru, nizsi Nottinghamsky
prognosticky index, vypocitany pomocou patologickych
kritérif a pouZity na urcenie prognézy po operdacii rakoviny
prsnika [10]. Nadorova heterogenita TNBC bola Siroko
oznacena za dovod rdznych klinickych vysledkov s roznymi
mierami odozvy bud na tradi¢nt liecbu alebo na nové
cielené terapie, €o casto viedlo krozdielnym c¢asom
preZivania [3,34].

Mononuklearne bunky periférnej krvi (peripheral blood
mononuclear cells (PBMC)) pozostdvaju prevazne
z lymfocytov (70-90 %), ako su T-lymfocyty CD4 (helper T-
lymfocyty) a CD8 (cytotoxické T-lymfocyty) [20]. Lymfocyty
predstavuju  hlavné typy leukocytov v  bunkami

sprostredkovanej imunite a hraji ustrednu tlohu
v imunitnych odpovediach stvisiacich s nadormi [5, 33].
Niekol'ko $tudii uvadza zmeny v expresii CD4 a CD8 T-
lymfocytov a pomeru CD4/CD8 v periférnej krvi pacientov
sroznymi typmi karcinémov, poukazujic na to, Ze napr.
pocty CD4 T-lymfocytov mdzu predpovedat prognézu rastu
karcindmu a mieru preZzitia pacientov [36,43]. Periférne
CD4 T-lymfocyty zohravaju kl'icovd udlohu v bunkovej
imunitnej odpovedi [40]. V kontexte TNBC mo6zZu zmeny
v protedme CD4 T-lymfocytov odrazat imunitni odpoved
voCi nadoru a mohli by potencidlne byt vyuzivané ako
biomarkery na diagnostiku, prognézu alebo reakciu
na liecbu [5].

V poslednych rokoch sa v Stidiu karcindmov stala
populdrnou proteomika, $tidium celého stiboru proteinov
exprimovanych v bunke, tkanive alebo pacientovi [1,15].
Technolégie vyuzivané v proteomike umoznili identifikaciu
potencialnych biomarkerov a vzorcov expresie proteinov.
Vysledky ziskané z takychto stadii je moZné pouzit
na odhalenie molekulovej podstaty chorobnych procesov,
poskytovanie diagnostiky a prognézy choréb [14,24,35,44].
Vysledky proteomickych analyz pomohli odhalit zmeny
vsignalnych drahach asucasne molekulové ciele
pre pre vyvoj liekov na liecbu karcinémov [6,28,31,38].
S prichodom technolégie analyzy proteinov zaloZenej
na hmotnostnej spektrometrii (MS) sa rozsiahla analyza
proteinov stala Siroko pouZivanou [4,8,27]. Kvapalinova
chromatografia/hmotnostnd spektrometria (LC/MS) su
kl'icovymi technolégiami, ktorymi sa ziskavaju spektra
peptidov s vysokym rozliSenim, ¢o umoziiuje objavenie
citlivych a Specifickych biomarkerov spojenych s karciné-
mami [2].
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V tejto Studii sme pomocou LC/MS spektrometrie
kvantifikovali proteiny vo vzorkach TNBC pacientok a
kontrolnych vzorkdch zdravych subjektov s cielom
porovnat a analyzovat kvalitativne a kvantitativne rozdiely
v protedéme CD4 T-lymfocytov medzi tymito skupinami, ¢o
moze prispiet k poznaniu priebehu imunologickej
odpovede CD4 T-lymfocytov na TNBC a viest k zlepSeniu
skorej diagno6zy a prognézy tohto ochorenia.

Metody

Pouzité boli vzorky periférnej krvi od novo
diagnostikovanych pacientok s rakovinou prsnika (TNBC)
pred akoukolvek terapiou kvoéli minimalizacii terapiou
vyvolanych proteomickych zmien u pacientov. Stidia bola
vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou a bola schvalena
Etickou komisiou LF UPJS v Kosiciach, protokol kéd
9N/2021, datum schvalenia 17. 6. 2021, Etickou komisiou
Univerzitnej nemocnice L. Pasteura 2020/EK/06047,
datum schvalenia 25. 6. 2020, a Etickou komisiou Vychodo-
slovenského onkologického ustavu a.s. protokol kéd
EK/1/06/2020, datum schvalenia 1. 6. 2020. Od subjektov
v kontrolnej skupine, ako aj v skupine s rakovinou prsnika
bol ziskany informovany suhlas (2020/EK/06407)
v pisomnej forme. Randomizované vzorky periférnej krvi
z kontrolnej skupiny (N = 10) boli ziskané z Gynekologicko-
porodnickej kliniky LF UPJS a UNLP v Kosiciach, vzorky
s TNBC (N=3) boli odobraté nal. chirurgickej klinike LF
UPJS a UN LP v Kosiciach.

Experimentdlny protokol. Pacientom bolo odobranych
10 ml krvi. Nasledne bola krv zriedena 20 ml izola¢ného
roztoku (2mmol EDTA+PBS+BSA) a centrifugovana
pri 600 x g pocas 10 min pri 4 °C. Po centrifugacii sme
odstranili vrchnt ¢ast plazmy, tak aby vrstva buniek PBMC
a erytrocytov ostala neporusena. Do tejto dvojvrstvy sa
postupne pridavali magnetické gulicky s CD4 znakom
(Invitrogen Dynabeads, Thermo Fisher Scientific) za uce-
lom separdcie leukocytov. Po pridani CD4 guliciek
do skiimavky so zriedenou krvou doslo k inkubacii po dobu
20 min pri 4 °C v Hulamixéri. Po inkubacii boli magnetické
gulicky spolu s bunkami s CD znakom odseparované
magnetom v magnetickom stojane. Supernatant bol
odstraneny pipetorom. Magnetické guli¢cky s naviazanym
CD znakom boli 3 krat premyvané izolatnym roztokom.
Po ukoncéeni premyvania buniek bolo k magnetickym
gulickdm pridanych 400 pl 50 mM NHsHCOs. Vzorky boli
nasledne sonifikované a vortexované v striedavom cykle.
Sonifikovalo sa v ultrazvukovej vani (f= 37 kHz, t = 15 min)
a ultrazvukovom bloku (y= 85 %, t= 15 min), vzorky boli
vortexované 5 min v chladnic¢ke. Nasledne boli magnetické
guli¢ky odseparované. K 200ul vzorky bolo pridanych 1800
ul etanolu, vzorky sa nasledne nechali vyzrazat pocas noci
pri -20°C. Pocas druhého diia spracovania boli vzorky
centrifugované pocas 20min pri 18000g a4°C,
po centrifugacii bol odstraneny supernatant a vzniknuty
pelet bol vysuseny. Do vysuseného peletu bolo pridanych
150 pl 50 mM NH4HCOs. V d'alSom kroku boli stanovené

koncentracie vo vzorkdch sjednotlivymi CD znakmi
pomocou BCA metddy. Pri in-solution digescii boli k vzor-
kam pridané pozadované objemy 0,025 M roztoku DTT a
boli inkubované v termomixéri pri 60 °C po dobu 30 minat.
Kvzorkam boli pridané vypoctom stanovené objemy 0,25 M
roztoku [AA a boli inkubované vtermomixéri vtme, pri
21 °C po dobu 30 minut. Napokon boli pridané vypocitané
objemy 5mM roztoku CaCl; a bol trypsinu vpomere -
trypsin : vzorka = 1:40 (w/w). Vzorky boli inkubované
pocas noci pri 21 °C. Nasledujuci deti boli vzorky okyslené
na pH = 2 az 3 pridanim 20 % kyseliny mravcej. Vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
v SpeedVacu alebo pridanim loading roztoku, nasledne boli
centrifugované (20 min., 18 000 xg, 4 °C) a merané pomo-
cou met6dy LC-MS na hmotnostnom spektrometri - iénova
pasca (Amazon speed ETD, Bruker Daltonics). Pre LC/MS
analyzu sme pouzili UHPLC systém (Ultimate 3000 RSLC
Nano, Thermo Fisher Scientific) a hmotnostnti spektro-
metrickil ibnovu pascu (amaZon speed ETD s idnovym
zdrojom CaptiveSpray, Bruker Daltonik). Pripriprave
vzorky pre analyzu kvapalinovej chromatografie sa pouzila
metoda zachytdvania a eluovania. 1 pg peptidov z izolova-
nych lymfocytov (5 pl vzorky s koncentraciou 0,2 pg/pl) bol
naneseny a zachyteny na zachytavacej koléone Acclaim®
PepMap C18 (100 um x 2 cm, vel'kost' Castic 5 um, velkost
pérov 100 A) pred eliiciou a separaciou v analytickej koléne
PepMap RSLC C18 pre dal$iu analyzu (75 pm x 30 cm,
velkost' ¢astic 3 um, velkost pérov 100 A). Ako nanésaci
roztok sa pouzila 98 % voda a 2 % acetonitril s 0,1 %
kyselinou mravcou. Prietok pri nanaSani vzorky bol
8 pl/min. Elu¢ny proces zahinal pouzitie dvoch mobilnych
faz s roznym zloZenim: mobilna faza A pozostavala z 90 %
vody a 10 % acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravcou, zatial
¢o mobilna faza B pozostavala z 95 % acetonitrilu a 5 %
vody s 0,1 % kyselinou mravcou. Eluény gradient zacinal
pomerom 96 % A a 4 % B pocas prvych 5 minut. Pocas
nasledujucich 90 mintt sa pomer mobilnej fazy B postupne
linedrnym spésobom zvysoval zo 4 % na 35 %. Nasledne sa
uskutocnilo 10-mindtové premyvanie koldény pouZzitim
90 % B, nasledované 15-mindtovou reekvilibraciou kolény
so 4 % B. Pocas celého elu¢ného gradientu sa prietok
udrziaval na 0,3 pl/min. Analyza hmotnostnou spektromet-
riou s pouzitim elektrosprejovej ionizacie (ESI) sa
uskutocnila na eluovanych peptidoch. Parametre MS
skenovania pouzité v experimente boli nasledovné: bol
zvoleny kladny iénovy moéd so skenmi so zvySenym
rozliSenim a kontrolou iénového naboja (ICC) nastavenou
na 400 000. Maximalny c¢as akumulacie bol 50 ms a
analyzovany rozsah m/z sa pohyboval od 300 do 1300.
Okrem toho boli nastavenia parametrov skenovania MS/MS
nastavené na nasledujice hodnoty: reZim s vysokym
rozliSenim, cielovy ICC nastaveny na 500 000, maximalny
¢as akumulacie 100 ms a Sirkou izolacie 2,2 m/z. Identifi-
kacia proteinov sa uskutoc¢nila pouzitim vyhl'adavacieho
algoritmu Mascot (Matrix Science, verzia 2.4.0) spolu
s databazou SwissProt (verzia 2020_02). Kritéria vyhl'ada-
vania boli nasledovné: taxondmia bola obmedzena na Homo
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sapiens (¢lovek),

karbamidometylacia cysteinu (C) bola nastavena ako fixna

trypsin bol pouzity ako enzym,
modifikacia a oxidacia metioninu (M) bola povolena ako
premenna modifikdcia. Boli povolené az dve chybné
Stiepenia a do Uvahy sa brali len peptidy s nabitymi stavmi
+2 a +3 a s minimalnou dfZzkou 3.

Statistické metédy. Technické triplikaty uloZené ako
datové subory Mascot boli spracované softvérom Proline
(Proline Studio 2.0.1, http://proline.profiproteomics.fr/).
Pre zhody peptidového spektra sa vyzadovalo minimalne

skére 20 a p-hodnota 0,05. Na vyhodnotenie proteinov sme
pouzili prah ,false discovery rate” (FDR) < 1 % a vyzadovali
sa aspon dva jedinetné peptidy. Pre vypocet vazenych
spektralnych poctov pre kazdy protein bol pouzity softvér
Abacus.

Enrichment analyza génovej sady (GSEA) sa uskutocnila
pomocou GSEA v. 4.2.3 (Broad Institute, Cambridge, USA,
https://www.gsea-msigdb.org/gsea/) v databaze génovych
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sad (http.broadinstitute.org: //pub/gsea/gene sets/c2.cp.

kegg.v2023.1.Hs.symbols.gmt) pre pocet permuticii - 1000 a

typ permutacie ,phenotype and gene set".

Uskutocnend bola kvantifikacna analyza proteinov
CD4+ T-lymfocytov v kontrolnej skupine a TNBC skupine.
Na vyhodnotenie beta-binomického testu sa pouzili vazené
spektralne pocty a na vypocet p-hodnoty pre kazda sadu
proteinov sa pouzil balik BetaBinomial 1.2 R softvéru
Proline Studio. Na identifikaciu signifikantne ovplyvnenych
drah sa pomocou GSEA urcili kritéria FDR < 0,25 a
nomindlna hodnota p < 0,05.

Vysledky a diskusia

Na zaklade peptidového spektra skimanych vzoriek
krvi bolo identifikovanych 778 proteinov, z toho 23
proteinov bolo z hl'adiska vazenych spektralnych poctov
signifikantne odliSnych medzi pacientmi TNBC a kontrol-
nou skupinou (Obr. 1, Tab. 1).

IGHG4 HUMAN
CALX_HUMAN
IGL1_HUMAN
K2C& HUMAN
TOIP1_HUMAN

SFXN1SHUMAN  K22E HUMAN
RINI_HUMAN
IMA1HUMAN ~ K1C10HUMAN

0.0

5.0

Log, fold change

) Not selected @

Vi @ V2 @

V3 & V2

total = 778 variables

Obrizok 1 Kvantifikacna analyza proteomu CD4 T-lymfocytov. Volcano plot s kédmi signifikantne odlisnych proteinov medzi

porovndvanymi skupinami (Pre popisy proteinov pozri Tab. 1)

Medzi kvantitativne rozdielnymi proteinmi u porovna-
vanych skupin boli zaznamenané proteiny ako napriklad
protein 7 Parkinsonovej choroby alebo ,DJ-1“ (protein

deglykaza), ktory je pozitivny regulator androgénovej
signalnej drahy, ako aj bunkového rastu a transformacie,
napriklad prostrednictvom modulacie signalnej drahy NF-
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kB (Nuclear Factor-xB) [9,18,26, 29,37,39], a hra tulohu pri
prezivani buniek, proliferacii, diferenciacii, imunitnych a
zapalovych reakciach. Podporuje prezitie buniek indukciou
transkripcie antiapoptotickych génov. Ochranna uloha NF-
kB je ukadzana vo velkom mnoZstve typov buniek, vratane
I'udského karcinému prsnika [23] a T buniek [21]. Podla

naSich experimentalnych vysledkov sme zaznamenali
signifikantnd down-regulaciu DJ-1 u TNBC pacientov.
Zhang a kol. [45] poukazali na to, Zze DJ-1 je negativny
regulator migréacie a aktivacie CD4 T-lymfocytov. CD4 T-
lymfocyty s deficitom DJ-1 maju vAacsi potencial
diferencovat sa na prozapalové fenotypy Th1l a Th17 [17].

Kod proteinu Popis Binomial |log Pomer
p Hodnota
RL4_HUMAN 60S ribozomalny protein 0.0042 -2.5361
PSA5_HUMAN |Proteazémova podjednotka alfa typ-5 0.0217 -2.406
TEBP_HUMAN |Prostaglandin E syntdza 3 0.0058 -2.3219
APEX1_HUMAN |DNA (apurin alebo apyrimidin) endonukleaza 0.0064 -2.1938
AHNK HUMAN |Protein spojeny s diferenciaciou neuroblastov AHNAK 0.0197 -2.1699
PARK7_HUMAN (Protein Parkinsonovej choroby 7 2.32E-04 -2.1375
SEPT9_HUMAN |Septin 9 8.30E-04 -2.0356
EFHD2_HUMAN |Protein D2 obsahujtici EF- doménu 0.0215 -2.0356
CBX3_HUMAN |Chromobox proteinovy homolég 3 0.01 -2.012
RS25_HUMAN  |40S ribozomalny protein S25 0.0172 -2
RL18A_HUMAN |60S ribozomalny protein L18a 0.002 -1.9635
RS5_HUMAN 40S ribozomalny protein S5 0.0343 -1.9635
SYSC_HUMAN  |Serin-tRNA lig4za, cytoplazmaticka 0.013 -1.848
ODO2_HUMAN |Dihydrolipoyllyzin-zvySok sukcinyltransferazy zlozka komplexu 2-oxoglutarat- 0.0264 -1.585
dehydrogenazy, mitochondrialna

FUBP1_HUMAN |Far upstream element-binding protein 1 0.0072 -1.5361
K2C5_HUMAN  |[Keratin, cytoskeletalny typ I1 5 0.0014 1.5938
TM109_HUMAN |Transmembranovy protein 0.0066 1.6804
CALX_HUMAN |Kalnexin 3.46E-04 1.737
LV743_HUMAN |Imunoglobulin lambda,variant 7-43 0.0061 1.737
TOIP1_HUMAN |Torsin-1A-interagujuci protein 0.0026 2
IGL1_HUMAN  |Imunoglobulinovy l'ahky retazec lambda-1 6.63E-04 2.415
K1C10_HUMAN |Keratin, cytoskeletalny typ 110 0.0132 2.6977
K22E_HUMAN |[Keratin, cytoskeletalny typ II 2 0.0056 2.8686

Tabul'’ka 1 Kvantifikaénd analyza proteému CD4 T-lymfocytov. Kvantitativne signifikantne odlisné proteiny medzi kontrolnou

a TNBC skupinou.

Signalna draha p hodnota FDR q
hodnota
down-regulované u pacientov TNBC
REACTOME_RRNA_PROCESSING <0,01 0.006
REACTOME_METABOLISM_OF_RNA <0,01 0.023
REACTOME_SELENOAMINO_ACID_METABOLISM <0,01 0.018
REACTOME_RESPONSE_OF_EIF2AK4_GCN2_TO_AMINO_ACID_DEFICIENCY 0.002 0.018
REACTOME_NONSENSE_MEDIATED_DECAY_NMD <0,01 0.019
REACTOME_SRP_DEPENDENT_COTRANSLATIONAL_PROTEIN_TARGETING_TO_MEMBRANE 0.002 0.016
REACTOME_CELLULAR_RESPONSE_TO_STARVATION 0.002 0.018
REACTOME_CELLULAR_RESPONSES_TO_STIMULI <0,01 0.018
REACTOME_EUKARYOTIC_TRANSLATION_ELONGATION <0,01 0.02
up-regulované u pacientov TNBC
REACTOME_CELL_CELL_COMMUNICATION <0,01 0.089
Tabul'’ka 2 Enrichment analyza. Zoznam signifikantne ovplyvnenych signdlnych drdh u pacientov TNCB.
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Dalej, protein DNA-(apurin/apyrimidin) endonukle4za
(APE1), ktory bol v tejto studii signifikantne down-
regulovany upacientov TNBC, pdsobi ako redox-
dependentny regulator niekolkych transkripénych
faktorov, vratane NF- kB, AP-1, HIF-1a a STAT3. Kvoli tymto
funkcidam je APE1 zZivotne ddlezitym proteinom
pre regulaciu bunkovej signalizacie, starnutia a zapalovych
drah. TaktieZ reguluje expresiu cytokinov a chemokinov
ako je napr. TNFa. Okrem toho sa zucastiiuje aj na aktivnej
demetylacii chromatinu. Viacnasobné funkcie APE1 z neho
robia nevyhnutny regulator patogenézy niekol'kych choréb,
vratane karcinémov a neurologickych portch [30].

Septin-9 bol primarne S$tudovany ako biomarker
pre rozne druhy rakoviny, vratane karcinému prsnika.
Septiny su rodinou proteinov viazucich GTP zapojenych
do réznych bunkovych procesov, vratane cytokinézy a
prestavby membrany. Z pohladu zapojenia septinov
do regulacie aktomyozinu a mikrotubularnych systémov sa
septiny podiel'aju na obvodovom zizeni aktomyozinového

kontrakéného kruhu, ¢o sa povazuje za mozné mechanické
prepojenie s améboidnym spdsobom migracie T lymfocytov
[13,41]. Tieto udaje naznacuji, Ze septiny ladia
aktomyozinové sily pocas motility a pravdepodobne
reguluju pohyb lymfocytov v uzavretych tkanivach [41].
V tejto Studii bol septin-9 signifikantne down-regulovany
u pacientov TNBC. Akutna inhibicia septinov spdsobuje
nahlu stratu améboidnej organizacie migrujucich CD4 T-
lymfocytov, tj. stratu bunkovej segmentacie, stratu septin-
a  F-aktinovych  hustych  kortikalnych/obvodovych
prstencov a reorganizaciu tvaru buniek s tvorbou viacerych
radidlnych linedrnych predfZenych vybeikov [47].
Nasledkom je doneddvna nepoznané obmedzenie migracie
cez malé pory. Bez dostatku septinu 9 sa vSak pohyby
buniek stavaju dezorganizované a menej efektivne. To by
mohlo mat désledky na schopnost T-lymfocytov
prechadzat’ tkanivami a interagovat s inymi bunkami, ako
st antigén prezentujiice bunky, poc¢as imunitnych reakcii
na TNBC [41].
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Kalnexin je chaperénovy protein endoplazmatického
retikula, inhibuje proliferdciu CD4 a CD8 T-lymfocytov
izolovanych z krvi pacientov s OSCC (oralny spinocelularny
karcindm) a inhibuje sekréciu IFNy, TNFa a IL2 z tychto
buniek [7]. Chen akol. [7] zaznamenali vyznamne up-
regulovany Kalnexin pri OSCC. Up-reguldcia jeho mem-
branovej expresie v bunkach OSCC je spojend s inhibovanou
infiltraciou T-buniek v nadorovych tkanivach a koreluje
so zlym prezitim pacientov s OSCC. Up-regulacia kalnexinu
bola zaznamenana aj v tejto Studii. Avsak, celkovo tloha
kalnexinu v CD4 T-lymfocytoch pocas rakoviny nie je
dostatocne preskimana. Tieto poznatky naznacuju, Ze
kalnexin mo6ze mat komplexnt tlohu v imunitnom systéme
a vyvoji karcinému, €o otvara zaujimavé perspektivy pre
d’alsi vyskum a potencialne terapeutické zasahy.

Analyza obohatenia s vyuZzitim GSEA softvéru pri porov-
nani TNBC pacientov a kontrolnej skupiny ukazala niekol'’ko
signifikantne ovplyvnenych signalnych drah (Tab. 2). Napr.
drdha ,Response of EIF2AK4 to amino acid deficiency*
(Obr. 2), ktord bola down-regulovana u TNBC skupiny,
zahfila aktivaciu EIF2AK4 (tiez zndmeho ako GCN2)
vreakcii na nedostatok aminokyselin. EIF2AK4 je
proteinkinaza, ktora fosforyluje alfa podjednotku
eukaryotického iniciacného faktora 2 (elF2a) [46], Co vedie
k inhibicii vSeobecnej syntézy proteinov pri podpore
translacie Specifickych mRNA, vratane aktivacného
transkripc¢ného faktora 4 (ATF4), ktory je up-regulovany
pocas nedostatku aminokyselin a indukuje expresiu génov
zapojenych do transportu aminokyselin, biosyntézy
a metabolizmu [16, 42]. To pomdaha obnovit homeostazu
aminokyselin a podporuje prezitie buniek. T-lymfocyty st
vysoko citlivé na zmeny v dostupnosti aminokyselin,
pretoZe pre svoju aktivaciu, proliferaciu a efektorové
funkcie vyZadujui ich adekvatne hladiny. Aminokyseliny
teda neslizia len ako stavebné bloky pre proteiny, ale tiez
hraji  rozhodujicu dlohu ako signalne molekuly
pri aktivacii a diferenciacii T buniek [19].
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Niektoré aspekty molekularnych mechanizmov Luminal A karcindmu
prsnika: Proteomické zmeny CD8+ T-lymfocytov

Galina Laputkova?, Maria Kacirova?, Martin Menkyna?, Soria Tkacikova?, Peter Bober?, Ivan Talian?,
David Téth?, Marek Lenart®, Dominik Safé¢ak®, Jan Sabo'*
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Ciel'om stidie bolo preskiimat’ niektoré pohl'ady na molekuldrne mechanizmy a patogenézu lumindlneho-A karcindmu prsnika
(KP). Pre pochopenie tilohy CD8+ T-lymfocytov izolovanych z periférnej krvi pacientok s lumindlnym-A KP bola vykonand analyza
proteému pomocou LC-MS/MS v spojeni s bioinformatickou analyzou expresie proteinov/génov s timyslom ndjst centrdlne
proteiny, ktoré by mohli osvetlit' prejavy a mechanizmus vzniku tohto ochorenia. Diferencidlne exprimované proteiny/gény (DEG)
medzi skupinou pacientok s KP a kontrolnymi vzorkami boli analyzované v sieti protein-proteinovych interakcii s pomocou
modulov MCODE a ReactomeFI v Cytoscape.

Boli identifikované Styri klastre DEG: 1. RPL4, RPL13, RPL31, HMGN4, RPL5, RPS16, RACK1, RPL29; 2. APOA1, FGA, FGB, F2,
SERPIND1; 3. DDX17, SFPQ, DHX15, EWSR1, FBLL1 a 4. H4C6, H3-4, H1-4. Signdlne drdhy asociované s uvedenymi skupinami DEG
zahffiaju predovsetkym drdhy: Signalizdcia receptormi ROBO, Posttranslacnd modifikdcia proteinov, SUMOyldcia a Bunkové
reakcie na stres.

Napriek sl'ubnym vysledkom dosiahnutym v tejto studii je nevyhnutné v budiicnosti zvdcsit' pocetnost’ skupin skumanych
subjektov, aby bolo mozné vyslovit’ konzistentné zdvery o zmendch pozorovanych v proteéme CD8+ T-buniek lumindIneho-A KP.

Klicové slovd: lumindlny-A karcinom prsnika, CD8+ T lymfocyty, diferencdlne exprimované proteiny, signdlne drdhy

Keywords: luminal-A breast cancer, CD8+ T lymphocytes, differentially exprimed proteins, signaling pathways

Uvod

Karciném prsnika (KP) je heterogénne ochorenie
sroznorodym molekularnym a histologickym pozadim
sroznymi klinickymi prejavmi. Dobre zndma klinicka
klasifikacia karcinému prsnika je zaloZena na niekolkych
markerovych génoch a proteinoch, najma estrogénovych
receptoroch (ER), progesterénovych receptoroch (PR) a
receptore 2 pre I'udsky epidermalny rastovy faktor (HER2).
Napriek viacerym obmedzeniam zostala klinicka klasifi-
kacia roky nezmenena [17].

Stidie na baze génovych mikro¢ipov umoznili hlbsie
nahliadnut' do komplexnych biologickych procesov, ktoré
sa podielaju na vzniku nadorov prsnika, a na zaklade
profilov génovej expresie identifikovat odlisSné triedy
nadorov [36]. Spomedzi nich je najcastejSim podtypom
karcinému prsnika luminalny-A karciném, t. j. ER a PR
pozitivny, HER2 negativny, s nizkou proliferacnou aktivitou
a dobrou prognézou [12].

V s$tadiach profilovania génovej expresie najvacsim
identifikovanym klastrom KP bol klaster charakterizujuici
expresiu ER a d’alSich biomarkerov vlastnych luminalnym
epitelidlnym bunkam, ktoré st pritomné v normalnom
prsniku, vratane luminalnych cytokeratinov (CK) CK7, CK8,
CK18 a CK19. Nasledne bola tato fenotypova skupina
nadorov pomenovana luminalnou podtriedou [5].

Vacsina dalsich s$tadii podporila koncept dvoch
podtried KP: luminalny-A a luminalny-B karcindm [34].
Podtypy luminalny-A a B predstavuju 65-70 % vsetkych
karcindmov prsnika. Okrem stavu expresie ER/PR/ERBB2
bolo v tychto dvoch podtypoch identifikovanych niekol'ko
d’alsich biomarkerov, ktoré su prejavom komplexnosti
tychto nadorov. Nadory lumindlneho typu A vykazuju
nielen vysoku troven expresie luminalnych epitelovych CK,
ale aj d'al$ich markerov suvisiacich s lumindlnym typom,
vratane estrogénového receptora 1 (ESR1) a génov
suvisiacich s funkciou ER, ako su LIV1, hepatocytovy
jadrovy faktor 3 alfa (FOXA1), protein viaZuci X-box 1
(XBP1) a protein viazZuci GATA 3 (GATA3) [34]. V porovnani
s inymi podtypmi karcindbmu prsnika, ako je HER2-
pozitivny alebo triple negativny karcindm prsnika, ma
luminélny-A karcinédm zvycajne dobrd prognézu. Naopak,
skupina luminalneho-B karcindému sa vyznacuje nizkou
uroviou expresie vyssie uvedenych génov luminalneho-A
karcindmu, ale aj vysokou duroviiou expresie génov
suvisiacich najma s proliferaciou, ako si v-MYB, GGH,
LAPTMB4, NSEP1 a CCNE1 [33].

Pritomnost lymfocytov infiltrujacich nador (TIL) je
priaznivym prognostickym faktorom pri karcinéme
prsnika. TIL mo6Zu synergicky pdsobit’ na chemoterapiu a
liecbu inhibitormi kontrolnych bodov imunitného systému,
¢im sa zlepsi Kklinickd odpoved. Velkost lymfocytarnej
infiltracie nie je jedinym faktorom, ktory moduluje
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progresiu ochorenia; fenotyp lymfocytov modze tiez
diktovat klinicky vysledok. Imunita typu [ podporuje
Sirenie CD8+ T-buniek potrebnych na deStrukciu nddoru
[35]. Lymfocyty CD8+ T, zname aj ako cytotoxické T-
lymfocyty, st heterogénnou skupinou buniek, ktoré
zohravaju kli¢ov tlohu v adaptivnej imunitnej odpovedi
proti patogénom a rakovine. Pocas svojho zivota ziskavaju
cytotoxické funkcie na zabezpecenie odstranenia infikova-
nych alebo transformovanych buniek. Pri rakovine prsnika
sa pritomnost CD8+ T lymfocytov v mikroprostredi nadoru
spdja s lepSou prognézou a celkovym prezitim. Tieto bunky
sa podielaji na imunitnom dohlade nad rakovinovymi
bunkami a ich pritomnost naznacuje aktivnejSiu imunitnd
odpoved proti nadoru.

Pri lumindlnom karcinéme prsnika A moéze byt infilt-
racia CD8+ T lymfocytov do nadoru prospesna, pretoze
naznacuje prebiehajiicu imunitnti odpoved na pritomnost
rakovinovych buniek. Tato imunitna odpoved mdze poten-
cidlne pomdct kontrolovat rast nddoru a zabranit tvorbe
metastaz. Presnd dloha a vyznam CD8+ T lymfocytov
pri luminalnom-A karcinéme prsnika sa v$ak stale skiima a
na uplné pochopenie ich funkcie a potencialnych terapeu-
tickych kladov je potrebny dal$i vyskum. Podrobnejsie
pochopenie rozdielov v lymfocytarnej infiltracii pri karci-
néme prsnika moze tiezZ pomoct pri identifikacii podtypov,
ktoré sa daju lepSie ovplyvnit imunomodulaciou.

Cielom tejto Stidie bolo preto preskimat niektoré
aspekty molekularnych mechanizmov a patogenézy lumi-
nalneho-A karcin6mu prsnika. Pre pochopenie tlohy CD8+
T-lymfocytov izolovanych z periférnej krvi pacientok
s lumindlnym A KP bolo planom vykonat analyzu proteému
pomocou LC-MS/MS v spojeni s bioinformatickou analyzou
expresie proteinov/génov sumyslom najst centralne
proteiny, ktoré by mohli osvetlit prejavy a mechanizmus
vzniku tohto ochorenia. Pre analyzu zistenych diferencidlne
exprimovanych proteinov/génov (DEG) medzi skupinou
pacientok s KP a kontrolnymi vzorkami bolo zdmerom
vykonat moduldrnu analyzu v sieti protein-proteinovych
interakcii (PPI) a identifikaciu signdlnych drah pomocou
zasuvnych modulov Cytoscape.

Material a metddy

Uéastnici vyskumu. Vzorky periférnej krvi boli odobrané
od novo diagnostikovanych pacientok s karcinémom
prsnika (KP) pred zacatim akejkolvek terapie kvoli
minimalizacii potencionalnych proteomickych zmien vyvo-
lanych terapiou. Stiidia bola vedena v zhode s Helsinskou
deklaraciou a bola schvéalena Etickou komisiou LF UPJS
v KoSiciach, protokol kéd 9N/2021, datum schvalenia
17.6.2021, Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice L.
Pasteura 2020/EK/06047, datum schvalenia 25. 6. 2020, a
Etickou komisiou Vychodoslovenského onkologického
ustavu a. s., protokol kéd EK/1/06/2020, datum schvalenia
1. 6.2020. Randomizované vzorky periférnej krvi z kontrol-
nej skupiny zdravych subjektov boli ziskané z Gyneko-
logicko-porodnickej kliniky LF UPJS a UN LP v Kosiciach,

vzorky s TNBC boli odobraté na I. chirurgickej klinike LF
UPJS a UN LP v KosSiciach. Informovany sthlas
(2020/EK/06407) bol ziskany pisomne od Zien v oboch
skupinach, kontrolnej skupine a skupine srakovinou
prsnika (podtyp Luminal A). VSetky vzorky boli ziskané
v obdobi od juna 2022 do marca 2023. Bolo pouzitych 10
vzoriek kontrolnych vzoriek zdravych subjektov (bez
nadorového ochorenia) s priemernym vekom 69 rokov
(vrozmedzi 38-84 rokov), 5 vzoriek od pacientok s rako-
vinou prsnika podtypom Luminal A s priemernym vekom
64 rokov (v rozmedzi 56-76 rokov).

Priprava vzorky. Odobrata periférna krv (10 ml) bola
zriedend v pomere 1:2 izolatnym roztokom (2 mmol/]
kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA)/0,2 % bovinny
sérovy albumin (BSA)/fosfatovy tlmivy roztok (PBS)) a
centrifugovana pri 600xg pocas 10 min pri 4 °C.
Po centrifugacii bola vrchna cast plazmy odstranena tak,
aby vrstva mononukledrnych buniek periférnej krvi
(PBMC) a erytrocytov zostala neporuSend. Do tejto dvoj-
vrstvy boli postupne priddvané magnetické gul'd6¢ky s CD
znakmi (Invitrogen Dynabeads, ThermoFisher Scientific,
USA) v poradi CD19, CD14, CD8, CD4 s cielom separovat
jednotlivé  subpopulacie leukocytov. Zriedend krv
s pridanymi magnetickymi gul'6¢kami bola inkubovana 20
min pri 4 °C s mieSanim v rotatore (HulaMixer™ Sample
Mixer, ThermoFisher Scientific, USA). Po inkubdcii boli
magnetické gul'6¢ky spolu s bunkami s prisluSnym CD
znakom odseparované magnetom. Supernatant bol pouZzity
pre izolaciu buniek s nasledujtiicim CD znakom. Pre d’alSie
skimanie boli pouzité gul'6¢ky s CD8 znakom s prislusnou
subpopulaciou leukocytov. Tie boli 3 krat premyté izolac-
nym roztokom. Nasledne bolo k magnetickym gul'6¢kam
pridanych 400 ul 50 mmol/l NH4HCOs. Subpopulacia
leukocytov bola opakovane sonifikovana v ultrazvukovej
vani (37 kHz, 15 min) a ultrazvukovom bloku (y = 85 %, 15
min) a vortexovana (5 min) pri teplote 4°C. Samotné
gul'6¢ky boli potom odstranené magnetom.

Koncentricia proteinov bola stanovené spektrofoto-
metricky BCA skuskou.

Pred enzymatickym Stiepenim proteinov trypsinom
vroztoku bol pouzity ditiotreitol (DTT) a jodoacetamid
(IAA) na redukciu a alkylaciu cystinovych zvyskov. Trypsi-
nizacia prebehla v pritomnosti 5 mmol/l CaClz a trypsinu
vpomere - trypsin:vzorka = 1:40 (w/w) pocas noci
pri 21 °C. Nasledujuci den boli vzorky okyslené na pH 2 az 3
pridanim 20 % kyseliny mravcej (FA). VSetky vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
vo vakuovom koncentratore (SpeedVac, Thermo Scientific,
USA) alebo pridanym roztoku 2 % (v/v) acetonitrilu (ACN)
obsahujiceho 0,1 % (v/v) FA. Vzorky boli centrifugované
(20 min, 18000xg, 4 °C).

LC-MS/MS analyza a identifikdcia proteinov. Na LC-MS
analyzu bol pouzity hmotnostny spektrometer s iénovou
pascou AmaZon Speed ETD (Bruker Daltonik, Nemecko)
spojeny so systémom Ultimate 3000 RSLC NCP (Thermo
Scientific, USA); 2 ul vzorky bolo vstreknutych do zachytnej
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kolény Acclaim PepMap 100 (Dionex, Thermo Scientific,
USA), 100 pm x 2 cm, C18, 5 pm castice s napliiou rozpus-
tadla voda-ACN v pomere 2:98 (v/v) s obsahom 0,1 % FA
pri prietoku 8 pl min-1. Peptidy boli eluované a separované
na kapilarnej koléne 75 pm x 30 cm, plnenej ¢asticami C18
s reverznou fazou, 3 pm (Magic C18 AQ, Michrom
Bioresources, USA). Mobilné fazy pozostavali z 0,1 % FA
vo vode-ACN 98:2 (v/v) (A) a 0,1 % FA vo vode-ACN 5:95
(v/v) (B), ktoré sa pouZzivali pri konStantnom prietoku
0,4 ul min-1. Vzorky boli merané v automatickom rezime
MS/MS, 10 prekurzorov na 1 MS sken a na fragmentaciu
boli pouzité len 2+ a 3+ prekurzory s aktivnym vylicenim
nastavenym na 0,5 min. Cielova hodnota ICC bola nastavena
na 400 000 pre MS a MS/MS skenovanie; maximalny cas
akumulacie bol 0,050 s pre MS a 0,1 s pre MS/MS. Izolacné
okno bolo nastavené na 2,2 Da. Rozsah skenovania bol
nastaveny na 300 - 1300 Da. Na identifikaciu proteinov bol
pouzity vyhladava¢ Mascot 2.4 (Matrix Science, UK)
v databaze Swiss-Prot. Parametre boli stanovené takto:
taxondmia - Homo sapiens (Clovek), variabilnd modifikacia
- oxidacia metioninu, fixnd modifikdcia - karbamido-
metilacia cysteinu, tolerancia MS -0,6 Da a prahova hodnota
miery faloSnych detekcii (FDR) bola stanovena na 1 %.
VSetky vzorky boli analyzované v troch opakovaniach.

PredbeZné spracovanie tdajov a identifikacny skrining
DEG. MS udaje boli predspracované v programe Proline-
Studio 2.1.2 (Profi Proteomics, Francizsko) na urcenie
vazenych spektralnych poctov identifikovanych proteinov.
Tieto idaje boli nasledne analyzované pomocou nastrojov
na analyzu Reactome s pouzitim algoritmu Camera [22]
na identifikdciu DEG porovnanim drovne expresie
proteinov medzi pacientmi a zdravymi kontrolami. Kritéria
na skrining DEGs boli definované s hrani¢nou hodnotou
P<0,05 na identifikaciu skupiny proteinov s vysSou, resp.
nizSou regulaciou.

Na prevod identifikatorov proteinov na identifikatory
génov bola pouzitd funkcia mapovania v UniProt
(https://www.uniprot.org). Na dal$iu analyzu boli pouzité

zodpovedajtice gény.

Siet’ interakcii protein-protein a analyza modulov.
Na vytvorenie siete DEG bola pouzita databaza STRING
(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes)
znamych a predpokladanych PPI implementovana v pro-
grame Cytoscape 3.10.1 [30]. Pre konStrukciu PPI siete boli
vybrané DEG s binomickou hrani¢nou hodnotou P<0,05.
Nasledne bola siet vygenerovana aplikaciou StringApp
1.7.0 [8] analyzovanid pomocou doplnku MCODE 2.0.0
(Molecular Complex Detection) [2], ktory umoZiiuje
detegovat’ Kklastre a seed-gény. Pre vyber klastrov boli

zvolené nasledovné kritéria: hrani¢ny stupeii = 2, hrani¢né
skére uzlov = 0,2, maximalna hibka = 100 a k-skére = 2.

Analyza signdlnych drdh. Na analyzu signalnych drah bol
pouzity plug-in ReactomeF]I (verzia 8.0.6) - databaza signal-
nych drah v prostredi Cytoscape [38].

Vysledky

Na preskimanie interakcif proteinov, ktoré sa podiel'aju
na patogenéze lumindlneho-A karcindmu prsnika, sme
zo 705 identifikovanych diferencidlne exprimovanych
génov/proteinov pouzili 80 génov sP <0,05. Pomocou
STRING aplikdcie implementovanej v Cytoscape sme
vytvorili siet protein-proteinovych interakcii (Obr. 1).
Topologické parametre, ktoré charakterizuji vytvorenu
siet' st zhrnuté v Tab. 1.

Na analyzu siete bol pouzity MCODE zasuvny model
v Cytoscape, ktory dovoluje identifikovat v komplexnej
sieti zhluky génov so vzijomne prepojenymi uzlami a
uzlové gény s vysokym stupfiom prepojenia tzv. seeds.
V komplexnej PPI sieti MCODE rozlisil $tyri klastre a Styri
uzlové gény/seeds s vysokym stupiiom konektivity (Obr. 2,
Tab. 2).

Na identifikaciu signalnych drah pri luminalnom-A KP
sme analyzovali suvisiace DEG gény/proteiny kazdého
klastru oddelene pomocou nastroja ReactomeFI implemen-
tovaného do Cytoscape.

V Klastri 1 sa spomedzi 35 signalnych drah javi ako
vyznamna draha R-HSA-376176.7 (Signaling by ROBO
receptors - Signalizacia receptormi ROBO) a R-HSA-
9010553.2 (Regulation of expression of SLITs and ROBOs -
Regulacia expresie SLIT a ROBO) (Obr. 3). V oboch su
obsiahnuté DEG RPL4, RPL5, RPS16, RPL31, RPL13 a
RPL29.

V Klastri 2 sa spomedzi 70 signdlnych drah javi ako
vyznamna draha R-HSA-597592 (Post-translational protein
modification - Posttransla¢na modifikacia proteinov).

Post-translan¢na modifikacia proteinov, tzv.
SUMOylacia (R-HSA-2990846, R-HSA-3108232, R-HSA-
3899300) a signalne drahy spojené s PTK6-onkogénnou
nereceptorovou tyrozinkinazou prevladaju v klastri 3.

V klastri 4 st medzi 39 signdlnymi dradhami
signifikantné tie, ktoré su spojené so skupinou signalnych
drah R-HSA-2262752 (Cellular responses to stress -
Bunkové reakcie na stres), R-HSA-2559583 (Cellular
senescence - Senescencia buniek) a R-HSA-2559586 (DNA
damage/telomere stress induced senescence - Poskodenie
DNA/telomérovy stres vyvolany senescenciou). Signalne
drahy spojené s DEG klastra 4 si uvedené v Tab. 3.
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Obrdzok 1 Siet’ PPI vytvorend na zdklade STRING databdzy z dysregulovanych génov/proteinov pri lumindlnom A KP. Up-
regulované gény (uzly) su zndzornené odtierimi cervenej farby, down-regulované gény (uzly) si zndzornené odtierimi modrej farby.
Vel'’kosti uzlov stvisia so stuptiom ich prepojenia.
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Obrazok 2 Siet’ PPI so zvyraznenymi klastermi identifikovanymi v MCODE. Parametre pouZité v MCODE: Network Scoring:
Include Loops: true, Degree Cutoff: 2; Cluster Finding: Node Score Cutoff: 0.0, Haircut: true, Fluff: false, K-Core: 2, Max. Depth from
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Seed: 100. Gény (uzly) su zndzornené: klaster 1 - modrd; klaster 2 - fialovd; klaster 3 - ruZovd; klaster 4 - zelend farba. Uzlové
gény/seeds s vysokym stupriom konektivity st v ramci klastra zobrazené stvorcekmi.

Pocet uzlov 70
Pocet hran 211
Priemerny pocet susedov 6,299
Priemer siete 7
Polomer siete 4
Koeficient zhlukovania 0,482
Hustota siete 0,095
Heterogenita siete 0,751

Tabul'’ka 1 NajdéleZitejsie topologické parametre siete STRING.

Klaster Skore Uzly Hrany ID uzlov

1 8 8 28 RPL4, RPL13, RPL31, HMGN4, RPL5, RPS16, RACK1, RPL29
2 5 5 10 APOAL1, FGA, FGB, F2, SERPIND1

3 4 5 8 DDX17, SFPQ, DHX15, EWSR1, FBLL1

4 3 3 3 H4C6, H3-4, H1-4

Tabul'’ka 2 Parametre klastrov identifikovanych pomocou MCODE v STRING sieti.

Obrdzok 3 Diagram signdlnych drdh R-HSA-376176.7 (Signaling by ROBO receptors - Signalizdcia receptormi ROBO).
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Signalna draha Pocet Pocet P-hodnota FDR Gény/proteiny

génov/proteinov | identifikovanych

v drahe génov/proteinov
v drahe

DNA Damage/Telomere Stress 61 2 2,99E-05 1,17E-03 H1-4, H3-4
Induced Senescence/ Poskodenie
DNA/Telomérovy stres vyvolany
senescenciou
Cellular Senescence/ Bunkova 168 2 2,27E-04 4,31E-03 H1-4,H3-4
senescencia
Apoptosis induced DNA 13 1 2,33E-03 0,011 H1-4
fragmentation/ Fragmentacia DNA
vyvolana apoptézou
Formation of Senescence-Associated 17 1 3,05E-03 0,011 H1-4
Heterochromatin Foci (SAHF)/
Tvorba heterochromatinovych lozisk
spojenych so senescenciou (SAHF)
Cellular responses to stress/ Bunkova 766 2 4,72E-03 0,011 H1-4,H3-4
odpoved' na stres

Tabul'’ka 3 Signdlne drdhy spojené s DEG klastra 4.

Diskusia

Nasa Studia ukazala, Ze v klastri 1 sa nachadzaju up-
regulované (RPL13, RPL31, RPL5 a RACK1) a down-
regulované (RPL4, RPL29, HMGN4 a RPS16) DEG, ktoré su
sucastou signalnych drah Signalizacia receptormi ROBO a
Regulacia expresie SLIT a ROBO. Z tychto DEG su up-
regulované RPL4 [16], RPL5 [10] a RPL13 [20] pri rakovine
prsnika spojené so zlou prognézou. Doména 4 viazuca
nukleozémy s vysokou pohyblivostou (HMGN4) vykonava
biologické funkcie regulaciou transkripcie génov prostred-
nictvom vazby s nukleozomom. Ako novy epigeneticky
regulator objaveny v roku 2001 nie sd jeho biologické
funkcie objasnené. Uvadza sa vSak, Zze HMGN4 je vysoko
exprimovany v l'udskom triple-negativnom Kkarcinéme
prsnika [24]. Pri naSom skiimani v pripade luminarneho A
karcindmu prsnika sme vSak zaznamenali jeho zniZzenu
exprimaciu v CD8+ T lymfocytoch.

Signalizacia receptormi ROBO a Regulacia expresie SLIT
a ROBO st signalne drahy, ktoré zohravaji klticovu tlohu
pri raste a vyvoji tkaniv a poCas nadorového bujnenia st
casto dysregulované [9]. SLIT a ROBO sa rozhodujucim
sposobom podiel'a na procesoch vyvoja réznych Zivotne
doélezitych organov, ako su prsnik, plica, pecen, oblicky,
oko a reprodukéné systémy. Funkcia signalizacie SLIT-
ROBO je ovplyvnenad vazbou vnutrobunkovych faktorov
na cytoplazmatické domény ROBO. Cytosolové domény
ROBO st katalyticky neaktivne [14]. Interakcia SLIT-ROBO
nie je vynimkou a stale viac dékazov naznacuje, Ze ma
zasadnu funkciu pocas vyvoja rakoviny [15]. Expresia
ROBO1 alebo ROBO2 sa pritom ¢asto znizuje v mnohych
pripadoch rakoviny vratane rakoviny hlavy/krku, prsnika,
pl'ic, obliciek a krcka maternice a stvisi s metylaciou a
stratou heterozygozity tychto génov [23]. Tieto udaje
naznacuju, Zze ROBO1 aj ROBO2 su potencialne tumor
supresorové gény [14].

Stidia zamerana na tlohu signalnej drahy SLIT-ROBO
pri vyvoji rakoviny prsnika odhalila, Ze exogénne bunky
exprimujuce SLIT2 u mySi znizili velkost karcinému
prsnika o 65 % [25]. SLIT2 vSak podl'a [31] moZe pdsobit
ako chemoatraktant a indukovat metastazovanie buniek
karcindmu prsnika do mozgu. Zda sa teda, Ze tuloha
interakcie SLIT-ROBO v rakovine je zdsadne ddlezit3, ale
komplikovanejsia, ako sa predpokladalo.

Dal$ou tlohou drahy SLIT-ROBO pri tumorogenéze,
podobne ako pri organogenéze, mdze byt ovplyviiovanie
proliferacie a smrti buniek. Aktivita SLIT-ROBO by mohla
indukovat programovant bunkovi smrt’ prostrednictvom
aktivacie kaspazy-3 [9]. V pripade fibrosarkémov
a skvamocelularnych karcinémov infikovanych SLIT2 bol
zaznamenany vys$si pocet apoptotickych buniek a zniZena
proliferacia [18]. Zd4 sa, Ze draha SLIT-ROBO potlac¢a najma
tvorbu a progresiu nadorov regulaciou takych procesov ako
je invazia, migracia, proliferacia, adhézia a apoptéza [4].

Druhy klaster je tvoreny up-regulovanymi DEG APOA1,
FGA, FGB, F2 a SERPIND1. Z nich APOA1, FGA, F2 a
SERPIND1 sd asociované so signalnou drdhou Post-
transla¢na modifikacia proteinov.

Signalna draha Posttransla¢nej modifikacie proteinov je
zodpovedna za N-viazanu glykozylaciu asparaginovych
zvySkov v molekulach HLA [28]. Zistilo sa, Ze tato cesta
posttransla¢nej modifikicie je nevyhnutna pre toleranciu
imunitného systému voci autoantigénom [29]. Geneticka
variabilita v drahe posttransla¢nych modifikacii proteinov
by preto mohla narusit glykozylacné procesy, ktoré su
kl'i¢ové pre udrzanie tolerancie imunitného systému.

Treti klaster je tvoreny RNA-viazucimi proteinmi,
zktorych si v CD8+ T lymfocytoch down-regulované
DDX17, EWSR1 a up-regulované SFPQ, DDX15 a FBLLI.
Proteiny viaZuce RNA (RBP) su triedou proteinov znamych
pre svoje rozmanité ulohy v biogenéze RNA, od regulacie
transkrip¢nych procesov v jadre az po ul'ahCenie translacie
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v cytoplazme [19]. RBP u¢inne a vSadepritomne reguluju
transkripty pocas ich Zivotného cyklu. Interakcie RBP s RNA
siahaju od interakcie jedného proteinu s prvkom RNA az
po spojenie viacerych RBP a molekdl RNA [7]. Predcha-
dzajuce Stidie preukazali, Ze proteiny viazuce RBP su tiez
zapojené do biologickych procesov asociovanych s kance-
rogenézou [37].

DDX17 a DDX15, tzv. DEAD box proteiny charakte-
rizované motivom Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD), st predpo-
kladané RNA helikazy [1]. Z nich DDX17 je protein viazuci
Sox2 pri ER-pozitivnom KP. DDX17 zvySuje nadorové
vlastnosti Sox2 tym, Ze podporuje jeho vazbu na cielové
gény.

Faktor spajania bohaty na prolin a glutamin (SFPQ) je
vSadepritomny a hojne sa vyskytujici RBP, ktory zohrava
viaceré regulacné ulohy v jadre vratane opravy poSkodenia
DNA a ovplyviiovania roznych procesov regulacie trans-
kripcie [19]. V prognostickej stadii [39] boli identifikované
potencialne faktory vratane SFPQ suvisiace s opravou DNA
a zlepSenim presnosti predpovede prezitia pacientov s KP.
Medzi signalne drahy stvisiace s SFPQ patri Signalizacia
prostrednictvom PTK6 a odpoved Mtb na fagocytézu.
Dolezitym paralogom tohto génu je PSPC1.

Signdlna draha SUMOylacia predstavuje enzymaticka
kaskadu, v ktorej sa proteiny SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier - maly modifikator podobny ubikvitinu) viazu
na cielovy protein. Hromadiace sa udaje naznacuju, Ze
SUMOylacia zahffla Siroka S$kadlu proteinov vratane
transkripénych faktorov, membranovych receptorov, G-
proteinov, proteinov cytoskeletu, enzymov a cytosolovych
proteinov [27]. Mnohé bunkové mechanizmy a drahy,
do ktorych je SUMOylacia zapojend, su deregulované
pri viacerych typoch rakoviny. Niektoré zlozky SUMO
mechanizmu s nadmerne exprimované pri viacerych
malignitach, ¢o naznacuje, Zze SUMOylacia sa uplatiiuje
pocas tumorigenézy [26, 27].

Stvrty Klaster je tvoreny histénmi H4C6, H3-4, H1-4,
ktoré st podl'a naSho skimania down-regulované. Histény
su zakladné jadrové proteiny zodpovedné za Struktiru
nukleozomov chromozémového vlakna u eukaryotov.
Nukleozdmy pozostavaju z priblizne 146 bp DNA ovinutych
okolo histénového oktaméru, ktory pozostdva z parov
kazdého zo Styroch zakladnych histénov (H2A, H2B, H3 a
H4). Chromatinové vlakno sa dalej zhutiiuje prostred-
nictvom interakcie spojovacieho histonu H1 s DNA medzi
nukleozémami, ¢im sa vytvaraju chromatinové Struktiry
vys$sieho radu.

Identifikované DEG st sucéastou signalnych drah
asociovanych so skupinou signalnych drah Bunkové reakcie
na stres, ktorej sticatou je i signidlna draha Senescencia
buniek a Poskodenie DNA/telomérovy stres vyvolany
senescenciou. Bunkové starnutie (senescencia) je komplex-
na molekularna a biochemicka signala draha, ktora zohrava
ulohu v regulacii vyvoja a funkcie tkaniv, ako aj ako dolezity
homeostaticky mechanizmus, ktory posobi na zachovanie
integrity buniek a tkaniv po viacerych stresogénnych

inzultoch [13]. Uloha bunkovej senescencie v norméalnom
vyvoji mlieCnej zlazy, ako aj v inicidcii a progresii
karcinomu prsnika zostava nejasna [32].

Stidie poukazali na existenciu bariér nadorového
bujnenia, ktoré spomalujui alebo inhibuju progresiu pre-
neoplastickych 1ézii do neoplazie. Jedna z takychto bariér je
sprostredkovana onkogénom indukovanou senescenciou
[3]. Bunkova senescencia vykazuje vyznamné rozdiely
medzi normalnymi l'udskymi fibroblastami a mamarno-
epitelovymi bunkami [11]. Nedavne $tudie naznacuju, ze
bunkova senescencia je pritomnd v premalignom stave
(napr. v pl'icnych adenémoch) a chyba v malignych 1éziach
[6]. Hoci bunky karcinému prsnika nestarnt, za Specific-
kych stresovych podmienok, ako je deplécia ddlezitého
génového produktu alebo lie¢ba protinddorovymi latkami,
sa dostavaju do stavu bunkovej senescencie, ktory je
charakterizovany pozitivnym farbenim SA-b-gal [32].

Bunkové starnutie je stresova reakcia, ktora aktivuje
bunky vrodenej imunity, ale o jeho interakcii s adaptivnym
imunitnym systémom sa vie len malo. Autori prace [21]
ukazali, Ze senescentné bunky kombinuji niekolko
vlastnosti, ktoré ich robia vysoko uU¢innymi pri aktivacii
dendritickych buniek (DC) a antigén-Specifickych CD8 T
buniek. Patri sem uvoltiovanie alarminov, aktivacia signa-
lizacie IFN, rozSirené mechanizmy MHC triedy I a prezen-
tacia sebapeptidov suvisiacich so senescenciou, ktoré mézu
aktivovat’ bunky CD8 T. V suvislosti s rakovinou vyvolava
imunizacia senescentnymi rakovinovymi bunkami silnu
protinddorovi ochranu sprostredkovand DC a bunkami
CD8 T. Tato ochrana je lepsia ako imunizacia rakovinovymi
bunkami, ktoré prechadzaji imunogénnou bunkovou
smrt'ou. Napokon, indukcia senescencie v I'udskych primar-
nych rakovinovych bunkach zvySuje aj ich schopnost
aktivovat autolégne antigén-Specifické nddorové infiltru-
jice CD8 lymfocyty. Stidia teda naznaduje, Ze senescentné
rakovinové bunky mozno vyuzit na vytvorenie ucinnej a
ochrannej protinddorovej imunitnej odpovede zavislej
od CD8 [21].

Zaver

Cytotoxické CD8+ T-bunky zohravaju kl'icovd ulohu
pri eliminacii malignych buniek a mézu poskytovat
dlhodobu ochrannt imunitu. Adaptuji sa na rozmanité a
dynamické metabolické prostredie, s ktorym sa stretavaju
v obehu a v tkanivach. Okrem toho moézu zmeny v meta-
bolizme celého tela v dosledku chorobou vyvolanych zmien
ovplyvnit imunitu sprostredkovani bunkami CD8+ T.
Adapticia CD8+ T buniek v Specifickom prostredi ndm
pomaha pochopit, ako tieto bunky chrania pred nddormi.
Vysledky nasho skumania naznacCuji, Ze v pripade
luminalneho-A KP dochadza k zmenam expresie proteinov
CD8+ T-buniek v porovnani s kontrolnymi vzorkami.
Napriek sl'ubnym vysledkom dosiahnutym v tejto $tudii je
nevyhnutné v budticnosti zvacsit pocetnost’ skupin skiima-
nych subjektov, aby bolo mozné vyslovit konzistentné
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zavery o pozorovanych zmenach v proteéme CD8+ T-
buniek luminéalneho-A KP.

Summary

The aim of this study was to investigate some aspects
of the molecular mechanisms of luminal-A breast cancer
(KP). Tounderstand the role of CD8+ T-lymphocytes
isolated from the peripheral blood of patients with luminal-
A KP, proteome analysis by LC-MS/MS in conjunction
with bioinformatics analysis of protein/gene expression
was performed with the intention of finding central
proteins that could shed light on the manifestations and
mechanism of this disease. Differentially expressed
proteins/genes (DEGs) between the KP patient group and
controls were analyzed in a protein-protein interaction
network using MCODE and ReactomeFI Cytoscape plug-ins.
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Analyza vplyvu Luminal A karcindmu prsnika na proteomicky profil CD4+
T-lymfocytov
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V sticasnom vyskume karcindmov Specidlna pozornost’ je zamerand na zloZitu interakciu medzi imunitnym systémom a
nddorom. Prezentovand prdca je zamerand na proteomicki analyzu CD4+ T lymfocytov izolovanych z periférnej krvi pacientov
s karcinomom prsnika, konkrétne podtypu Luminal A karcinému prsnika. Porovnanim kvantitativnych proteomickych profilov
CD4+ T lymfocytov a kontrolnych vzoriek zdravych subjektov bolo identifikovanych 61 proteinov s rozdielnou expresiou
v porovndvanych skupindch. V skupine vzoriek pochddzajticich s Luminal A podtypu nddorového ochorenia prsnika boli potvrdené
downreguldcie proteinov zastipenych v signdlnych drdahach cytokinov v imunitnom systéme, konkrétne signalizdcia interleukinu
12 (IL12) ako aj signalizdcia interferénov. Downreguldcia signdlnej drdhy IL - 12, ktory sa podiel'a na diferencidcii naivnych
T buniek na pomocné Th1 bunky (T helper cells), poukazuje na priame zapojenie CD4+ T lymfocytov pri interakcii imunitného
systému s nddorovym ochorenim.

Namerané vysledky naznacujil, Ze imunosupresivne prostredie nddoru tak okrem priameho ttlmu diferencidcie naivnych CD4+
T buniek na Thl bunky s potvrdenou protinddorovou aktivitou md za ndsledok aj zniZenie imunitnej odpovede pomocou
cytotoxickych CD8+ T buniek a natural killer cells (NK bunky, prirodzené zabijacské bunky), ako hlavnych faktorov protinddorovej

imunity v désledku downreguldcie signdlnych cytokinov.

v

Klicové slova: CD4 T lymfocyty, proteomika, rakovina prsnika, Luminal A

Keywords: CD4 T lymphocytes, proteomics, breast cancer, Luminal A

Uvod

Karcindm prsnika predstavuje jednu z najcastejsich
malignit postihujtcich Zeny po celom svete, a napriek
pokrokom v diagnostike a lieCcbe =zostiva vyzvou
v medicinskom vyskume. V sti¢asnosti nam rastice pocho-
penie imunobiolégie a imunoterapie otvara nové moznosti
v boji proti tomuto komplexnému ochoreniu. Jednym z
kI'i¢ovych hracov v imunitnej odpovedi by podl'a najnov-
Sich informacii mohla byt aj skupina CD4+ T lymfocytov,
ktora zohrava kriticki tlohu v reguldcii imunitného
prostredia nadorovych 1ézif a je su¢astou komplexnej siete
interakcii v ramci nadorového mikroprostredia [1].
Vysledna interakcia CD4+ T lymfocytov snadorovymi
bunkami vSak zavisi od v¢asnej aktivacie naivnych CD4+ T
buniek. K samotnej aktivacii naivnych CD4+ T lymfocytov
dochadza po stimulacii T bunkového receptora (TCR) a
inych povrchovych receptorov naivnych CD4+ T buniek.
Tieto receptory rozpoznaju set Specifickych antigénnovych
peptidov v komplexe s molekulami hlavného histokompa-
tibilného komplexu (MHC) a zaroven pod vplyvom okolia,
konkrétne pritomnych signalnych molekual cytokinov,
dochadza k aktivacii T buniek [5]. Po tejto aktivacii, CD4+ T
bunky podliehajt klonalnej expanzii a diferenciacii na CD4+
efektorové T bunky. Pocas tejto fazy cytokinové signaly
z prostredia ovplyviiuju transkripéné programy v aktivova-
nych CD4+ T bunkach a usmernuju diferencidciu smerom

k CD4+ T bunkovym linidm, ktoré produkuju Specifické
stbory efektorovych cytokinov. V sticasnosti je na zaklade
charakteristickej sekrécie cytokinov definovanych viacero
podskupin CD4+ T pomocnych buniek. Patria tam Th1, Th2,
Th17, Th9, Th22, regulatné T bunky (Tregs) a folikularne
pomocné T bunky (TFH) [4,7] (Tab. 1).

Jednotlivé podtypy CD4+ T-lymfocytov vo v§eobecnosti
plnia ddlezité imunoregulac¢né ulohy v adaptivnej imunite,
vratane aktivacie B lymfocytov, cytotoxickych CD8+
T lymfocytov a NK buniek [11]. Je vSak déleZzité pozna-
menat, Ze jednotlivé podtypy CD4+ T lymfocytov mézu
v zavisloti na podmienkach vykazovat svoj dudlny charak-
ter ¢o moze v zavere ovplyvnit anti- vs protumorigénnu
rovnovahu imunitnej odpovede pomocnych T buniek
pri interakcii s nddorom (Tab. 1) [2].

VdnesSnej dobe je uz tiez zrejmé, Ze nie vSetky
aktivované CD4+ T lymfocyty bunky sa terminalne
diferencuju, ale ich podstatna Cast zostava plasticka a moze
byt schopna ziskat d’alSie vlastnosti a funkcie ako sucast
sekundarnej imunitnej odpovede [4]. NajnovSie poznatky
zdoraziuju doleziti rolu CD4+ T lymfocytov v kontexte
imunoterapie a cielenej lie¢by rakoviny prsnika. Kombino-
vané pristupy, ktoré zahfiaji modulaciu CD4+ T buniek a
d’al$ich imunitnych efektorov, sa javia ako sl'ubné smero-
vanie v snahe maximalizovat terapeuticky uc¢inok a mini-
malizovat neziaduce ucinky [9].
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Cytokiny potrebné | Vzniknuty | Cytokiny produkované Biologicka funkcia Biologicka funkcia
pre diferenciaciu subtyp konkrétnym podtypom vzniknutého podtypu vzniknutého podtypu
naivnych CD4+ T CD4+T CD4+T bunky CD4+T lymfocytu - CD4+T lymfocytu - pro

buniek lymfocytu protinadorovy uc¢inok nadorovy uc¢inok
IFN-y, IL-12, Th1l IFN-y, IL-2, TNF-a inhibicia metastaz a podpora expresie
angiogenézy, indukcia imunosupresivnych
apoptézy rakovinovych molekul
buniek, indukcia fragility Treg,
polarizacia M1 makrofagov
1L-4, Th2 IL-4, IL-5, IL-10, IL-13,|nabor makrofagov eozinofilov, |indukcia iniku tumoru
IL-17 indukcia apoptézy imunitného systému,
rakovinovych buniek inhibicia procesingu
antigénu a prezentacie,
aktivacia Treg buniek, M2
polarizacia makrofagov
IL-4, TGF-R Th9 IL-3, IL-9, IL-21 nabor dendritickych buniek, |prezitie a migracia
indukcia tumor Specifickych  [rakovinovych buniek,
CD8+ T buniek indukcia Treg buniek
IL-6, TGF-3 Th17 IL-17a, IL-17f nabor CD8+T buniek, indugcia angiogenézy,
dendritickych a NK buniek indukcia prezitia
rakovinovych buniek
IL-6, IL-21 Tth IL-6, IL-21 nabor imunitnych buniek do |[imunosupresia, pomocna
TME, indukcia B buniek pre  |funkcia pri B bunkovom
protinddorovi odpoved lymféme
IL-10, IL-35, TGF- Treg IL-10, IL-35, TGF-13 protizapalova funkcia imunosupresia,
tolerogénny efekt

Tabul'ka 1. Prehl'ad podtypov CD4+ T lymfocytov s popisom podmienok diferencidcie naivnych CD4+ T buniek na ich
podtypy. Popis biologickej funkcie jednotlivych vzniknutych podtypov CD4+ T lymfocytov.

V stcéasnom vyskume rakoviny prsnika preto stiipa
zaujem o hlbSiu analyzu CD4+ T lymfocytov na proteo-
mickej drovni.

Nas vyskum sa zameral na identifikaciu $pecifickych
proteinovych markerov sprevadzajtcich aktivaciu CD4+ T
lymfocytov u pacientov s Luminal A podtypom rakoviny
prsnika s cielom poskytnuit doéleZité informdcie o prebie-
hajucej interakcii CD4+ T lymfocytov s nadorovym ochore-
nim. Tento pristup k $tidiu spravania sa CD4+ T lymfocytov
in vivo pri vybranom podtype karcinému prsnika méze
poskytnut inovativne nahl'ady do biologickych mechaniz-
mov, ktoré riadia naslednti imunitnd odpoved.

Material a metddy

1. Vyber pacienta

boli
diagnostikovanych pacientok s karcinémom prsnika (KP)

Vzorky periférnej krvi odobrané od novo

pred zacatim akejkol'vek terapie kvoli minimalizacii
potencionalnych proteomickych zmien vyvolanych tera-
piou. Stidia bola vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou
a bola schvalena Etickou komisiou LF UPJS v Kosiciach,
protokol koéd 9N/2021, datum schvalenia 17.6.2021,
Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura
2020/EK/06047, datum schvalenia 25. 6. 2020, a Etickou
komisiou Vychodoslovenského onkologického ustavu a. s.,
protokol kéd EK/1/06/2020, daitum schvélenia 1. 6. 2020.
Randomizované vzorky periférnej krvi z kontrolnej skupiny

zdravych subjektov boli ziskané z Gynekologicko-porodnic-
kej kliniky LF UPJS a UN LP v Kosiciach, vzorky s TNBC boli
odobraté na I. chirurgickej klinike LF UPJS a UN LP
v KoSiciach. Informovany suhlas (2020/EK/06407) bol
ziskany pisomne od zZien v oboch skupinach, kontrolnej
skupine a skupine s rakovinou prsnika (podtyp Luminal A).
Vsetky vzorky boli ziskané v obdobi od jina 2022 do marca
2023. Bolo pouzitych 10 vzoriek kontrolnych vzoriek zdra-
vych subjektov (bez naddorového ochorenia) s priemernym
vekom 69 rokov (vrozmedzi 38-84 rokov), 5 vzoriek
od pacientok srakovinou prsnika podtypom Luminal
A s priemernym vekom 64 rokov (v rozmedzi 56-76 rokov).

2. Odber krvi

Vzorky periférnej krvi o objeme 10 mL boli zbierané
do skiimaviek BD Vacutainer K2ZEDTA, chladenych na 4 °C,
a spracované do 30 mintt od ziskania. 10 mL periférnej krvi
bolo zriedenych 20 mL fyziologickym roztokom (PBS obsa-
hujicim BSA a EDTA, pH =7,4) a nasledne boli centrifu-
gované pri 600x g po dobu 10 minut pri 4 °C. Horna vrstva
plazmy bola odstranena a doplnena izola¢nym roztokom
tak, aby kone¢ny objem bol 10 mL.

3. Izoldcia CD4+ T-lymfocytov

K 250 pL oplachnutych magnetickych guli¢iek CD4+
(Dynabeads™ CD4+, Fisher
Scientific) sa pridala zriedena krv. Nasledne sa zmieS$ali
v Multirotatore (Multi Bio RS-24, Biosan) pri 4 °C po dobu
20 minut. Skimavka s vzorkou a magnetickymi gulickami

Invitrogen od Thermo
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bola vloZend do stojana s magnetom (DynaMag™-50
Magnet, Invitrogen od Thermo Fisher Scientific). Super-
natant bol opatrne odobrany do novej 50 mL skumavky.
Zachytené magnetické gulicky boli trikrat oplachnuté
izola¢nym roztokom.

4. Digescia v roztoku

Koncentracia proteinov bola stanovena pomocou
bicinchoninovej metédy (BCA metéda - vyuziva Kyselinu
bicinchoninovud (BCA) k spektrofotometrickému stanoveni
celkovych proteinov pomocou alkalickej redukcie med'na-
tého i6nu na medny proteinom a naslednt chelataciu
medného iénu kyselinou bicinchoninovou) pomocou sady
QuantiPro BCA Assay Kit (Sigma-Aldrich). K poZadovanym
objemom roztoku 1,4-ditiotreitolu (DTT) 0,025 M (Cistota =
98 %, Biorad) sa pridala vzorka a nasledne sa inkubovali v
termostate pri 60 °C po dobu 30 minut. Nasledne sa pridali
poZadované objemy roztoku Indol 3 kyseliny octovej (1AA)
0,25 M (¢istota = 99 %, Biorad), po ¢om sa vzorky inkubo-
vali v termostate v tme pri 21 °C po dobu 30 minut. Pridany
bol aj roztok CaCl2 5 mM (Cistota = 98 %, Merck), nasledo-
vany trypsinom (Roche) v pomere trypsin/vzorka = 1: 40
(h/h). Vzorky sa inkubovali pri 21 °C cez noc a potom sa
okyslili na pH=3 pridanim 20 % kyseliny mravencej
(Merck). Objem vzorky bol upraveny pomocou SpeedVac
(Labconco). Vzorky boli centrifugované pri 18 000 g, 4 °C.

5. Proteomickd analyza (LC-MS/MS) a identifikdcia
proteinov v databdze

Na proteomicku analyzu sme pouzili nanokvapalinovy
chromatograf (HPLC systém Ultimate 3000 RSLC Nano,
Thermo Fisher Scientific) spojeny s hmotnostnym spektro-
metrom (Amazon Speed ETD s i6énovym zdrojom
CaptiveSpray, Bruker Daltonik) zapojeny v prekonce-
tra¢nom usporiadani. Celkovo 1 ug peptidov z izolovanych
lymfocytov (5 pL injikovanej vzorky skoncentraciou
0,2 pg/uL) bolo zachytenych na koléne Acclaim® PepMap
Cis trap (100 pm x 2 cm, vel'kost' ¢astic 5 pm, velkost poérov
100 A). Zachytené peptidy boli nasledne separované
na analytickej koléne PepMap RSLC Cig (75 pm x 30 cm,
velkost' Castic 3 pm, velkost pérov 100 A). Na nastrek
vzorky sa pouzila 98 % voda a2 % acetonitril s 0,1 %
kyselinou mravencou pri prietoku 8 puL/min. Proces elicie
zahfiial pouzitie dvoch mobilnych faz s réznymi zlozeniami:
mobilna fdza A pozostavala z 98 % vody a 2 % acetonitrilu
s 0,1 % kyselinou mravencou, zatial' ¢o mobilna faza B bola
zloZend z 95 % acetonitrilu a5 % vody s 0,1% kyselinou
mravencou. Elu¢ny gradient zac¢inal pomerom 96 % Aa 4 %
B podas prvych 5 minit. Dal$ich 90 mindt sa pomer
mobilnej fazy B linedrne zvySoval od 4 % do 35 %. Po tomto
nasledovala 10-mindtova oplachovacia faza kolony
pomocou 98 % fazy B, nasledovana 15-minutovou re-
ekvilibraciou kolény pomocou 4 % B mobilnej fazy. Pocas
celého gradientu elicie bola udrZiavana rychlost prietoku
na urovni 0,3 pL/min. Analyza eluovanych peptidov bola
vykonand  pomocou  hmotnostného  spektrometra
s ionizaciou elektrospray (ESI). Parametre skenovania MS

pouZité v experimente boli nasledujuce: pozitivny meraci
mod, so zvySenym rozliSenim skenov a kontrolou iénového
naboja (ICC) nastavenou na hodnotu 400 000. Maximalny
¢as akumuldcie bol 50 ms a analyzovany hmotnostny rozsah
bol od 300 do 1300 m/z. Parametre skenovania MS/MS boli
nasledujtce: cielovy ICC bol nastaveny na 500 000,
maximalny ¢as akumulacie 100 ms a $irka izolacného okna
bola 2,2 m/z. Identifikacia proteinov sa vykonavala pomo-
cou vyhladavacieho algoritmu Mascot (Matrix Science,
verzia 2.8.0) spolu s databazou SwissProt (verzia 2023_02).
Kritéria vyhl'adavania boli nasledujice: taxonémia bola
obmedzend na Homo sapiens (clovek), ako enzym bol
pouzity trypsin, karbamidometylacia cysteinu (C) bola
nastavena ako fixna modifikacia a oxidacia metioninu (M)
bola povolena ako premenna modifikacia. Povolené boli az
dva vynechané trypsinové Stepy a zohl'adniované boli len
peptidy so stavmi naboja +2 a +3 o minimalnej dizke 3
aminokyselin.

6. Kvantifikdcia proteinov bez oznacenia,
identifikdcia protein-proteinovych interakcii
a génovd obohacovacia analyza

Technické triplikaty boli spracované pomocou softvéru
Proline (Proline Studio 2.0.1, http://proline.
profiproteomics.fr/). Na zhodu peptidov bolo poZadované

minimalne skére 20 ahodnota vyznamnosti p < 0,05.
Na vyhodnotenie kvantity proteinov sme pouzili mieru
falosného vyskytu (FDR) < 1 % a pozadovali sme asporii dva
jedine¢né peptidy. Protein-proteinové interakcie boli
analyzované pomocou online nastroja https://string-
db.org/. Na vypocet génového obohatenia signalnych drah
bol pouzity Reactome analysis tool https://reactome.
.org/gsa/home s algoritmom Camera podobnym algoritmu
GSEA implemetovanom v limma baliku.

Vysledky

Neznacend proteomickd analyza CD4+ T lymfo-
cytov.

Proteomickou analyzou CD4+ T lymfocytov bolo
vovzorkdch Luminal A podtypu karcindmu prsnika
u zdravych jedincov celkovo identifikovanych 830
proteinov. Z celkového poctu identifikovanych proteinov
bola na zaklade kvantitativneho profilovania proteinov bez
znacCenia potvrdenad diferencidlna expresia proteinov
v CD4+ T lymfocytoch Luminal A podtypu karcinému
prsnika a zdravych jedincov u 61 proteinov. V tychto 61
Statisticky vyznamne zmenenych proteinoch v subpopu-
lacii CD4+ T lymfocytov (ndsobnd zmena relativnej
koncentracie proteinu vyjadrena ako logzfold change = 2
alebo < -2, hodnota vyznamnosti t.j. p-hodnota < 0,05
vyjadrena ako -logio p hodnoty) bolo identifikovanych 30
proteinov, ktorych expresia bola regulovana smerom nahor
vo vzorkach pacientok skarcindbmom (upregulacia)
pri porovnani s kontrélnymi vzorkami zdravych subjektov.
Dalsich 31 proteinov bolo regulovanych smerom nadol
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(downregulacia) v CD4+ T lymfocytoch v pacientoch
s Luminal A podtypom karcinému prsnika a u zvySnych
identifikovanych proteinoch nebola tito zmena bud
Statisticky vyznamna alebo nespliiala stanoventd hranicu
zmeny expresie (tzv. fold change). Celkovl analyzu
zahriiujicu identifikované proteiny a ich zmenu v expresii
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Obrdzok 1 Vulcano plot zobrazujici Statisticky vyznamné zmeny v expresii proteinov (ndsobnd zmena relativnej

koncentrdcie proteinu vyjadrend ako logzfold change > 2 alebo < -2, hodnota vyznamnosti t.j p-hodnota < 0,05 vyjadrend ako -

log1o p hodnoty) vo vzorke CD4+T lymfocytov izolovanych z periférnej krvi pacientov s diagnostikovanym Luminal A podtypom

karcinému prsnika. Downregulovand expresia proteinov je zndzornd modrou farbou a upreguldcia cervenou farbou.

VSetkych 61 Statisticky vyznamne zmenenych
proteinov bolo podrobenych analyze protein-proteinovych
interakcif. Analyza vykonand pomocou string-db.org
poukazala na zvyseny pocet vzajomnych interakcii medzi
proteinmi v ktorych boli identifikované zmeny v expresii.
Takato zvySend miera vzajomnych protein-proteinovych
interakcii naznacuje, Ze vybrané proteiny su aspon
CiastoCne biologicky prepojené ako skupina. Zobrazenie

tychto protein-proteinovych interakcii spolu so zobrazenim
ich funkéného zastipenia vjednotlivych signalnych
drahach je znazornené na obrazku 2.

Z celkového poctu 61 proteinov bolo 21 proteinov
zahrnutych vsigndlnej drahe metabolizmu proteinov
(FDR=1,5-5) ktoré st znazornené modrou farbou. Dvadsat’
proteinov znazornenych cervenou farbou pochadzalo
zo signalnej drahy imunitného systému (FDR=7,51-5).
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Obrazok 2 Zobrazenie proteinovych interakcii vybranej skupiny 61 identifikovanych Statisticky vyznamne zmenenych
proteinov spolu so zobrazenim ich funkcného zastiipenia v jednotlivych signdlnych drahach. Modrou farbou st zndzornené
proteiny zahrnuté v signdlnej drahe metabolizmu proteinov (Reactome pathway HSA - 392499) a ervenou farbou su zndzornené
proteiny suvisiace s imunitnym systémom (Reactome pathway HSA - 168256).

Génovd obohacovacia analyza

Génova obohacovacia analyza (GSE) spracovana

so Statisticky vyznamne zmenenych identifikovanych

proteinov v stanovenej hladine vyznamnosti (p <0,05)
poukazala na ovplyvnenie troch signalnych drah u CD4+
T lymfocytov krvi

izolovanych z periférnej pacientov

s Luminal A podtypom karcindmu prsnika vo¢i kontrolnym

vzorkdm. Konkrétne sa jedna o downregulaciu signalnych
drah imunitného systému spojenych so signalizaciou
interleukinmi, signalnej drahy suvisiacej s prenosom
signalu a signélnej drahy posttranslacnych proteinovych
modifikacii v CD4+ T lymfocytoch pri Luminal A podtype

karcinému prsnika (Tab. 2).
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Nazov signalnej drahy regulacia p hodnota pocet priemerny fold
identifikovanych change
génov
Cytokine Signaling in Immune system Down 0,038 4 -2,295
Signal Transduction Down 0,04 4 -2,292
Post-translational protein modification Down 0,045 5 -2,029

Tabul'ka 2 Signdlne drdhy identifikované pomocou GSE analyzy v ktorych doslo k zmendm v expresii proteinov
spltiajiice interval spol'ahlivosti p < 0,05. GSE analyza bola vykonand pomocou online analytického ndstroja dostupného

na Reactome | Pathway Browser

Z tychto troch identifikovanych signalnych ciest bola na
hladine Statistickej vyznamnosti s hodnotou p =0,0388
najlepsie popisana signdlna drdha imunitného systému
spojena so signalizaciou interleukinmi. Celkovo v nej bolo

®
Cytokine Signaling
in immune system

Immune System

Signaling by
Interleukins

Interleukin-12
family signaling

identifikovanych 6 entit a konkrétne 2 proteiny ADP-
ribosylation factor 1 (ARF1) a Lamin-B1 (LMNB1) ktoré st
zapojené priamo v signalnej drahe interleukinu 12 (IL-12).
Tato signalna draha je znazornend na obrazku 3.

Gene and proteins expression
by JAK-STAT signaling after

Interleukin-12 signaling
interleukin-12 stimulation

Obrdzok 3 Zobrazenie signdlnej drahy interleukinu 12 v imunitnom systéme

Signdlna draha spojena s reverzibilnou hydrataciou
oxidu uhli¢itého bola jedinou upregulovanou signalnou
drahou v CD4+T lymfocytoch izolovanych z periférnej krvi
pacientov s Luminal A podtypom karcindmu prsnika voci
kontrolnym vzorkdm ktora vsak nespliiala stanovent
hodnotu vyznamnosti p < 0,05. Z tejto signalnej drahy, ktora
sa sklada zo 17 entit bola upregulacia potvrdena len
u karbonickej anhydrazy.

Diskusia

Z proteomickej analyzy CD4+ T lymfocytov izolovanych
z periférnej krvi pacientov sLuminal A karcindmom
prsnika anaslednej analyze génového obohatenia bola
identifikovand downreguldcia cytokinovej signalizacie v
ramci imunitného systému. Signalizacia pomocou cytoki-
nov je nevyhnutnou sucastou pri diferenciacii naivnych
CD4+ T buniek na podtypy CD4+ T lymfocytov. Konkrétne
pri downregulacii signalnej drahy interleukinu 12 dochadza
k obmedzeniu moznosti diferenciacie naivnych CD4+
T buniek na podtyp Th1l CD4+ T lymfocytov. Th1 pomocné
bunky st pritom zndme svojim proti nddorovym ucinkom,
konkrétne st zodpovedné za inhibiciu angiogenézy
ametastdz, indukciu starnutia a apoptézy rakovinovych
buniek ako aj indukcie krehkosti regulacnych T buniek
(Treg), subpopulacie CD4+ T lymfocytov. Vytvorené Thl
pomocné bunky zaroven produkuju efektorové cytokiny
ako interleukin 2 (IL-2) a spatnou sluckou aj interferén

gama (IFN-y) ktory je kltdcovym cytokinom v dalSej
polarizacii naivnych CD4+ T buniek na Th1l bunky [10].
Interferén gama taktieZ patri medzi multifunkéné cytokiny
a zohrava nezastupitelnd ulohu v systémovej a lokalnej
imunite a podiela sa pri takmer vSetkych zapalovych
reakciach [6].

Pomocnymi bunkami sekrétovany IL-2 je pleiotropny
cytokin zapojeny do roéznych signalnych drah. To umoziiuje
IL-2 kontrolovat diferencidciu a homeostazu prozapalo-
vych aj protizapalovych T buniek a je zdkladom pre urcenie
molekularnych detailov imunitnej regulécie. IL-2 receptor
sa spaja s tyrozinkindazami JAK a aktivuje transkrip¢né
faktory STATS. IL-2 je kl'i€ovym reguldtorom metabolizmu
T buniek avsak je aj Coraz jasnejSie, Ze v kazdej podskupine
T buniek bude IL-2 signalizovat’ v ramci inych sieti prenosu
signalu, ktoré budu spolo¢ne formovat transkripéné a
metabolické programy, ktoré urcuji osud T buniek [8].
Mechanizmus, ktory riadi rozhodovanie o osude buniek,
zavisi od integracie viacerych spustanych signalov
antigénovym receptorom T buniek (TCR), ktory rozpoznava
vlastny alebo cudzi peptid spojeny s molekulami hlavného
histokompatibilného komplexu (MHC) a radom cytokino-
vych receptorov ktoré su stimulované podla cytokinov
pritomnych v extracelularnom prostredi [3]. ZniZenie
citlivosti buniek na cytokinovu signalizaciu pochadzajicu
z extracelularneho priestoru méze sposobit supresiu
diferencidcie naivnych CD4+ T buniek ktoré sa mézu
diferencovat do viacerych efektorovych podskupin
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s odliSnymi liniami a Specifickymi imunitnymi funkciami.
Tieto pomocné Th bunky hraju kl'icovu tlohu pri sptustani
a formovani adaptivnej imunitnej odozvy a pomdahaju
organizovat obranu hostitela aj proti réznym triedam
patogénov. Okrem tohto signaly pochadzajicu z extracelu-
larneho priestoru moéZe okrem rozhodovania o osude
buniek mat’ vplyv na kontrolu vel'kosti T bunky, na efekto-
rovd odpoved’ a takto nastavia rovnovahu medzi ti¢innymi
a patologickymi imunitnymi odpoved’ami. Zaroven existuju
dokazy, ze vsetky Th bunky, snad’ s jednou vynimkou, Treg
bunky, si po diferenciacii zachovavaju urcity stupen plasti-
city efektorovych buniek. To umoziiuje prispésobenie sa
imunitnej reakcie na meniace sa okolnosti na zaklade
prichadzajucich stimula¢nych alebo inhibi¢nych stimulov.

S prichodom novych technolégii moéZeme sucasne
merat tisicky proteinov a desiatky cytokinov spolu s inymi
markermi, ako st tumor faktory (TF), integriny alebo
chemokinové receptory uz na drovni jedinej bunky. Takato
citlivost nam teoreticky dava moznost sledovat a katego-
rizovat kazdu jednu Th bunku na zdklade jednotlivych
cytokinov alebo TF v konkrétnom case. Zaroven je vsak
nesmierne dolezité si uvedomit, Ze takato miera citlivosti
so sebou prinasa aj mozné riziko prehliadnutia skutoc¢nej
komplexnej biolégie a bunkového ciel'a skrytého vo chvil-
kovej expresii urcitych cytokinov [12].

Summary

In current cancer research, special attention is focused
on the complex interaction between the immune system
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Zmeny protedmu monocytov CD14 periférnej krvi u pacientok
s Luminal A podtypom karcindmu prsnika
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Rakovina prsnika je podla GLOBOCAN 2020 u Zien najcastejsie diagnostikovanou malignitou vo svete a hlavnou pri¢inou
umrtia u Zien na zhubné ochorenie. Predstavuje vyzvu pre novi éru vysoko integrovanej presnej diagnostiky a personalizovanej
onkomediciny. Vyskyt rakoviny prsnika narastd vo vsetkych regiénoch sveta. Z tohto dévodu, napriek pokroku v jeho detekcii
a liecbe, ktory sa premieta do zniZovania umrtnosti, sa zdd byt potrebné hladat' nové terapeutické metddy, prediktivne
a prognostické faktory.

Vysledky mnohych Studii viedli k zdveru, Ze progresia rakoviny indukuje systémové imunitné zmeny u hostitela. V periférnej
krvi a lymfoidnych orgdnoch pacientov s rakovinou boli identifikované zmeny v pocte a funkcii imunitnych buniek - imunocytov.
Progresia malignity je komplikovany proces regulovany interakciami medzi bunkami nddoru aimunitného systému
prostrednictvom bunkovych a molekuldrnych faktorov v organizme a mikroprostredi nddoru.

Proteomické technoldgie produkuji délezité tidaje pri diagnostike rakoviny prsnika, objavovani a overovani prognostickych
a prediktivnych biomarkerov, zistuju genetické aberdcie na tirovni proteému, popisuju funkéné a regulacné drdahy a zdoérazriuju
Specifické proteinové a peptidové profily v ludskych tkanivdch, biologickych tekutindch, bunkovych linidch a zvieracich modeloch.
Pomdhaj identifikovat' rézne podtypy rakoviny prsnika a expresiu Specifickych proteinov a proteoforiem, posudit'ticinnost terapie
rakoviny na bunkovej a tkanivovej iirovni, ¢i dokonca identifikovat’ nové terapeutické cielové proteiny.

Tadto Studia je zamerand na zmeny v expresii proteinov imunocytov so znakom CD14 u pacientiek s karcinémom prsnika
(Luminal A) v porovnani so zdravou populdciou, ktoré boli kvantifikované pomocou proteomickych metdd. Najsignifikantnejsi
ndrast sme pozorovali u plektinu (PLEC), gelsolinu (GSN), matrixovej metaloproteindzy 9 (MMP9) a ABRA C - termindlneho
proteinu (ABRACL/MSP9). BliZsie skiimanie tychto proteinov méZe mat' v budiicnosti vplyv v imunoterapeutickom vyskume,

vcasnej predikcii a progndze ochorenia.

KTiicové slova: rakovina prsnika, proteomika, monocyty, makrofdgy

Keywords: breast cancer, proteomics, monocytes, macrophages

Uvod

Rakovina prsnika je najcastejSie diagnostikovanym
malignym ochorenim u Zien na celom svete s viac ako
2 miliénmi novych pripadov ro¢ne. Vyskyt sa za posledné
tri desatrocia zvysil v désledku screeningu a véasnej diag-
nostiky, ako aj zmenami profilov rizikovych faktorov.
Na zaklade hladin génovej expresie mRNA mozno karciném
prsnika rozdelit na 4 zakladné molekuldrne podtypy -
luminal A, luminal B, HER2-obohateny a triplne negativny
(TNBC). Molekularne podtypy poskytuju pohlad na nové
lieCebné stratégie a stratifikacie pacientov, ktoré nasledne
ovplyvnuju ich manazment. Liecba rakoviny prsnika zahfna
multimodalny pristup integrujtci chirurgiu, rddioterapiu a
systémov lieCbu. Tieto terapeutické pristupy vSsak nemdzu
zabranit vzniku rakoviny prsnika asd pouzivané len
v pripade vyskytu ochorenia. Iba komplexné pochopenie
molekularnych mechanizmov tumorogenézy a progresivny
vyvoj ucinnych pristupov mdze vyrazne zlepsit diagnos-
tické a terapeutické vysledky [3, 7, 11].

Vrodenda imunita ovplyviiuje primarny vyvoj nadoru,
rast, angiogenézu a Sirenie metastaz [8, 16]. Monocyty su

heterogénnou populaciou myeloidnych buniek exprimuji-
cich vysoké hladiny povrchovych proteinov CD14 (klasic-
ké), CD16 (neklasické) alebo oboch markerov (stredné).
Klasické monocyty cirkuluju v krvi, kde prechadzajti kon-
verziou na hliadkujice monocyty, podliehaju apoptdze
alebo transmigruju cez endotelové tkaniva. V tkanivach si
monocyty mdzu zachovat vacésinu svojho transkripéného
profily, ziskat schopnost’ prezentovat antigén a diferenco-
vat sa na makrofagy, dendritické bunky alebo supresorové
bunky odvodené od monocytovych myeloidov. Makrofagy
su casto Kklasifikované ako M1 makrofagy s proinflama-
téornym ucinkom a M2 makrofagy s antiinflamatérnym
ucinkom, ul'ahcujice remodelaciu a hojenie ran [20].

Pri solidnych nadoroch tvoria 5-40 % nadorovej hmoty
makrofagy spojené s nadorom (TAM). Predstavuja najcas-
tejSie funk¢ne aktivne bunky vrodenej imunity v mikro-
prostredi tumoru [4]. Existuje korelacia medzi po¢tom TAM
a zlou prognézou v zavislosti od typu nadoru. TAM sa
zvycajne podobaju makrofigom M2. Na rozdiel od M1-
makrofagov, ktoré maju prozapalové a protirakovinové
funkcie, M2-makrofagy posobia imunosupresivne, prispie-
vaju k remodelacii extracelularnej matrix a tym podporuja
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rast nddoru [15]. Faktory mikroprostredia nddoru vratane
hypoxie, cytokinov a rastovych faktorov produkovanych
nadorovymi bunkami asistujd v nabore monocytov
do nadorového tkaniva a ich diferenciacii smerom k makro-
fagom podobnym M2. Cirkulujice monocyty st prekur-
zormi vacsiny TAM, ktoré kontroluji rast nadoru ajeho
schopnost’ zakladat vzdialené metastazy. Existuje vysoka
korelacia proliferujucich TAM a nizkym prezivanim pacien-
tov v dosledku vysokej malignity nddoru. Vo vicSine
malignit, vratane rakoviny prsnika, pluc, prostaty a
vajecnikov, TAM vyrazne podporuji progresiu nadoru [8].
V ¢lanku porovniavame zmeny proteinovej expresie
vybranych proteinov v CD14 monocytoch v periférnej krvi
u pacientiek s karcinémom prsnika v porovnani so zdravou
populdciou. Cielom je potvrdit, Ze expresia proteinov
vyskytujucich sa v monocyto- makrofigovom systéme
moze byt ovplyvnena pritomnostou karcinému prsnika.

Material a metddy

Vzorky periférnej krvi boli odobrané od novo diagnosti-
kovanych pacientok s karcindmom prsnika (KP) pred
zacatim akejkol'vek terapie kvoli minimalizacii potencio-
nalnych proteomickych zmien vyvolanych terapiou. Stidia
bola vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou a bola
schvalena Etickou komisiou LF UP]§ v KoSiciach, protokol
kéd 9N/2021, datum schvalenia 17.6.2021, Etickou
komisiou Univerzitnej nemocnice L.Pasteura 2020/EK/
/06047, datum schvalenia 25. 6. 2020, a Etickou komisiou
Vychodoslovenského onkologického tstavu a.s., protokol
kéd EK/1/06/2020, datum schvalenia 1. 6. 2020. Randomi-
zované vzorky periférnej krvi zkontrolnej skupiny
zdravych subjektov boli ziskané z Gynekologicko-
pérodnickej kliniky LF UPJS a UN LP v KoSiciach, vzorky
s TNBC boli odobraté na I chirurgickej klinike LF UPJS
a UN LP v Kosiciach. Informovany suhlas (2020/EK/06407)
bol ziskany pisomne od Zien v oboch skupinach, kontrolnej
skupine a skupine s rakovinou prsnika (podtyp Luminal A).
VSetky vzorky boli ziskané v obdobi od jina 2022 do marca
2023. Bolo pouzitych 10 vzoriek kontrolnych vzoriek
zdravych subjektov (bez nddorového ochorenia) s priemer-
nym vekom 69 rokov (v rozmedzi 38-84 rokov), 5 vzoriek
od pacientok s rakovinou prsnika podtypom Luminal A s
priemernym vekom 64 rokov (v rozmedzi 56-76 rokov).
Vyber pacientov s diagnézou karcindm prsnika, podtyp
Lumindl A, bol uskutofneny na zdklade imunohisto-
chemickych vysledkov akreditovanym laboratériom Ustavu
patolégie UPJS LF a UNLP v KoSiciach, ¢islo registracie
158/Q-044, certifikovanym podla ISO 9001:2025,
s platnostou certifikdtu do aprila 2026. Akreditacia bola
udelena Slovenskou narodnou akreditatnou sluzbou
(SNAS).

Jednotlivym pacientom bolo odobranych 10 ml vendz-
nej krvi. Krv bola nasledne zriedena s 20 ml izolacného
roztoku (2 mmol EDTA+PBS+BSA) a centrifugovana pri 600
x g pocas 10 min pri 4 °C. Po centrifugacii sme odstranili
vrchnu Cast plazmy, tak aby vrstva buniek PBMC a erytro-

cytov ostala neporusend. Do tejto dvojvrstvy sa postupne
pridavali magnetické gulicky s jednotlivym CD14 znakom
(Invitrogen Dynabeads, Thermo Fisher Scientific, homo-
genita izolovanej populacie CD14 podla vyrobcu 98 % -
100 %) CD14, za ucelom separaciesubpopulacie mono-
nuklearnych leukocytov z periférnej krvi (PBMC). Po prida-
ni CD14 guli¢iek do skiimavky so zriedenou krvou doslo
k inkubacii po dobu 20 min pri 4 °C v Hulamixéri. Po inku-
bacii magnetické gulicky spolu s bunkami s prislusnym CD
znakom boli odseparované magnetom v magnetickom
stojane. Supernatant (zriedend krv bez buniek sCD14
znakom) bol pipetorom odstraneny do novej skumavky.
Magnetické gulicky s naviazanym CD14 znakom boli 3 krat
premyvané izolacnym roztokom. Po ukonceni premyvania
buniek, bolo k magnetickym gulickdim pridané 400 pl
50 mM NH4HCO3. VSetky Styri subpopulacie PBMC boli
sonifikované a vortexované v striedavom cykle. Sonifikova-
lo sa v ultrazvukovej vani (f=37 kHz, t =15 min) a ultra-
zvukovom bloku (y = 85 %, t = 15 min), vzorky boli vorte-
xované 5 min v chladnicke. Nasledne zo vSetkych vzoriek
boli magnetické gulicky odseparované magnetom. Kazda
vzorka sa delila na 3 frakcie. Prva frakcia c¢inila 200 pl
supernatantu vzorky a 1800 pl etanolu, kde pocas noci pri -
20°C doslo kzrazaniu. Druha frakcia bola len samotna
vzorka - supernatant odobrany z magnetickych guliciek,
uskladnena v chladnicke. Tretiu frakciu predstavovali
magnetické gulicky, ktoré boli odseparované v magnetic-
kom stojane a k nim sme pridali 120 pl invitrosolu. S touto
frakciou sa zopakoval cyklus sonifikovania a vortexovania.
Po skonceni tohto cyklu, tento typ frakcii bol inkubovany
cez noc v termomixéri pri 21 °C.

Na druhy den frakcie sjednotlivymi subpopuldciami
PBMC, ktoré boli cez noc zrazané s etanolom boli centrifu-
gované pocas 20 min pri 18 000 ga 4 °C. Po centrifugacii bol
etanolovy supernatant odstraneny a pelet vysuSeny. Do
vysuSeného peletu sa pridalo 150 pl 50 mM
NH4HCO3. Magnetické gulicky s CD14 znakom, boli cez noc
inkubované s invitrosolom anasledne boli odstranené
na magnetickom stojane. V dalSom kroku boli stanovena
koncentracia proteinov pomocou BCA metédy. Pri in-
solution digescii boli k vzorkdm pridané pozadované
objemy 0,025 M roztoku DTT a boli inkubované
v termomixéri pri 60 °C po dobu 30 minut. Ku vzorkam boli
pridané vypoctom stanovené objemy 0,25 M roztoku 1AA
a boli inkubované v termomixéri v tme, pri 21 °C a po dobu
30 minut. Napokon boli pridané vypocitané objemy 5 mM
roztoku CaClz abol pridany trypsin v pomere - trypsin:
vzorka = 1:40 (w/w). Vzorky boli inkubované pocas noci
pri 21 °C.

Nasledujtci deil boli vzorky okyslené na pH 2 az 3
pridanim 20 % kyseliny mravlej. VSetky vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
v SpeedVacu alebo pridanym loading roztoku. Vzorky boli
centrifugované (20 min., 18 000xg, 4 °C) a merané pomocou
metédy LC-MS na hmotnostnom spektrometri - iénova
pasca (Amazon speed ETD, Bruker Daltonics).
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LC-MS/MS analyza

Pre LC/MS experiment sme pouzili UHPLC systém
(Ultimate 3000 RSLC Nano, Thermo Fisher Scientific) a
hmotnostny spektrometer iénovej pasce (amaZon speed
ETD s i6novym zdrojom CaptiveSpray, Bruker Daltonik).
V kroku pripravy vzorky kvapalinovej chromatografie sa
pouzila metéda zachytavania a eluovania. 1 ug peptidov
z izolovanych lymfocytov (5 ul injikovanej vzorky s koncen-
traciou 0,2 ug/ul) sa naniesol a zachytil na zachytavacej
koléne Acclaim® PepMap C18 (100 um x 2 cm, vel'kost
gastic 5 um, pér 100 A vel'kost) pred elticiou a separaciou
na analytickej koléne PepMap RSLC C18 na d’al$iu analyzu
(75 um x 30 cm, vel'kost' &astic 3 um, velkost pérov 100 A).
Ako nanasaci roztok sa pouzila 98 % voda a 2 % acetonitril
s 0,1 % kyselinou mravcou. Prietok pri nanasani vzorky bol
8 ul/min. Elu¢ny proces zahrnal pouzitie dvoch mobilnych
faz s roznym zloZenim: mobilna faza A pozostavala z 90 %
vody a 10 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravcej, zatial' ¢o
mobilna faza B pozostavala z 95 % acetonitrilu a 5 % vody
s 0,1 % kyselina mravcia. Elu¢ny gradient zacinal s pome-
rom 96 % A a 4 % B pocas prvych 5 mintt. Po¢as nasleduji-
cich 90 minut sa pomer mobilnej fazy B postupne linedrnym
sposobom zvySoval zo 4 % na 35 %. Potom sa uskutoc¢nilo
10-minutové premyvanie kolény s pouzitim 90 % B, nasle-
dované 15-minttovou reekvilibraciou koldny s 4 % B. Poc¢as
celého elu¢ného gradientu sa prietok udrziaval na 0,3
ul/min. Analyza hmotnostnou spektrometriou s pouzitim
elektrosprejovej ionizacie (ESI) sa uskutoc¢nila na eluova-
nych peptidoch. Parametre MS skenovania pouZité
v experimente boli nasledovné: bol zvoleny kladny idnovy
méd so skenmi so zvySenym rozliSenim a kontrolou
ionového naboja (ICC) nastavenou na 400 000. Maximalny
¢as akumulacie bol 50 ms a analyzovany rozsah m/z sa
pohyboval od 300 do 1300. Okrem toho boli nastavenia
parametrov skenovania MS/MS nastavené na nasledujice
hodnoty: rezim s vysokym rozliSenim, cielovy ICC
nastaveny na 500 000, maximalny ¢as akumulacie 100 ms a
Sirkou izol4cie 2,2 m/z. Identifikacia proteinov sa uskutoc-

nila pouzitim vyhladavacieho algoritmu Mascot (Matrix
Science, verzia 2.4.0) spolu s databazou SwissProt (verzia
2020_02). Kritéria vyhl'adavania boli nasledovné: taxond-
mia bola obmedzena na Homo sapiens (¢lovek), trypsin bol
pouzity ako enzym, karbamidometylacia cysteinu (C) bola
nastavena ako fixna modifikacia a oxidacia metioninu (M)
bola povolena ako premenna modifikicia. Boli povolené az
dve chybné Stiepenia a do uvahy sa brali len peptidy
s nabitymi stavmi +2 a +3 a minimalnou diZkou 3.

Statistické metddy

Uskutocnila sa kvantitativna proteomicka analyza (bez
znacenia) CD4+ T-lymfocytov periférnej krvi Luminal
A karcinému prsnika v porovnani s kontrolnou skupinou.
Na vyhodnotenie beta-binomického testu sa pouzili vazené
spektralne pocty anavypocet p-hodnoty sa pouzil balik
BetaBinomial 1.2 R softvéru Proline Studio (Catalfamo, M.;
Henkart, P.A. Perforin and the granule exocytosis
cytotoxicity pathway. Curr. Opin. Immunol. 2003, 15, 522-
527) anominalna hodnota p < 0,05.

Vysledky

Na analyzu bolo celkovo pouzitych 15 vzoriek z toho 10
zdravych abudantov a5 chorych pacientiek s Luminal
A subtypom karcinému prsnika. Pouzitim kvantitativnej
met6dy bez oznacenia (spektralny pocet) sa uskutocnila
proteomickd analyza CD14+ T-lymfocytmi izolovanymi
z periférnej krvi pomocou nano-HPLC a ESI-MS hmotnost-
ného spektrometra s idnovou pascou. Diferencidlna expre-
sia proteinov CD14+ T-lymfocytov podtypu kaarcinému
prsnika Luminal A a zdravych jedincov bola analyzovana na
zaklade kvantitativného profilovania proteinov. V skupine
karcindmu prsnika Luminal A a kontrolnej skupine bolo
celkovo identifikovanych 515 proteinov ztoho signifi-
kantne zmenenych (log2FC = 1.5 or < -1.5, p-value < 0.05)
bolo 33 proteinov (Tab. 1). 1 protein bol down regulovany
a 32 proteinov bolo up regulovanych. Na vyhodnotenie
signalnych drah sme pouzili STRING a KEGG databazy.

Skratka proteinu Protein Logaritmicka nasobna
zmena (log ratio)

H2A1B_HUMAN Histone H2A type 1-B/E -1,5486
PGAM1_HUMAN Phosphoglycerate mutase 1 1,5305
APOBR_HUMAN Apolipoprotein B receptor 1,5406
HXK3_HUMAN Hexokinase-3 1,5475
GMFG_HUMAN Glia maturation factor gamma 1,585
IGHG4_HUMAN Immunoglobulin heavy constant gamma 4 1,585
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 1,6146
RPN2_HUMAN Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase subunit 2 1,6781
F16P1_HUMAN Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1,7137
ASC_HUMAN Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 1,737
TCP4_HUMAN Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15 1,737
ML12A_HUMAN Myosin regulatory light chain 12A 1,7447
MYL6_HUMAN Myosin light polypeptide 6 1,7472
MYL1_HUMAN Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform 1,7655
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COPG1_HUMAN Coatomer subunit gamma-1 1,7655
RAP1A_HUMAN Ras-related protein Rap-1A 1,8074
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha 1,8851
ANXA3_HUMAN Annexin A3 1,9005
PDIA3_HUMAN Protein disulfide-isomerase A3 1,9125
CAH1_HUMAN Carbonic anhydrase 1 1,9156
KCD12_HUMAN BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 1,9175
MCUR1_HUMAN Talin-1 1,9798
EF2_HUMAN Elongation factor 2 2

CD44_HUMAN CD44 antigen 2,0704
FKB1A_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 2,0995
HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta 2,1064
TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase 2,1155
ITAM_HUMAN Integrin alpha-M 2,152
GELS_HUMAN Gelsolin 2,1783
SUMO2_HUMAN Small ubiquitin-related modifier 2 2,263
MMP9_HUMAN Matrix metalloproteinase-9 2,2801
ABRAL_HUMAN Costars family protein ABRACL 2,433
PLEC_HUMAN Plectin 2,4594

Tabul'ka 1 Signifikantne zmenené proteiny (log2FC 2 1.5 or < -1.5, p-value < 0.05) ziskané porovnanim skupin Luminal
A versus kontrola. Proteiny st zoradené vzostupne. Histon H2A typ 1-B/E je jedinym down regulovanym proteinom. Zvysnych 32

proteinov je up regulovanych. NajsignifikantnejSie zmeny sme pozorovali u plektinu, aktin viaZuceho Rho aktivujiceho C -

termindlneho proteinu, matrixovej metaloproteindzy 9, malého modifikdtora stvisiaceho s ubiquitinom 2 (SUMOZ2) a gelsolinu.

Diskusia

V ¢lanku sme pomocou proteomickych technik analyzo-
vali zmeny vybranych proteinov v monocyto - makrofa-
govom systéme periférnej krvi pacientiek s karcinémom
prsnika v porovnani s kontrolnou skupinou. Periférna krv
predstavuje cennd vzorku na proteomickd analyzu
s minimalnou invazivitou, vysokou reprodukovatel'nostou
a minimalnym dyskomfortom pre pacienta.

Ludsky monocytovy diferenciatny antigén CD14 bol
prvym identifikovanym vzorkovym receptorom viaziicim
sa priamo na lipopolysacharidy. V literatire sa casto
pouziva ako marker kmenovych buniek. Je znamy aj ako
koreceptor pre niekol'ko Toll-like receptorov (TLR).
Prenasa produkty bakteridlnej bunkovej steny do TLR, aby
zapojil signalnu kaskadu na bunkovom povrchu aj v endo-
zomalnom kompartmente, a tym sprostredkoval pohotovu
reakciu vrodenej (nespecifickej) imunity na infekciu alebo
poranenie vedtce k poSkodeniu buniek. Okrem toho bola
potvrdena jeho tloha pri regulacii rakoviny, aterosklerézy
a metabolickych ochoreni [10].

Monocyty periférnej krvi st hlavnym zdrojom makro-
fagov spojenych s nadorom (TAM). Infiltracia TAM je
spojena s horsim klinickym vysledkom pri rakovine prsnika
a mnohych dalSich typoch rakoviny [24]. V $tudii sme sa
v dosledku vyssie spominanych asociacii zamerali na bunky
monocyto - makrofagového systému so znakom CD14 a hl'a-
dali najsignifikantnejsie zmeny v expresii ich proteinov.

Stddium proteému, t.j. proteinového komplementu
genomu, predstavuje sposob, ako ziskat viac informacii
o expresii proteinov a modifikacii proteinov v bunkach,
tkanivach a organizmoch. Pomocou proteomickych technik
je mozna systematickd a simultdnna analyza proteinov
exprimovanych urcitym typom bunky alebo tkaniva.
Proteomické technoldgie tieZ umoziuju merat mnoZzstvo
proteinov, charakterizovat posttranslacné modifikacie
(PTM) a Studovat proteinovil Struktiru a interakcie.
V porovnani so statickym gendmom je l'udsky proteém
rozmanitejsi, pretoZe pozostava z odhadovanych 500 000
proteinovych izoforiem odvodenych z priblizne 20 000
génov kodujucich protein [2]. Tento velky narast proteino-
vej diverzity je do zna¢nej miery sposobeny alternativnym
zostrihom a PTM proteinov. Gendmové technoldgie moézu
poskytnut iba statické informacie, pretoZe nie vSetky
génom kodované proteiny si exprimované vidy
a vo vSetkych typoch buniek. Okrem toho je mozné najst' len
slabu korelaciu medzi drovilami mnozstva transkriptov a
proteinov. VSetky tieto fakty naznacujd, Ze proteomické
aplikdcie moZno pouzit na preklenutie priepasti medzi
genémovymi informaciami a funkénymi proteinmi [12].
Z rovnakého dovodu boli pouZzité v naSom vyskume.

Gelsolin (GSN) (Obr.1) je najhojnejSim proteinom
viazicim aktin vI'udskom tele. Ovplyviiuje cytoskeletalny
remodeling, apoptdzu, diferenciaciu, pohyb a morfolégiu
buniek. Jeho proteinovd expresia varituje u mnohych
patologickych stavov, vratane neurodegenerativnych ocho-
reni, zapalov a nadorov. Baig a kolektiv uvadza suvislost
medzi zniZenou expresiou GSN a zvySenym rizikom
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karcindmu prsnika [1], zatial¢o zvySena expresia GSN je
vinych studiach spojena s horSou prognézou rakoviny
prsnika, plic a kr¢ka maternice [28]. Nizka expresia GSN
u pacientov s rakovinou hrubého c¢reva je priaznivym
faktorom, ktory zlepSuje prognézu. Dovodom je spomalenie
migracie malignych buniek kolorektdlneho karcinému
astagnacia ich bunkového cyklu [7]. Wang a kolektiv
vrecentnej Stadii zroku 2023 potvrdili gelsolin ako
excelentny biomarker na diferenciaciu pacientiek s karci-
némom prsnika a zdravej populacie [25]. V naSej studii bola
expresia gelsolinu 2,17 - nasobne vysSia u pacientiek
s karcindmom prsnika ako u pacientiek bez ochorenia.

Obrdzok 1 Gelsolin a jeho interakcie. Gelsolin je vapnikom
regulovany, aktin-modulujuci protein, ktory sa viaZe
na kladné konce aktinovych monomérov alebo filamentov,
¢fm brdni vymene monomérov. MéZe podporovat spdjanie
monomérov do filamentov (nukledciu), ako aj prerusovat’ uZ
vytvorené filamenty. Hrd tllohu v ciliogenéze. Na obrdzku si
zndzornené jeho interakcie s d'alSimi proteinmi. Skratky: GSN
- gelsolin, ACTA1- aktin, TWF-2 - twinfilin, PFN1-4 - profilin
1-4, WASL - neurdlny protein Wiskott - Aldrichovho
syndréomu, CTTN - kortaktin, TLN1-2 - talin 1-2, HCLS1-
bunkovo specificky protein hematopoetickej linie [23]

Aktin viazuci Rho aktivujici C - termindlny protein
(ABRACL) (Obr.2), v minulosti zndmy aj ako HSPC280,
patri do novej rodiny proteinov s nizkou molekulovou
hmotnostou. Jeho hlavnou funkciou je regulacia dynamiky
aktinu a migracie buniek, ¢im ovplyviiuje ich proliferaciu a
pohyb. Vysledky stadii potvrdili, Ze expresia ABRACL je
signifikantne zvySena pri rakovine zaltidka a hrubého ¢reva.
Zaroven jeho zvySena expresia koreluje s horSou prognoé-
zou ochoreni [6, 24]. Li akolektiv v studii zroku 2022
dokazali, Ze ABRACL by mohol byt transkrip¢ne regulovany
pomocou MYBL protoonkogénu a podporovat maligne
biologické spravanie v bunkach rakoviny prsnika [11].
Reguldcia ABRACL moZe byt vbudicnosti potencidlne
vyuzitd pri liecbe rakoviny prsnika. Expresia proteinu
ABRACL bola v nasej studii 2,4 - nadsobne vyssia u pacien-

tiek s rakovinou prsnika ako v kontrolnej skupine zdravych
Zien.

SMIM18

CXorf38

Obrdzok 2 Aktin viaZuci Rho aktivujiici C - termindlny
protein (ABRACL) ajeho interakcie. Uloha ABRACL
v ludskom organizme nie je tiplne objasnend, predpoklada sa,
Ze sa podiela na reguldcii procesov aktinovych filament.
Skratky: MEF2C - enhancer 2C specificky pre monocyty,
CXorf38 - necharakteristicky protein CXorf38, SMIM18 - maly
membrdnovy integrdlny protein 18, SBK1 - serinovd
proteinkindza 1, DMAC2 - distalny membrdnovy komplexny
protein 2, LRFN3 - protein 3 obsahujiici doménu obohatenti
o leucin a fibronektin typu Il1, IRGQ - protein rodiny Q GTPdzy
suvisiaci s imunitou, TTC9B - tetratrikopeptidovd opakujtica
sa doména 9B [23]

Matrixové metaloproteinazy (MMP) degraduju proteiny
v extracelularnej matrix svojou endopeptidazovou aktivi-
tou. Ich expresia je zvySend takmer pri vSetkych typoch
rakoviny a je spojena s réoznymi dolezitymi aspektmi jej
progresie, vratane proliferacie, invazie, epitelovo - mezen-
chymalnej transformacie, metastazy a angiogenézy. MMP st
Casto asociované so zlou prognézou ochorenia pre pacien-
tov. Medrad a kolektiv demonstrovali na vzorke 38 Zien
s karcindbmom prsnika rézneho stupna zvySenu expresiu
MMP-9 v 97,5 % pripadov. Zaroven dokazali, Ze rozdielna
expresia MMP9 (Obr. 3) signifikantne korelovala s histolo-
gickym stupriom a celkovym prezivanim pacientiek [15].
Jiang a kolektiv na vzorke 6517 pacientov s karcindmom
prsnika demonstrovali kratSie celkové prezivanie u zZien
s overexpresiou MMP-9 [8]. V naSom pripade bola expresia
MMP- 9 u postihnutych Zien zvysSena 2,28-nasobne.

Plektin (PLEC) (Obr. 4) je cytoskeletalny protein objave-
ny pred vySe Styrmi dekddami, ktory sa beZne vyskytuje
v bunkach a tkanivach cicavcov [27]. Doposial bolo identifi-
kovanych minimalne 12 izoforiem plektinu. Z dévodu tejto
diverzity moZzno plektin najst vrdznych lokalizaciach
v zavislosti od typu buniek (hemidesmozémy, fokalne
adhézie, bunkové jadro, bunkové membrany, mito-
chondrie), kde zastdvaju rozlicné funkcie (organizacia
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buniek, signdlna transdukcia). Okrem jeho fyziologickej
funkcie sa objavilo viacero studii, ktoré uvadzaju, Ze plektin
ucinkuje aj ako protumorogénny regulator proliferacie,
migracie a invazie rakovinovych buniek [2,21]. Najma
atypicka lokalizacia a expresia plektinu pri Specifickych
typoch onkologickych ochoreni poukazala na moznost jeho
vyuzitia ako onkomarkera pre progndzu a vyskyt ochore-
nia, napriklad v pripade rakoviny pankreasu, vajecnikov,
pl'ic, prostaty a nddorov hlavy a krku. Plektin bol identifi-
kovany ako interak¢ny partner proteinu BRCA2 (breast
cancer susceptibility protein 2), ktory ma zasadnu ulohu pri
oprave poskodenej DNA a duplikacii centrozémov [16, 19].
Expresia plektinu u Zien s karcindbmom prsnika bola v nasej
studii 2,45 nasobne zvysena v porovnani s jeho expresiou
v kontrolnej skupine. Vysledok teda koreloval s upregula-
ciou plektinu pri karcinéme prsnika, hepatocelularneho
karcinému, cholangiokarcindmu, karcinému oblic¢iek z jas-
nych buniek, karcinému hlavy a krku a karcinému Sstitnej
zl'azy v inych studiach [20].
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Obrdzok 3 Matrixovd metaloproteindza 9 (MMP9) a jej
interakcie. MMP9 moéZe plnit zdsadnu tlohu pri lokdlnej
proteolyze extraceluldrnej matrix a pri migrdcii leukocytov.
Pini tieZ rézne funkcie pri kostnej osteoklastickej resorpcii.
Skratky: DMP1 - kysly fosfoprotein dentinovej matrix, CD44 -
CD44 antigén, LCN2 - lipokalin asociovany s gelatindzou
neutrofilov, TIMP1-3 - metaloproteindzovy inhibitor 1 -3,
MMP1- matrixovd metaloproteindza 1, THBS1 -
trombospondin 1, CTSG - katepsin G, ELN - elastin [23]

COL17A1 . DST

SYNE3

Obradzok 4 Plektin (PLEC) ajeho interakcie. Plektin
prepdja intermedidrne filamenty s mikrotubulami a
mikrofilamentami a ukotvuje intermedidrne filamenty
k desmozémom alebo hemidesmozomom. MéZe tieZ viazat’
svalové proteiny, ako je aktin, na membrdnové komplexy
vo svaloch. Skratky: COL17A1 - kolagén 17 alfa 1, DST -
dystonin, SYNE3 - nesprin 3, CD151 - CD151 antigén, ITGB4 -
integrin beta 4, ITGA6 - integrin alfa 6, HSPB1-3 - protein
tepelného Soku beta 1-3, VIM - vimentin [23]

Summary

Breast cancer is one of the most common malignancy
worldwide and the main cause of death in women from
a malignant disease. It represents a challenge for a new era
of highly integrated precision diagnostics and personalized
oncology. The incidence of breast cancer is increasing in all
regions of the world. For this reason, despite progress in its
detection and treatment, which is reflected in the reduction
of mortality, it seems necessary to search for new thera-
peutic methods, predictive and prognostic factors.

The results of many studies have led to the conclusion
that cancer progression induces systemic immune changes
in the host. Changes in the number and function of immune
cells - immunocytes - have been identified in the peripheral
blood and lymphoid organs of cancer patients. Malignancy
progression is a complicated process regulated by interac-
tions between tumor cells and the immune system through
cellular and molecular factors in the organism and tumor
microenvironment.

Proteomic technologies produce important data
in breast cancer diagnosis, discover and validate prognostic
and predictive biomarkers, detect genetic aberrations at the
proteome level, describe functional and regulatory path-
ways, and highlight specific protein and peptide profiles in
human tissues, biological fluids, cell lines, and animal
models. They help to identify different subtypes of breast
cancer and the expression of specific proteins and proteo-
forms, assess the effectiveness of cancer therapy atthe
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cellular and tissue level, or identify new therapeutic target

proteins.

This article is focused on the changes in the protein

expression of CD14-marked immunocytes in breast cancer

patients compared to the healthy population, which were
quantified using proteomic methods. We observed the most

significant increase in plectin, gelsolin, matrix metallopro-
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Analyza proteinov subpopulacie CD4 T-lymfocytov periférnej krvi
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Karcindm prsnika stdva je jednym z najcastejsich onkologickych ochoreni u Zien. V $tudii sme sa zamerali na analyzu

signdlnych drdh v cirkulujiicich CD4+ T-lymfocytoch pacientok s karcinémom prsnika typu luminal B. Analyza vysledkov odhalila

zmeny v koncentrdcidch proteinov, ktoré si sucastou signdlnej drdhy spliceozomu. Pomocou kvantitativnej proteomickej LC-MS
analyzy s pouZitim MASCOT databdzy (FDR<1, score < 36) bolo identifikovanych celkovo 810 proteinov. Na zdklade proteinovych
interakcii (pouZitim STRING softvéru; verzia 11.5) bola potvrdend spliceozémovd signdlna drdha (KEGG_hsa03040), kde bolo
identifikovanych 20 proteinov. Vysledky nasej stidie koreluji s tdajmi z literatiry, Ze pri karcinome prsnika dochddza

k nepresnému zostrihu intrénov a teda zacni sa tvorit' chybné proteiny. Na urcenie podielu chybnych proteinov na vzniku

a progresii karcinému prsnika s potrebné dalSie multiomické stiidie.

Klicové slovd: CD4+ T-bunky, protein, signdlna drdha, spliceozom, karciném prsnika

Keywords: CD4+ T-cells, protein, signaling pathway, spliceosome, breast cance

Uvod

Pri karcinéme prsnika dochadza kabnormdalnemu
a nekontrolovatelnému rastu buniek v tkanivach prsnika
[5]. Karcinémové bunky prsnika zacinaju rast vo vnutri
mlieCnych kanalikov alebo lalokov prsnika produkujticich
mlieko. Najskorsia forma karcinému nie je Zivotu ohrozu-
juca. Avsak karcinémové bunky sa mozu $irit do okolitého
tkaniva prenika a vytvaraju sa nadory, ktoré st zodpovedné
za nahmatatel'né zhrubnutia tkaniva [1].

Nadory je mozné zaradit do nasledovnych typov podla
expresie estrogénovych, progesteronovych receptorov,
expresii receptoru HER2, mitotickej aktivity urcovanej
proteinom Ki67: na luminalny typ A (ER viac ako 80 %,
PgR viac ako 80 %, HER2 negativne, Ki67menej 20 %),
luminalny typ B, podtyp1 (ER menej ako 20 %, PgR menej
ako 20 %, HER2 negativny, Ki67 viac ako 20 %), luminalny
typ B, podtyp2 (ER menej ako 20 %, PgR menej ako 20 %,
HER?2 pozitivny, Ki67 viac ako 20 %), triple negativny (ER
negativny, PgR negativny, HER2 negativny), HER2
pozitivny (ER negativny, PgR negativny, HER2 pozitivny)
[6,7].

Jednou z hlavnych vyziev pre lie¢bu karcinémov je ich
heterogénny charakter, ktory urcuje terapeutické moznosti.
Lumindlne typy karcindmov maji za =zaklad liecby
endokrinnu terapiu, ktord blokuje uc¢inky horménu alebo
zniZuje hladinu horménu. Odporuca sa sekvenéné podava-
nie endokrinnej lie¢by az do indikacie chemoterapie [11].
Metastatické lumindlne karcindmy si moéZu vyvinut
rezistenciu na Standardné hormonalne terapie, ktora bola
sprostredkovand genémovymi zmenami a/alebo up-

regulaciou inych signalnych drah. Preto sa vyvoj novych
latok zameral na zvratenie rezistencie na hormondlne
terapie [12].

Pre karcindm typu HER2+ je moZné pouzit niekol’ko
molekularnych cielenych lie¢iv samostatne alebo v kombi-
nacii s chemoterapiou. Zahfiiaju (i) trastuzumab (anti-
HER2 monoklonalna protilatka); (ii) pertuzumab (anti-
HER2 monoklondlna protilatka s inym vazbovym miestom
na HER2 ako trastuzumab); (iii) ado-trastuzumab
emtanzin, konjugat protilatka-cytotoxicka latka pozostava-
juci z trastuzmabu spojeného s inhibitorom mikrotubulov
smalou molekulou (emtanzin); (iv) lapatinib, dudlny
inhibitor tyrozinkinazy (TKI), ktory prerusuje obe drahy
HER2 a receptora epidermalneho rastového faktora (EGFR)
+ trastuzumab deruxtecan (Studia DESTINY BREAST 03,
tucatinib (Stidia HERZCLIMB), Margetuximab (Stddia
SOPHIA), neratinib ($tiidia NALA). Pacienti s karcinéomom
prsnika su testovani na amplifikaciu génu HER2 alebo
nadmernt expresiu proteinu, aby sa urcilo, ¢i by im
prospela lie¢ba anti-HER2 [12].

Triple negativne karcindmy prsnika st agresivnejsie a
tazsie lie¢itelné ako vyssie spominané karcinémy. Nedo-
statok expresie ER, PR a HER2 vylucuje hormonalnu terapiu
a komplikuje pouzitie cielenych terapii pri pokrocilom
triple negativnom karcinéme. V tomto pripade zostava
zakladom liecby Standardnd chemoterapia zvycajne
taxdnmi, antracyklinmi, karboplatinou s alebo bez
bevacizumabu (rekombinantnd humanizovand monoklo-
nalna protilatka proti vaskuldrnemu endotelovému rasto-
vému faktoru (VEGF) [2]. Spomedzi vSetkych podtypov
karcindmov prsnika ma triple negativny karciném
najmensSie terapeutické moznosti v dosledku nedostatku
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dobre definovanych molekuldrnych cielov [12]. V tejto
praci sme sa zamerali na karcindm luminal typ B. Tento
podtyp karcinému v porovnani sluminal typ A karci-
némom je naroc¢nejsi na liecbu a sucasne priebeh ochorenia
je agresivnejsi. Zo vSetkych karcinémov prsnika luminal B
tvori 20 % [8]. Vzhl'adom na to, Ze CD4+ T lymfocyty hraju
ustrednu dlohu pri koordinacii adaptativnych imunitnych
reakcidch na miestach epitelu uvoltiovanim Sirokého
spektra cytokinov, reguluju aktivitu inych imunitnych
buniek. Subpopuldcia Thl CD4+ T lymfocytov sprostred-
ktva imunitu proti pokrocilym karcinémom cez produkciu
inych zapalovych mediatorov, ktoré sa priamo zameriavaju
na rakovinové bunky [4].

Material a metédy

Stddia bola vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou a
bola schvalena Etickou komisiou LF UPJS v Kosiciach,
protokol kéd 9N/2021, datum schvdalenia 17.6.2021,
Etickou komisiou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura
2020/EK/06047, datum schvalenia 25. 6.2020, a Etickou
komisiou Vychodoslovenského onkologického ustavu a. s.,
protokol kéd EK/1/06/2020, ddtum schvalenia 1. 6. 2020.
Randomizované vzorky periférnej krvi z kontrolnej skupiny
zdravych subjektov boli ziskané z Gynekologicko-porod-
nickej kliniky LF UPJS a UN LP v Kosiciach, vzorky s TNBC
boli odobraté na 1. chirurgickej klinike LF UPJS a UN LP
v KoSiciach. Informovany suhlas (2020/EK/06407) bol
ziskany pisomne od Zien v oboch skupinach, kontrolnej
skupine a skupine s rakovinou prsnika (podtyp Luminal A).
Vsetky vzorky boli ziskané v obdobi od jina 2022 do marca
2023. Bolo pouzitych 10 vzoriek kontrolnych vzoriek
zdravych subjektov (bez nadorového ochorenia) s priemer-
nym vekom 69 rokov (v rozmedzi 38-84 rokov), 5 vzoriek
od pacientok srakovinou prsnika podtypom Luminal B
s priemernym vekom 64 rokov (v rozmedzi 56-76 rokov).
Vyber pacientov s diagnézou karciném prsnika, podtyp
Luminal A, bol uskutofneny na zaklade imunohisto-
chemickych vysledkov akreditovanym laboratériom Ustavu
patolégie UPJS LF a UNLP v Kosiciach, &islo registracie
158/Q-044, certifikovanym podla ISO 9001:2025, s plat-
nostou certifikatu do aprila 2026. Akreditacia bola udelena
Slovenskou narodnou akreditacnou sluzbou (SNAS).

Jednotlivym pacientom a Kkontrolnej skupine bolo
odobranych 10 ml periférnej krvi do skdmaviek BD
Vacutainer K2ZEDTA, ochladenych na 4 °C a spracovanych
do 30 minut od ziskania. Nasledne bola krv zriedena s 20 ml
izolacného roztoku (2 mmol EDTA+PBS+BSA) a centrifu-
govand pri 600 G pocas 10 min pri 4 °C. Po centrifugécii sme
odstranili vrchnu ¢ast plazmy, tak aby vrstva buniek PBMC
a erytrocytov ostala neporuSena. Do tejto dvojvrstvy sa
pridavali magnetické gulicky s CD4+ znakom ((Invitrogen
Dynabeads, Thermo Fisher Scientific, homogenita izolova-
nej populacie CD4+ podl'a vyrobcu 98 % - 100 %) za Gc¢elom
separacie subpopulédcie leukocytov. Po pridani CD4+
guli¢iek do skimavky so zriedenou krvou doslo k inkubdcii
po dobu 20 min pri 4 °C v Hulamixéri. Po inkubdcii, magne-

tické gulicky spolu s bunkami s prislusSnym CD4+ znakom
boli odseparované magnetom v magnetickom stojane.
Magnetické gulicky s naviazanym CD4+ znakom boli 3 krat
premyvané izolacnym roztokom. Po ukonceni premyvania
buniek, bolo k magnetickym gulickdm pridané 400 pl 50
mM NH+HCOs. Subpopulécia leukocytov bola sonifikovana a
vortexovana v striedavom cykle. Sonifikovalo sa v ultra-
zvukovej vani (f= 37 kHz, t= 15 min) a ultrazvukovom bloku
(y= 85%, t=15 min), vzorka bola vortexovana 5 min
v chladnicke. Nasledne boli zovzorky odseparované
magnetické gulicky pomocou magnetu. Kazda vzorka sa
delila na 3 frakcie. Prva frakcia ¢inila 200 pl supernatantu
vzorky a 1800 pl etanolu, kde pocas noci pri -20 °C doslo
k zrdZaniu proteinov. Druha frakcia bola len samotna
vzorka - supernatant odobrany z magnetickych guliciek,
uskladnena v chladnic¢ke. Tretiu frakciu predstavovali
magnetické gulicky, ktoré boli odseparované v magne-
tickom stojane a k nim sme pridali 100 pl invitrosolu.
Stouto frakciou sa zopakoval cyklus sonifikovania
avortexovania. Po skonceni tohto cyklu, tento typ frakcii
bol inkubovany cez noc v termomixéri pri 21 °C. Druhy deii
frakcie s jednotlivymi subpopuldciami leukocytov, ktoré
boli cez noc zrazané s etanolom, sa nasledne centrifugovali
pocas 20 min pri 18000 g a4 °C. Po centrifugacii bol
etanolovy supernatant odstrdneny a pelet vysuSeny.
Do vysuSeného peletu sa pridalo 150 pl 50 mM NH4HCOs3.
Magnetické gulicky s CD4+ znakom (cez noc inkubované
s invitrosolom) boli odstranené na magnetickom stojane.

V d'alSom kroku boli stanovené koncentracie vSetkych
frakcii s CD4+ znakom pomocou BCA metddy. Pri in-
solution digescii boli k vzorkdm pridané pozadované
objemy 0,025 M roztoku DTT a boli inkubované
v termomixéri pri 60 °C po dobu 30 minut. Ku vzorkam boli
pridané vypoctom stanovené objemy 0,25 M roztoku IAA a
boli inkubované v termomixéri v tme, pri 21°C a po dobu
30 minut. Napokon boli pridané vypocitané objemy 5 mM
roztoku CaClz a bol pridany trypsin v pomere - trypsin:
vzorka = 1:40 (w/w). Vzorky boli inkubované pocas noci
pri 21 °C. Nasledujuci den boli vzorky okyslené na pH= 2 az
3 pridanim 20 % Kkyseliny mravcej. VSetky vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
v SpeedVacu alebo pridanym loading roztoku. Vzorky boli
centrifugované (20 min., 18 000xg, 4 °C) a merané pomocou
metddy LC-MS na hmotnostnom spektrometri - iénova
pasca (Amazon speed ETD, Bruker Daltonics).

LC-MS/MS analyza (vyhladdvanie v databdze):
pre LC/MS experiment sme pouzili UHPLC systém
(Ultimate 3000 RSLC Nano, Thermo Fisher Scientific) a
hmotnostny spektrometer iénovej pasce (amaZon speed
ETD s i6novym zdrojom CaptiveSpray, Bruker Daltonik).
V kroku pripravy vzorky kvapalinovej chromatografie sa
pouzila metéda zachytavania a eluovania. 1 ug peptidov
z izolovanych lymfocytov (5 ul injikovanej vzorky s koncen-
traciou 0,2 ug/ul) sa naniesol a zachytil na zachytavacej
koléne Acclaim® PepMap C18 (100 um x 2 cm, vel'kost
gastic 5 um, pér 100 A vel'kost) pred elticiou a separaciou
na analytickej kolone PepMap RSLC C18 na d'al$iu analyzu
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(75 um x 30 cm, vel'kost' &astic 3 um, velkost pérov 100 A).
Ako nanasaci roztok sa pouzila 98 % voda a 2 % acetonitril
s 0,1 % kyselinou mravcou. Prietok pri nanaSani vzorky bol
8 ul/min. Elu¢ny proces zahftal pouzitie dvoch mobilnych
faz s r6znym zloZenim: mobilna faza A pozostavala z 90 %
vody a 10 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravcej, zatial' ¢o
mobilna faza B pozostavala z 95 % acetonitrilu a 5 % vody
s 0,1 % kyselina mravc¢ia. Elu¢ny gradient zacinal
s pomerom 96 % A a 4 % B pocas prvych 5 minut. Pocas
nasledujtcich 90 minut sa pomer mobilnej fazy B postupne
linedrnym spdsobom zvysSoval zo 4 % na 35 %. Potom sa
uskutoc¢nilo 10-minutové premyvanie kolény s pouzitim
90 % B, nasledované 15-minttovou reekvilibraciou kolony
s4% B. Pocas celého eluéného gradientu sa prietok
udrziaval na 0,3 ul/min. Analyza hmotnostnou spektro-
metriou s pouzitim elektrosprejovej ionizacie (ESI) sa
uskutoc¢nila naeluovanych peptidoch. Parametre MS
skenovania pouzité v experimente boli nasledovné: bol
zvoleny kladny idénovy méd so skenmi so zvySenym
rozliSenim a kontrolou iénového naboja (ICC) nastavenou
na 400 000. Maximalny ¢as akumulacie bol 50 ms a analyzo-
vany rozsah m/z sa pohyboval od 300 do 1300. Okrem toho
boli nastavenia parametrov skenovania MS/MS nastavené

na nasledujice hodnoty: reZzim s vysokym rozliSenim,
cielovy ICC nastaveny na 500 000, maximalny cas
akumulacie 100 ms a sirkou izolacie 2,2 m/z. Identifikacia
proteinov sa uskutocnila pouzitim vyhl'adavacieho algorit-
mu Mascot (Matrix Science, verzia 2.4.0) spolu s databazou
SwissProt (verzia 2020_02). Kritéria vyhladavania boli
nasledovné: taxonémia bola obmedzena na Homo sapiens
(¢lovek), trypsin bol pouzity ako enzym, karbamido-
metylacia cysteinu (C) bola nastavend ako fixnad modifikacia
a oxidacia metioninu (M) bola povolend ako premenna
modifikacia. Boli povolené az dve chybné Stiepenia
a do tivahy sa brali len peptidy s nabitymi stavmi +2 a +3 a
minimalnou dizkou 3.

Statistické metddy: uskutoénila sa kvantifika¢na analyza
CD4+ T-lymfocytov proteinov v kontrolnej skupine a
skupine sbenignym nddorom prsnika. Na vyhodnotenie
beta-binomického testu sa pouzili vazené spektralne pocty
a na vypocet p-hodnoty pre kazda sadu proteinov sa pouzil
balik BetaBinomial 1.2 R softvéru Proline Studio
(Catalfamo, M.; Henkart, P.A. Perforin and the granule
exocytosis cytotoxicity pathway. Curr. Opin. Immunol.
2003, 15, 522-527) a nominalna hodnota p < 0,05.

Proteinova sada Popis Binomicka p- |Nasobky zmeny | -log10 (binomicka
hodnota Log2 P-hodnota)
K2C1_HUMAN Keratin, typu II 0,0456 1,6654 1,341
K1C10_HUMAN Keratin, typu I 0,0201 2,954 1,6958
DX39B_HUMAN Spliceozém RNA helikaza 0,0093 -2,1581 2,0332
PERM_HUMAN Myeloperoxidaza 0,0021 2,6919 2,6879
K2C5_HUMAN Keratin, typu II 0,0115 1,5635 1,9396
SFPQ_HUMAN Zostrihovy/Splicing faktor 0,0245 -2,1403 1,6109
RL12_HUMAN 60S ribozomalny protein 0,0061 -1,9773 2,215
VDAC1_HUMAN Napatovo zavisly aniénovo selektivny 0,0033 -2,4594 2,4772
kanalovy protein 1
VDAC3_HUMAN Napatovo zavisly aniénovo selektivny 0,033 -1,9069 1,4814
kanalovy protein
ALDR_HUMAN Aldo-ketoreduktazova rodina 1 ¢len B1 0,0223 -2,1375 1,6517
THIO_HUMAN Thioredoxin 0,0056 -2,2668 2,2549
PRDX5_HUMAN Peroxiredoxin-5, mitochondrialny 0,0064 -1,8826 2,193
EF1G_HUMAN Faktor prediienia 1-gama 0,0048 -1,7105 2,3198
B2MG_HUMAN Beta-2-mikroglobulin 0,0148 -2,4215 1,8286
IF5A1_HUMAN Eukaryoticky transla¢ny iniciacny faktor 0,016 -2,0297 1,7956
AT5F1_HUMAN Komplex ATP syntazy F(0) podjednotka 1,34E-04 -2,511 3,8744
B1, mitochondridlna
BAF_HUMAN Faktor bariéry proti autointegracii 0,0366 1,663 1,4363

Tabul'ka 1 Zoznam up a down-regulovanych proteinov CD4+ Lumindl B karcinomu prsnika. Zoznam proteinov zahtria iba

tie proteiny, ktoré spliiajii podmienky, binomickd hodnota P <= 0,05 a abs (Log2) >= 1,5. Kladnd hodnota (Log2 - benigny / zdravy)

signalizuje up reguldciu a zdpornd hodnota signalizuje down-reguldciu daného proteinu.

Vysledky

PouZitim kvantitativnej metédy bez oznacenia (spek-
tralny pocet) sa uskutocnila proteomicka analyza CD4+ T-
lymfocytov izolovanymi z periférnej krvi pomocou nano-
HPLC a ESI-MS hmotnostného spektrometra siénovou

pascou. Diferencidlna expresia proteinov CD4+ T-lymfo-
cytov podtypu karcindmu prsnika Luminal B a zdravych
jedincov bola analyzovand na zaklade kvantitativneho
profilovania proteinov. Vo vzorkach bolo identifikovanych
810 proteinov, z toho 18 signifikantne zmenenych (log2FC
2 1.5 or < -1.5, p-value < 0.05) - 12 proteinov bolo down-
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regulovanych a 6 proteinov bolo up regulovanych. Zoznam
tychto proteinov je v tabulke 1. Na vyhodnotenie signal-
nych drah sme pouzili STRING a KEGG databazy.

Diskusia

Z nameranych dat sme vygenerovali protein proteinové
interakcie pomocou softvéru STRING ktoré moézeme vidiet
naObr.1. VnaSej $tudii sa nam podarilo verifikovat
skuto¢nost, Ze pri karcinéme prsnika dochadza k regulacii
signalnej drahy spliceozému. Ulohou spliceozémov v orga-
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nizme je zostrihovat resp. vystrihovat intrény (nekédujice
sekvencie) z pre-mRNA, tak aby ostali len kddujuice sekven-
cie - ex6ny [14]. Preto tato signdlna draha je dolezita pri
tvorbe funkénych protefnov vorganizme. Aktato drdha
nefunguje spravne, tak bude dochadzat k tvorbe disfunk¢-
nych proteinov. Signalna draha spliceozému hsa03040 je
zobrazend na Obr. 2. V obrazku je aj zahrnuté vyznacenie up
a down-regulovanych proteinov. Up-regulované proteiny
st zobrazené ¢ervenou farbou a down-regulované proteiny
st zobrazené zelenou farbou.
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Obrdzok 1 Proteiny a im odpovedajiice signdlne drdahy CD4+ T-lymfocytov karcinomu prsnika Lumindl B. Na obrdzku st

zndzornené vsetky proteiny (810), ktoré boli identifikované pri analyze vzoriek. Z tychto proteinov sme sa zamerali na jednu

signdlnu drdhu. Obrdzok je vygenerovany zo softvéru STRING.

Protein SNRNP200 ma za tulohu katalyzovat ATP-
dependentné odvijanie duplikatov RNA U4/U6 a je schopny
viazat RNA a interagovat s TBK1, ¢o je kinaza, ktora podpo-
ruje expresiu prozapalovych aantivirusovych cytokinov
a chemokinov. Ak je v tele virusova infekcia, tak SNRNP200
sa relokalizuje do cytoplazmatickych Struktar obsahujucich
TBK1 a nasledne podporuje aktivaciu antivirusovej vrode-
nej imunitnej odpovede. Strata expresie SNRNP200 ma

za nasledok zniZenie antivirusovej vrodenej imunity [10,
14, 18].

Vzhl'adom na nase vysledky ktoré boli ziskané, vieme
konstatovat, Ze spliceozém RNA helikaza u karcinémovych
pacientok je down-regulovana. To znamend, Ze v procese
karcinogenézy dochadza k poruche signalnej drahy spliceo-
zému (Obr. 2). K tejto signalnej drahe vieme povedat, ze
v karcinémovych bunkidch dochadza kijej poskodeniu

a teda disfunkci zostrihu génov [15].
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Obrazok 2 Signdlna drdha spliceozomu hsa03040. Na obrdzku st zndzornené proteiny ktoré sme identifikovali a sti¢asne sa
nachddzajii v signdlnej drdhe. Zelenou farbou st zndzornené down-regulované proteiny, cervenou up-regulované proteiny a Sedou

farbou, len identifikované proteiny.
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Dal$im proteinom, ktory bol najdeny v nasich vzorkach
aje sucastou signalnej drahy je DDX39B. Tento protein
riadi proliferdciu buniek vo faze GO/G1 do fazy S, taktiez je
dokazané, Ze sa viaZe na prvy ex6n pre-mRNA a zvySuje jeho
expresiu. Preukazalo sa, Ze tento protein produkuje
abnormalnu expresiu spliceozémov pri karcinéme prsnika
[19, 16].

V poradi tretim proteinom, ktory sa zapaja do signalnej
drahy spliceozému je DHX15. Ulohou tohto proteinu je
rozpoznavat aviazat virusovi dvojvlaknovi RNA [11]
Ukazuje sa, Ze ak je tento protein up-regulovany, tak docha-
dza kbujneniu karcindmu prsnika [21]. AvSak v nasom
pripade je v CD4+ T lymfocytoch tento protein down-regu-
lovany, ¢o pravdepodobne stvisi so spustenim obrannych
mechanizmov organizmu vo¢i karcindmu prsnika. Je
potrebné podotknut, Ze toto naSe tvrdenie je potrebné
overit a verifikovat.

Dal$im proteinom ktory sme identifikovali v nasich
vysledkoch asdcasne sa nachidza aj vsignalnej drahe
spliceozému je EFTUD2 protein. Tento protein je potrebny
pri zostrihu pre-mRNA aje sucastou spliceozému aje
sucastou predkatalytickych a postkatalytickych zostriho-
vych komplexov [20]. V naSej Studii je tento protein up-
regulovany, ¢o koreluje so skuto¢nostou, Ze pri karcinéme
prsnika dochadza k zvySenému poctu zostrihov mRNA [3].

Protein SNRPB je zakladnou zloZkou spliceozému a hra
hlavnd rolu pri reguldcii alternativneho zostrihu pre-
mRNA. O jeho tlohe pri karcindme vieme malo, no vieme
povedat, Ze pri karcinéme je tento protein up-regulovany,
¢o koreluje s naSimi vysledkami [9].
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Na zdklade naSich vysledkov mdéZeme konStatovat, Ze
pri karcinéme prsnika dochddza kchybnému zostrihu
intrénov a nasledne k chybnej tvorbe proteinov. Z nasich
predbeznych vysledkov nie je mozné vyslovit hypotézu,
v akej miere sa chybné proteiny podiel'aju na raste a Sireni
karcindmu v tele pacientok.

Summary

Breast cancer is one of the most common oncological
diseases in women. In the study, we focused on the analysis
of signaling pathways in circulating CD4+ T-lymphocytes
of patients with luminal B breast cancer. Analysis
of the results revealed changes in protein concentrations
that are part of the spliceosome signaling pathway. A total
of 810 proteins were identified by quantitative proteomic
LC-MS analysis using the MASCOT database (FDR<1,
score < 36). Based on protein interactions (using STRING
software; version 11.5), the spliceosome signaling pathway
(KEGG_hsa03040) was confirmed, where 20 proteins were
identified. The results of our study correlate with data from
the literature that inaccurate splicing of introns occurs
in breast cancer and thus defective proteins begin to form.
Further multiomics studies are needed to determine
the contribution of defective proteins to the development
and progression of breast cancer.
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Pilotna analyza proteinov subpopulacie CD8+ T-lymfocytov z periférne;j
krvi pacientok s triple negativnym karcindmom prsnika

Jozef Parnica®, Michaela Sulikova?, Maria Kacirova?, Martin Menkyna?, Sofia Tkacikova®, David Téth3,
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Ustav lekarskej a klinickej biofyziky, Lekdrska fakulta UPJS, 2Medipark, Lekarska fakulta UPJS, Kogice, 3Gynekologicko-
porodnicka klinika UPJS LF a UNLP, Kogice, Kosice, *I. chirurgickd klinika UPJS LF a UNLP, Kosice, °Klinika radioterapie
a onkolégie UPJS LF a VOU a.s., Kosice, * kore$p. autor

Analyzovali sme proteomicky profil CD8+ T lymfocytov z periférnej krvi od 3 pacientok s diagnostikovanym triple negativnym
karcinémom prsnika (TNBC) a 10 kontrolnych subjektov bez ochorenia, zodpovedajticeho veku a pohlavia, pomocou kvapalinovej
chromatografie kombinovanej s hmotnostnou spektrometriou (tandem LC-MS). Vytvorili sme zoznam vsetkych UP a DOWN
regulovanych proteinov v meranych vzorkdch. Medzi Sestndstimi odlisne exprimovanymi proteinmi s najvyssou p-hodnotou sme
pozorovali $tyri proteiny, ktoré maji potencidlnu tilohu pre rozvoj ochorenia. Protein CXCL7, ktory je uvolfiovany aktivovanymi
krvnymi dostickami, stvisi s vyskytom karcinomov pri niekolkych beZnych malignitdch, vrdtane karcinomov plic, obliciek,
hrubého ¢reva a prsnika, a mozno ho teda povaZovat' za biomarker progresie roznych nddorov. Podla inej stidie spolupracuje
sinymi nddorovymi supresorovymi génmi na transformdcii epitelidlnych buniek prsnika narusenim bunkovej diferencidcie
a tkanivovej architektiry. Nasa Stiudia potvrdila pritomnost DOWN reguldcie FUBP1 proteinu, dalSieho potencidlneho
onkomarkeru. Pribidajiice experimentdlne dokazy preukdzali onkogénne aj nddorové supresivne ilohy FUBPI1. Dalsim
pozorovanym proteinom v nasich vzorkdch bol GRP75. Rozsiahle stidie potvrdili, Ze GRP75 sa nachddza v mnohych l'udskych
malignitdch, o kauzdlne koreluje s ich invazivnym rastom, sirenim metastdz a rezistenciou na chemoterapiu a rddioterapiu.
Nasim Stidiom proteému imunitnych buniek CD8+ T lymfocytov z periférnej krvi by sme chceli nasledovat’ trend vo vyuZiti tekutej
biopsie na klinické ticely pomocou analyzy proteému cirkulujiicich CD8+ T lymfocytov. Pacientky s TNBC maju zlii prognozu
z dévodu agresivnej povahy tychto nddorov a nedostatku cielenych terapii. Identifikdcia novych relevantnych proteinov pre cieleni
terapiu pre skupinu TNBC pacientok je relevantnd.

Klicové slovd: CD8+ T lymfocyty, triple negativny karciném prsnika, proteomickd analyza, LC-MS hmotnostnd spektrometria
Keywords: CD8+ T lymfocytes, triple negative breast cancer, proteomic analysis, LC-MS mass spectrometry

na zaklade vzorov génovej expresie a molekuldrnych
Uvod charakteristik. Tieto podtypy zahfiiaju i): Basal-like TNBC

. o o - si charakterizované expresiou génov, ktorych produkty
Rakovina prsnika je najcastejSou a hlavnou pri¢inou . . . . . o el
(proteiny) su typicky pritomné v bazalnej epitelidlnej

umrtnosti na rakovinu u Zien vSetkych vekovych skupin na vrstve prsnych kanalikov. Bazalne TNBC sa dalej delia

celom svete [27]. Ide o vysoko heterogénne maligne na podtypy BL1 a BL2. Nadory BL1 majt typicky vysoki
ochorenie s roznymi funk¢nymi fenotypmi, ktoré vytvaraju L L - .
expresiu génov zapojenych do regulacie bunkového cyklu a

mimoriadne naro¢nd hadanku histomorfologickych, pro- " . c v w2 .
iclctch i ¢ ch znak dlintmi vod ) opravy poskodenia DNA, zatial' ¢o nadory BL2 vykazuju
teomickych a genomovych znakov s odlisnymi podtypmi. vysSiu expresiu signalnych drah rastového faktora, ii)

Nadory je moZzné zaradit' do nasledovnych typov podla Claudin-low TNBC st charakterizované nizkou expresiou

expresie estrogénovych, progesteronovych receptorov,
expresii receptoru HER2, mitotickej aktivity urcovanej
proteinom Ki67 (St Gallen Consensus Conference, 2015).
Triple negativny karciném je definovany nasledovnou
kombinaciou receptorov: ER negativny, PgR negativny,
HER2 negativny [26].

Maligne karcindmy prsnika sa tazko liecia, najma
vysoko metastatické TNBC, ktorym ako terapeutické ciele
chybaji molekuly ER, PR a HER2 receptora [32]. Tvoria asi
20% vSetkych karcindmov prsnika. NajcastejSie sa
vyskytuje u zien mladsich ako 40 rokov a u afroamerickych
Zien.

TNBC je vysoko heterogénny a vyskumnici identifiko-
vali niekolko molekuldrnych podtypov v rdmci TNBC

génov zapojenych do bunkovej adhézie, vratane claudinov.
Tieto nadory casto vykazuju znaky prechodu z epitelu
na mezenchym (EMT), ktory moéze prispiet k agresivite
nadoru a metastazam, iii) Mezenchymalne (MES) TNBC
vykazuju vzory génovej expresie pripominajiice mezenchy-
malne bunky. Tieto nadory Casto vykazuji znaky EMT a st
spojené s invazivnejsim fenotypom a horSou prognézou, iv)
Lumindlny androgénny receptor (LAR) TNBC exprimuju
vysoké hladiny androgénneho receptora (AR) a génov
spojenych s luminalnymi epitelovymi bunkami. Tieto nado-
ry su zvycCajne menej agresivne ako iné podtypy TNBC a
mozu reagovat na antiandrogénne terapie, v) Imunomo-
dulacné (IM) TNBC sa vyznacuju vysokou expresiou génov
zapojenych do drah imunitnej odpovede. Tieto nddory €asto
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vykazuju zvySené lymfocyty infiltrujice naddor (TIL) a mole-
kuly imunitnych kontrolnych bodov a mézu lepsie reagovat
na imunoterapiu.

Uvedené molekularne subtypy TNBC poskytuji pohl'ad
na zakladnu biolégiu ochorenia a mézu mat dosledky
na lie¢ebné stratégie a vysledky pacientov. Je vSak dolezité
poznamenat, Ze TNBC je komplexné ochorenie s roznymi
molekularnymi charakteristikami a na tplné pochopenie
jeho heterogenity a vyvoj cielenych terapif je potrebny d’alsi
vyskum.

Basal-like TNBC su najcastejsie s 50-70 % prevalenciou
[14]. TNBC sa prejavuje agresivnym spravanim a 80 %
nadorov rakoviny prsnika patri do daného subtypu [18].
Riziko vzniku TNBC sa lisi v zavislosti od genetiky, rasy,
veku, nadvahy a obezity, vzorcov dojCenia a vyznacuje sa
svojou agresivitou, skorym relapsom a vac¢Sou tendenciou
prejavovat’ sa v pokrocilych stadidch [14]. Histologicky ide
o slabo diferencovany, vysoko proliferativny heterogénny
nador s variabilnou progndzou. Imunohistochemicky sa
TNBC delia na bazalne a nebazilne. Prvé sa vyznacuju
expresiou cytokeratinov (CK)5/6 a receptora l'udského
epidermdlneho rastového faktora typu 1 (EGFR1), zatial ¢o
nebazalne cytokeratiny CK5/6 neexprimuju [21]. Napriek
starostlivému imunitnému dohl'adu sa vSak rakovina moze
nakoniec presadit’ a vac¢Sina imunitnych buniek sa polari-
zuje na protumorogénne alebo protinddorové bunky v za-
vislosti od mnozstva aktivacnych a inhibi¢nych signalov
odvodenych z rakovinovych buniek a ich mikroprostredia
[30], pricom pre G¢innost imunoterapie je rozhodujuca aj
infiltracia imunitnych buniek CD4+ a CD8+ do nadoru,
alebo ich vylticenie z nadoru [2].

CD8+ T bunky st jednou z hlavnych subpopulacif efek-
torovych buniek v imunoterapii. Ked' su vSak T bunky
opakovane vystavené rakovinovym antigénom, diferencujt
sa do dysfunk¢nych stavov. Okrem toho st na vznik a
progresiu dysfunkcie T-buniek potrebné signalne drahy
sprostredkované receptorom T-buniek (TCR) [20]. Pritom-
nost CD8+ T buniek infiltrujucich nador (TIL) pri rakovine
prsnika je spojena s vyznamnym zniZenim relativneho
rizika iimrtia na ochorenie AvSak aZ u 57,6 % primarnych
nadorov prsnika chybaji CD8+ T bunky infiltrujice nador
[17].

V sucasnosti, ked prechadzame vznikajicou érou
vysoko integrovanej presnej diagnostiky [4], proteomika
(Stddium vel'kého suboru proteinov) sa stava coraz
doélezitejSou v diagnostike aj liecbe. Protein je zakladnou
jednotkou bunkovej funkcie a biologickej drahy [10, 24].
Proteomické informacie si nevyhnutné na klasifikaciu
funkénych podtypov a Stadii rakoviny prsnika, na desifro-
vanie mechanizmov tumorigenézy, spravania a agresivity
rakovinovy buniek, na predpovedanie recidivy a postidenie
rezistencie rakovinovych buniek, na vyber a monitorovanie
najvhodnejsej liecby rakoviny prsnika.

Najflexibilnej$im a najvSeobecnejSie dostupnym nastro-
jom pre Stidium proteému buniek imunitného systému
v periférnej krvi je proteomicka analyza krvi, ktora sa opie-

ra o hmotnostnd spektrometriu vtandeme s vysoko-
uc¢innou kvapalinovou chromatografiou (LC/MS). Tato
technika je minimalne invazivna na rozdiel od biopsie
tkaniv [22]. Odhaduje sa, Ze v plazmatickom proteéme je
viac ako 8 000 proteinov [34], a niekol’ko proteinov odvo-
denych od nadoru bolo identifikovanych uz pocas prvych
stadif tumorigenézy.

V poslednej dobe sa velky doraz kladie na zavedenie
tekutych biopsii, ktoré sa v sicasnosti zameriavaju predo-
vSetkym na cirkulujice nadorové bunky (CTC) a cirkulu-
jucu nddorova DNA (ctDNA) [33]. Tekuté biopsie vyvijaji sa
ako minimalne invazivna metéda na Stadium recidivy,
odpovede na liecbu a prezitia v klinickom prostredi. Nasim
Stadiom proteému imunitnych buniek v periférnej krvi by
sme chceli nasledovat trend vo vyuziti tekutej biopsie
na klinické tcely pomocou proteomickej analyzy cirkulu-
jucich CD8+ T lymfocytov.

Material a metddy

Pouzité boli vzorky periférnej krvi od pacientok
s diagnostikovanym triple negativnym karcinébmom prsni-
ka (TNBC) pred akoukol'vek terapiou kvoli minimalizacii
terapiou vyvolanych proteomickych zmien u pacientov.
Stddia bola vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou a bola
schvalena Etickou komisiou LF UP]S v KoSiciach, protokol
kéd 9N/2021, datum schvalenia 17. 6. 2021, Etickou komi-
siou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura 2020/EK/06047,
datum schvalenia 25. 6. 2020, a Etickou komisiou Vychodo-
slovenského onkologického ustavu a.s. protokol kéd
EK/1/06/2020, datum schvalenia 1. 6. 2020. Od subjektov
v kontrolnej skupine, ako aj v skupine s rakovinou prsnika
bol ziskany informovany suhlas (2020/EK/06407)
v pisomnej forme. Randomizované vzorky periférnej krvi
z kontrolnej skupiny (N = 10) boli ziskané z Gynekologicko-
porodnickej kliniky LF UPJS a UN LP v KoSiciach , vzorky
s TNBC (N =3) boli odobraté na I. chirurgickej klinike LF
UPJS aUNLP v Kosiciach. Vyber pacientov s diagnézou
karcindm prsnika, podtyp Luminal A, bol uskuto¢neny
na zaklade imunohistochemickych vysledkov akreditova-
nym laboratériom Ustavu patolégie UPJS LF a UNLP
v KoSiciach, ¢islo registracie 158/Q-044, certifikovanym
podla ISO 9001:2025, s platnostou certifikatu do aprila
2026. Akreditacia bola udelend Slovenskou narodnou
akredita¢nou sluzbou (SNAS).

ExperimentdlIny protokol.

Jednotlivym pacientom a kontrolnej skupine bolo
odobranych 10 ml periférnej krvi do skiimaviek BD
Vacutainer K2EDTA, ochladenych na 4 °C a spracovanych
do 30 minut od ziskania. Nasledne bola krv zriedend s 20 ml
izola¢ného roztoku (2 mmol EDTA+PBS+BSA) a centrifu-
govana pri 600 G pocas 10 min pri 4 °C. Po centrifugacii sme
odstranili vrchnu ¢ast plazmy, tak aby vrstva buniek PBMC
(mononuklearne bunky periférnej krvi) a erytrocytov osta-
la neporus$ena. Do tejto dvoj-vrstvy sa pridavali magnetické
gulicky s CD8+ znakom (Invitrogen Dynabeads, Thermo
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Fisher Scientific, homogenita izolovanej populacie CD8+
urcena flow cytometriou podla vyrobcu 98 % - 100 %,
vytaznost metodiky 95 % - 100 %) za ucelom separdcie
subpopuldacie leukocytov. Po pridani CD8+ guliciek do sku-
mavky so zriedenou krvou doslo k inkubécii po dobu 20 min
pri 4 °C v Hulamixéri. Po inkubacii, magnetické gulicky
spolu s bunkami s prislusnym CD znakom boli odseparova-
né magnetom v magnetickom stojane. Magnetické gulicky
s naviazanym CD8 znakom boli 3 krat premyvané izolac-
nym roztokom.

Po ukonceni premyvania buniek, bolo k magnetickym
gulickdm pridané 400 pl 50 mM NH4HCOs. Subpopulacia
leukocytov bola sonifikovana a vortexovana v striedavom
cykle. Sonifikovalo sa v ultrazvukovej vani (f=37 kHz,
t=15min) a ultrazvukovom bloku (y =85 %, t= 15 min),
vzorka bola vortexovana 5 min v chladnicke. Nasledne boli
zo vzorky odseparované magnetické gulicky pomocou
magnetu. KaZda vzorka sa delila na 3 frakcie. Prva frakcia,
ktori sme pouZzivali na naSe merania, c¢inila 200 pl
supernatantu vzorky a 1800 pl etanolu, kde pocas noci pri -
20 °C doslo kzrazaniu proteinov. Druhd frakcia bola len
samotnd vzorka - supernatant odobrany z magnetickych
guliciek, uskladnend v chladnicke. Tretiu frakciu predstavo-
vali magnetické gulicky, ktoré boli odseparované v magne-
tickom stojane aknim sme pridali 100 pl invitrosolu.
Stouto frakciou sa zopakoval cyklus sonifikovania
a vortexovania. Po skonceni tohto cyklu, tento typ frakcii
bol inkubovany cez noc v termomixéri pri 21 °C.

Druhy der frakcie s jednotlivymi subpopulaciami leuko-
cytov, ktoré boli cez noc zrdZané s etanolom, sa nasledne
centrifugovali poc¢as 20 min pri 18 000 g a 4 °C. Po centrifu-
gacii bol etanolovy supernatant odstraneny a pelet vysu-
Seny. Do vysuSeného peletu sa pridalo 150 pl 50 mM
NH4HCOs. Magnetické gulicky s CD8+ znakom (cez noc
inkubované s invitrosolom) boli odstranené na magnetic-
kom stojane.

V d'alSom kroku boli stanovené koncentracie vsetkych
frakcii s CD8+ znakom pomocou BCA metddy. Pri in-
solution digescii boli k vzorkdm pridané poZadované obje-
my 0,025 M roztoku DTT a boli inkubované v termomixéri
pri 60°C po dobu 30 minut. Ku vzorkdm boli pridané
vypoctom stanovené objemy 0,25 M roztoku IAA a boli
inkubované vtermomixéri vtme, pri 21°C a po dobu
30 minut. Napokon boli pridané vypocitané objemy 5 mM
roztoku CaClz abol pridany trypsin v pomere - trypsin :
vzorka = 1:40 (w/w). Vzorky boli inkubované pocas noci
pri 21 °C. Nasledujuci den boli vzorky okyslené na pH= 2 az
3 pridanim 20 % kyseliny mravcej. VSetky vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
v SpeedVacu alebo pridanym loading (dopliiujuceho) rozto-
ku. Vzorky boli centrifugované (20 min., 18 000xg, 4 °C)
amerané pomocou metédy LC-MS na hmotnostnom
spektrometri - iébnova pasca (Amazon speed ETD, Bruker
Daltonics).

LC-MS/MS analyza (vyhladdvanie v databdze):

Pre LC/MS experiment sme pouzili UHPLC systém
(Ultimate 3000 RSLC Nano, Thermo Fisher Scientific) a
hmotnostny spektrometer iénovej pasce (amaZon speed
ETD s i6novym zdrojom CaptiveSpray, Bruker Daltonik).
V kroku pripravy vzorky kvapalinovej chromatografie sa
pouzila metéda zachytavania a eluovania. 1 ug peptidov
z izolovanych lymfocytov (5 ul injikovanej vzorky s koncen-
traciou 0,2 ug/ul) sa naniesol a zachytil na zachytavacej
koléne Acclaim® PepMap C18 (100 um x 2 cm, vel'kost
gastic 5 um, pér 100 A velkost) pred eldciou a separaciou
na analytickej kolone PepMap RSLC C18 na d’al$iu analyzu
(75 um x 30 cm, vel'kost &astic 3 um, velkost pérov 100 A).
Ako nanasaci roztok sa pouzila 98 % voda a 2 % acetonitril
s 0,1 % kyselinou mravcou. Prietok pri nanaSani vzorky bol
8 ul/min. Elu¢ny proces zahfnal pouzitie dvoch mobilnych
faz s r6znym zloZenim: mobilna faza A pozostavala z 90 %
vody a 10 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravcej, zatial' ¢o
mobilna faza B pozostavala z 95 % acetonitrilu a 5 % vody
s 0,1 % kyselina mrav¢ia. Eluény gradient zacinal s pome-
rom 96% A a4% B pocas prvych 5 minat. Pocas
nasledujticich 90 minut sa pomer mobilnej fazy B postupne
linedrnym spdsobom zvysSoval zo 4 % na 35 %. Potom sa
uskutoc¢nilo 10-minutové premyvanie koldny s pouzitim
90 % B, nasledované 15-mindtovou reekvilibraciou kolony
s4% B. Pocas celého elucného gradientu sa prietok
udrziaval na 0,3 ul/min. Analyza hmotnostnou spektromet-
riou s pouzitim elektrosprejovej ionizacie (ESI) sa uskutoc-
nila na eluovanych peptidoch. Parametre MS skenovania
pouzité v experimente boli nasledovné: bol zvoleny kladny
ionovy maod so skenmi so zvySenym rozliSenim a kontrolou
ionového naboja (ICC) nastavenou na 400 000. Maximalny
¢as akumuldcie bol 50 ms a analyzovany rozsah m/z
sa pohyboval od 300 do 1300. Okrem toho boli nastavenia
parametrov skenovania MS/MS nastavené na nasledujice
hodnoty: rezim s vysokym rozliSenim, cielovy ICC nasta-
veny na 500 000, maximalny ¢as akumulacie 100 ms a
$irkou izol4cie 2,2 m/z. Identifikacia proteinov sa uskutoc-
nila pouzitim vyhladavacieho algoritmu Mascot (Matrix
Science, verzia 2.4.0) spolu s databazou SwissProt (verzia
2020_02). Kritérid vyhl'adavania boli nasledovné: taxond-
mia bola obmedzena na Homo sapiens (¢lovek), trypsin bol
pouzity ako enzym, karbamidometylacia cysteinu (C) bola
nastavena ako fixna modifikacia a oxidacia metioninu (M)
bola povolena ako premenna modifikacia. Boli povolené az
dve chybné Stiepenia a do tvahy sa brali len peptidy
s nabitymi stavmi +2 a +3 a minimalnou dfkou 3.

Statistické metddy:

Uskutocnila sa kvantifika¢nd analyza proteinov z CD8+
T-lymfocytov v kontrolnej skupine a skupine s TNBC. Na vy-
hodnotenie beta-binomického testu sa pouzili vazené
spektralne pocty a na vypocet p-hodnoty pre kazdu sadu
proteinov sa pouzil balik BetaBinomial 1.2 R softvéru
Proline Studio [3] a nominalna hodnota p < 0,05.

64

Folia Medica Cassoviensia, 78 (1), 2024



Pilotnd analyza proteinov subpopuldcie CD8+ T-lymfocytov z periférnej krvi...

Vysledky

V sucasnej Stidii sme analyzovali proteomické profily
CD8+ T lymfocytov separovanych z periférnej krvi od 3
diagnostikovanych pacientok s TNBC a 10 zdravych kontrol
zodpovedajuceho veku a pohlavia pomocou LC/MS, aby
sme ziskali nové poznatky o procesoch v imunitnych bun-
kach periférnej krvi pri pritomnosti TNBC v tele pacientok.

w

HNRH1

Vyznamnost zmeny (-Log10_P hodnoty)

-2 0

Zamerali sme sa tieZ na integraciu dostupnych suborov
udajov o TNBC na urovni proteému, aby sme identifikovali
a overili novych kandidatov na prognostické biomarkery.
Hl'adali sme Studie zahfiiajuce kohorty pacientov s TNBC
s publikovanymi informdaciami o preziti a proteomickych
udajoch. Proteomické profilovanie mononuklearnych bu-
niek plnej krvi by mohlo prispiet k dosiahnutiu novych
poznatkov o vyvoji patoldgie pacientov s TNBC.
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Obrazok 1 Volcano plot: Vyznamne UP regulované (Cervenou) a DOWN regulované (modrou) proteiny subpopuldcie CD8+

T lymfocytov periférnej krvi pacientok s TNBC.

Proteinova Popis binomicka P-| Nasobok -log10
sada hodnota zmeny Log2 |(binomicka P-
hodnota)
K2C1 Keratin II, cytoskeletalny typ 1 0,0138 1,6859 1,8591
K1C10 Keratin I, cytoskeletalny typ 10 0,0054 2,1648 2,2652
FUBP1 protein 1 - viazuci prvok d'aleko pred jeho pridom 0,0399 -1,5361 1,3987
GRP75 protein 75 regulovany glukézou, mitochondridlny 0,0209 -1,5361 1,6798
CBX3 Chromobox proteinovy homolég 3 0,0141 -1,8028 1,8494
HNRH1 Heterogénny jadrovy ribonukleoprotein H 0,0341 -1,6271 1,4674
ENOB Beta-enolaza 0,0014 1,5142 2,8483
THIM 3-ketoacyl-CoA tiolaza, mitochondridlna 0,0437 1,5146 1,3593
FIBG Fibrinogénovy gama retazec 0,0076 2,1155 2,1201
RSSA Maly ribozomalny podjednotkovy protein uS2 0,0043 -1,9635 2,366
CXCL7 Zakladny protein krvnych dosticiek 0,0042 1,737 2,3761
APOA1 Apolipoprotein A-I 0,0444 2,0849 1,3529
GIMA1 Clen rodiny GTPazy IMAP 1 5,99E-04 2,0589 3,2226
TM109 Napéatovo riadeny monoatomicky katiénovy kanal TMEM109 2,83E-04 2,4475 3,5488
RUXE Maly jadrovy ribonukleoprotein E 0,0342 -1,848 1,4664
PEPD Xaa-Pro dipeptidaza 0,0134 1,5995 1,8721
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Tabul'ka 1 Zoznam UP a DOWN regulovanych proteinov, ktoré z celkovo 653 zistenych proteinov spliiali podmienku, Ze

binomickd hodnota P <= 0,05 a abs (Log2) >= 1,5. Kladnd hodnota (Log2) signalizuje UP reguldciu a zdpornd hodnota signalizuje

DOWN reguldciu daného proteinu subpopuldcie CD8+ T-lymfocytov periférnej krvi pacientok s TNBC.

Podarilo sa ndm identifikovat 653 proteinov v CD8+ T
lymfocytoch. Aby sa zvysila Sanca na Stidium skuto¢nych
proteinov rozdielne exprimovanych medzi vzorkami
pacientok s TNBC a zdravymi kontrolami s potencidlnym
vplyvom na funkciu buniek, pouzil sa prisnejsi filter
na selekciu. Vyberom, ktorym splnili nasledujtice kritérium
(binomicka hodnota P <= 0,05 a abs (Log pomer) >= 1,5)
vramci skupiny vyznamne rozdielne exprimovanych
proteinov preslo 16 proteinov (Obr.1). Kladnid hodnota
(Log2 - pomer benigny / zdravy) signalizuje UP regulaciu
azapornd hodnota signalizuje DOWN regulaciu (Tab. 1)
daného proteinu subpopulacie CD8+ T-lymfocytov perifér-
nej krvi pacientok s TNBC. Vytvorili sme zoznam vsetkych
odliSne exprimovanych proteinov vnasSich meranych
vzorkach (informdacie o proteinoch c¢erpané z UniProt
Databazy) [8]:

K2C1_HUMAN (Keratin II, cytoskeletalny typ 1)

MoézZe regulovat aktivitu kinaz (PKC, SRC) prostrednictvom
vazby na integrin beta-1 a receptor aktivovanej protein C
kinazy 1 (RACK1).

K1C10_HUMAN (Keratin I, cytoskeletalny typ 10)

Hr4 tlohu pri vytvarani epidermalnej bariéry na plantarnej
kozi. Podiel'a sa na udrziavani vyvoja bunkovej vrstvy a
zvazkov keratinovych filamentov v suprabazalnych
bunkach epitelu.

FUBP1_HUMAN (Far upstream element-binding protein 1)
MozZe posobit ako aktivator aj represor transkripcie.
Podiel'a sa na regulacii metylacie RNA N6-metyladenozinu
(m6A) a jeho strata vedie ku globadlnym zmenam v zostrihu
RNA a rozsirenej expresii aberantnych izoforiem.

GRP75_HUMAN (protein 75 regulovany glukézou,
mitochondrialny)

Chaperoénovy protein, tieZ nazyvany mortalin alebo HSPA9,
alebo mitochondridlny HSP75 (mtHSP75), alebo protein
viazuci peptid 74 (PBP74), ktory hra délezitd ulohu
v mitochondrialnej biogenéze. Reguluje erytropoézu prost-
rednictvom stabilizicie a moéze hrat tlohu v regulacii
bunkového cyklu prostrednictvom svojej interakcie a
podpory degradacie TP53, taktiez moéze hrat ulohu
pri kontrole bunkovej proliferacie a bunkového starnutia.

CBX3_HUMAN (Chromobox proteinovy homolég 3)

7da sa, zZe sa podiel'a na umlc¢ani transkripcie v komplexoch
podobnych heterochromatinu. Rozpoznava a viaze histéno-
vé H3 chvosty metylované na 'Lys-9', o vedie k epigene-
tickej represii. MoZe prispievat k asocidcii hetero-
chromatinu s vnatornou jadrovou membranou prostred-
nictvom jeho interakcie s receptorom lamin B (LBR).

Sprostredkuje nabor na miesta poSkodenia DNA
pri dvojvlaknovych zlomoch.

HNRH1_HUMAN (Heterogénny jadrovy ribonukleoprotein
H)

Tento protein je zlozkou heterogénnych komplexov
nukledrnych ribonukleoproteinov (hnRNP), ktoré poskytu-
ju substrat pre procesy spracovania, ktorym prechadzaju
pre-mRNA predtym, ako sa stand funkénymi, translatova-
tel'nymi mRNA v cytoplazme. Sprostredkuje alternativnu
regulaciu zostrihu pre-mRNA.

ENOB_HUMAN (Beta-enolaza)

Glykolyticky enzym, ktory katalyzuje premenu 2-fosfo-
glyceratu na fosfoenolpyruvat. Zda sa, Ze ma funkciu
pri vyvoji a regenerdacii priecne pruhovaného svalstva.

THIM_HUMAN (3-ketoacyl-CoA tioldza, mitochondrialna)
Pri vyrobe energie z tukov ide o jeden z enzymov, ktory
katalyzuje posledny krok mitochondridlnej beta-oxidacnej
drahy, aerdébneho procesu rozkladu mastnych kyselin
na acetyl-CoA. TieZ katalyzuje kondenzaciu dvoch molekul
acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA a mohol by sa podielat
na produkcii ketolatok. Vykazuje hydrolazova aktivitu
nardznych mastnych acyl-CoA a tym by mohol byt
zodpovedny za produkciu acetatu pri vedlajsSej reakcii
na beta-oxidaciu.

FIBG_HUMAN (Fibrinogénovy gama retazec)

Spolu s fibrinogénom alfa a fibrinogénom beta, poly-
merizuje za vzniku nerozpustnej fibrinovej matrice. Ma
hlavnu funkciu pri hemostaze ako jedna z primarnych
zloziek krvnych zrazenin. Okrem toho funguje pocas
skorych Stadii hojenia rany na stabilizaciu lézie a
usmernenie migracie buniek pocas reepitelizacie. MoZe tiez
ulah¢it antibakteridlnu imunitnd odpoved prostred-
nictvom vrodenych aj T-bunkami sprostredkovanych drah
a Gama-retazec nesie hlavné vazbové miesto pre receptor
krvnych dosticiek.

RSSA_HUMAN (Maly ribozomalny podjednotkovy protein
uS2)

VyZaduje sa na zostavenie a stabilitu ribozomalnej pod-
jednotky 40S. Vyzaduje sa na spracovanie 20S rRNA-
prekurzora na zreld 18S rRNA v neskorSom kroku
dozrievania 40S ribozomalnych podjednotiek. Funguje tiez
ako bunkovy povrchovy receptor pre laminin. Zohrava
ulohu pri bunkovej adhézii k bazalnej membrane a
naslednej aktivacii signalnych transdukénych drah. Moéze
hrat' dlohu pri uréovani bunkového osudu a morfogenéze
tkaniv. Pésobi ako receptor pre roézne virusy, receptor
pre patogénny pridnovy protein a receptor pre baktérie.
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CXCL7_HUMAN (Zakladny protein krvnych dosticiek)
Stimuluje syntézu DNA, mitézu, glykolyzu, intracelularnu
akumulaciu cAMP, sekréciu prostaglandinu E2 a syntézu
kyseliny hyalurénovej a sulfitovaného glykozamino-
glykanu. CXCL7, tiez nazyvany NAP-2 je uvoltiovany
aktivovanymi krvnymi dostickami a suvisi s vyskytom a
vyvojom réznych nadorov. Stimuluje tiez tvorbu a sekréciu
aktivatora plazminogénu I'udskymi synovidlnymi bunkami
a je aktivator pre neutrofily.

APOA1_HUMAN (Apolipoprotein A-I)

Podiel'a sa na reverznom transporte a vylucovani choles-
terolu z tkaniv do pecene (podporuje odtok cholesterolu
z tkaniv) a posobi ako kofaktor pre lecitin cholesterol
acyltransferazu.

GIMA1_HUMAN (Clen rodiny GTP4zy IMAP 1)
Moze regulovat’ prezitie lymfocytov. Vyzaduje sa pre nor-
malne hladiny zrelych T-lymfocytov a zrelych B-buniek.

TM109_HUMAN (Napatovo riadeny monoatomicky katié-
novy kanal TMEM109)

Funguje ako napitovo riadeny monoatomicky katiénovy
kanal priepustny pre draslik aj vapnik a hra ulohu v bun-
kovej odpovedi na poSkodenie DNA.

RUXE_HUMAN (Maly jadrovy ribonukleoprotein E)
Zohrava tlohu pri zostrihu pre-mRNA ako zdkladni zlozka
spliceozomalnych malych jadrovych ribonukleoproteinov.
Komponent pre-katalytického komplexu spliceozému B aj
aktivovanych komplexov spliceozému C. Pacienti so systé-
movym lupus erythematosus produkuju protilatky, ktoré
interaguju s proteinmi snRNP.

PEPD_HUMAN (Xaa-Pro dipeptidaza)

Dipeptidaza, ktora katalyzuje hydrolyzu dipeptidov s proly-
lovym (Xaa-Pro) alebo hydroxyprolylovym zvyskom v C-
koncovej polohe. Vyhodnym dipeptidovym substratom je
Gly-Pro a hra doélezita ulohu v metabolizme kolagénu kvoli
vysokej hladine iminokyselin v kolagéne.

Diskusia

Somatické mutéacie pri rakovine vedi k nadorovo
Specifickym novym proteinom, nazyvanym neoantigény
[25]. Tieto neoantigénové podpisy su spojené s vacSou
protinddorovou odpovedou CD8+ T buniek a existuju
dokazy, Ze tito odpoved moZe byt posilnend imunote-
rapiou. Neoantigény si mimoriadne pritazlivym aj imunit-
nym cielom vzhladom na ich selektivne zastupenie
vnadorovych bunkidch bez expresie na normalnych
bunkach [31]. TNBC ma wvys$Si stupenn neoantigénov
vporovnani s inymi podtypmi rakoviny prsnika [19].
Funkcie a interakcie medzi vrodenym a adaptivnym imunit-
nym systémom su Zzivotne dolezité pre protirakovinovi
imunitu. Cytotoxické T bunky exprimujice CD8+ znak na
bunkovom povrchu st najsilnejSimi efektormi v protirako-
vinovej odpovedi a tvoria zaklad sucasnych uspesnych

imunoterapif a diagnostikovania rakoviny. Vyvijaji sa nové
generacie cytotoxickych CD8+ T buniek s geneticky modifi-
kovanymi, alebo syntetickymi receptormi a vyhodnocuju sa
v klinickych Stddidch. Okrem toho moézZu kombinované
rezimy optimalizovat uU¢inky liecby a zniZit neZiaduce
ucinky [23].

Medzi Sestnadstimi odliSne exprimovanymi proteinmi
snajvysSou p-hodnotou sme pozorovali Styri proteiny,
ktoré maju potencialnu tlohu pre rozvoj ochorenia. Protein
CXCL7, ktory je uvolmovany aktivovanymi krvnymi dostic-
kami a suvisi s vyskytom rakoviny a mozno ho povazovat za
biomarker progresie roznych nadorov [16]. Protein CXCL7
patri do skupiny chemokinov (8-12 kDa sekrecné
proteiny), ktoré mozu regulovat migraciu leukocytov a
zohravaju doleziti ulohu v mnohych fyziologickych a
patologickych procesoch, vratane zapalu a opravy poskode-
nych a poranenych tkaniv [11]. Tieto malé proteiny mozno
Kklasifikovat do podskupiny CXC-, CX3C-, CC- a XCL
na zdklade polohy konzervovanych cysteinov blizko N-
konca. CXCL7, tieZ nazyvany NAP-2 patri do podskupiny
CXCL [15]. Podl'a stadie Li L.H. a kol [16] bol tento protein
pouzity ako novy biomarker na vcasnu diagnostiku
obstruk¢éného kolorektalneho karcinému (CRC). Na zaklade
ich zisteni, boli stredné koncentracie CXCL7 u CRC vySssie
ako u kontrol a poukazali na to, Ze sérovy CXCL7 moze byt
pomocnym diagnostickfm biomarkerom pre CRC. Dalsie
nedavne Studie ukazali, Ze signalizacia CXCL7 hra podpornu
ulohu pri niekol'’kych beZznych malignitach, vratane rakovi-
ny pluc, obli¢iek, hrubého ¢reva a prsnika [6]. Niektoré
imunitné bunky a zapalové cytokiny su zakladnymi zlozka-
mi v mikroprostredi nddoru na podporu progresie rakoviny
prsnika. V studii Wang G.H. [29] a kol,, aby identifikovali
kli¢ovych imunitnych hracov v nadorovom mikro-
prostredi, pouzili vysoko invazivne bunkové linie rakoviny
prsnika MDA-MB-231. Ich klinické skimanie naznacilo, Ze
vysoka expresia CXCL7 Kkoreluje s progresiou rakoviny
prsnika a zIym celkovym preZitim pacientov. Stidia d’alej
odhal'uje, Zze imunitny cytokin CXCL7, ktory je vyluCovany
monocytmi infiltrujicimi nador, stimuloval migraciu
rakovinovych buniek, invaziu a metastazy, ¢o prispievalo
k podpore progresie rakoviny prsnika. Hodnoty namerané
vnaSej Studii indikuju UP regulaciu proteinu v subpo-
pulacie CD8+ T-lymfocytov zperiférnej krvi pacientok
s trojndsobne negativnym karcinémom prsnika. Porovna-
nie naSich vysledkov sexperimentidlnymi vysledkami
potvrdzuje univerzalnu tlohu CXCL7 pri karcinémoch vzni-
kajucich z tkaniv réznych organov [6, 29].

Novsie stadie Elman J. S. akol. [5] odhalili tiez triedu
mutacii v nedostato¢ne prestudovanych, zriedkavo zmene-
nych génoch, oznac¢ovanych ako ,long tail“ (LT) ovladace.
Ich kl'i€ovou vyzvou bolo najst klinicky relevantné
ovladace LT a pochopit, ako spolupracuji pri manazmente
ochorenia. Pomocou in vivo CRISPR skriningu identifikovali
vazbovy protein FUBP1 ako LT ovladac. Podla ich Studie,
FUBP1 spolupracuje s inymi nadorovymi supresorovymi
génmi na transformacii epitelidlnych buniek prsnika
narusenim bunkovej diferenciacie a tkanivovej architek-
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tury. Mechanicky sa FUBP1 podiel'a na regulacii metylacie
RNA N6-metyladenozinu (m6A) a jeho strata vedie ku glo-
balnym zmenam v zostrihu RNA a rozsirenej expresii
aberantnych izoforiem. Tieto =zistenia naznacuju, Ze
somatickd zmena jedného génu zapojeného do zostrihu
RNA a metylacie m6A moze produkovat potrebnd Skalu
prispievatelov pre neoplastickil transformaciu [5]. Nasa
Studia potvrdila pritomnost DOWN reguldacie tohto protei-
nu v nasich vzorkach pacientok s TBNC. Pribtudajtce dokazy
spolo¢ne preukazali onkogénne aj nadorové supresivne
ulohy FUBP1. V studii Kang M. a kol. [13] ukazali, Ze hladina
proteinu FUBP1 bola obohatena vo faze S a zistili, ze
nedostatok FUBP1 zmenil progresiu bunkového cyklu,
najmi v S faze, zniZenim hladin expresie mRNA génov
CCNA, lokalizovanych na chromozéme 13q12, kédujucich
cyklin A. Zich vysledkov sa zda, ze os FUBP1-cyklin
A existuje v niekol’kych typoch nadorov. FUBP1 vykazoval
heterogénne vzorce expresie medzi roznymi rakovinovymi
tkanivami, ¢o naznacuje, Ze vykazuje viaceré a kompli-
kované funkcie pri vyvoji rakoviny. Okrem toho nedostatok
FUBP1 poskytuje bunkdm vyhody prezitia proti metabo-
lickému stresu a protirakovinovym liekom, ¢o naznacuje, Ze
moze hrat pozitivnu aj negativnu ulohu pri malignom
vyvoji [13].

Dal$im DOWN regulovanym proteinom v periférnych
CD8+ lymfocytoch pozorovanym v nasej pilotnej stadii bol
GRP75. GRP75, zndmy aj ako mortalin alebo heat shock
protein 70 (Hsp70), je protein patriaci do rodiny heat shock
protein 70. Tento protein sa nachadza v bunkach a hra
doélezita ulohu v réznych bunkovych procesoch, vratane
ochrany buniek pred stresom a podporou ich prezitia.

Mortalin sa zucastiiuje na réznych bunkovych funk-
ciach, vratane ochrany proteinov pred denaturaciou, pod-
pory spravnej proteinovej skladby a regulacie bunkovej
smrti (apoptézy). Okrem toho sa mortalin viaZze na iné
proteiny a podiela sa na ich transportovani cez bunkové
membrany.

Poruchy v expresii alebo funkciach mortalinu sa mézu
podiel’at na roznych patologickych stavoch, ako st rakovi-
na, neurodegenerativne choroby a d'alSie. Rozsiahle $tudie
potvrdili, Ze pritomnost GRP75 sa nachadza v mnohych
I'udskych malignitach, ¢o kauzalne koreluje s ich invaziv-
nym rastom, Sirenim metastaz a rezistenciou na chemote-
rapiu a radioterapiu [12, 7]. Je zndme, Ze GRP75 v tkanivach
nadorov prispieva k karcindmom, ktoré st spojené
s mlie¢nymi z'azami [12]. Okrem toho sa GRP75 (mortalin)
moze vyskytovat na povrchu rakovinovych buniek, zohrava
ulohu pri prenose bunkovej membrany a je typickou
proteinovou zlozkou exozémov vylu¢ovanych nadormi
rézneho povodu vratane nadorov prsnika [9]. GRP75 tiez
interaguje s nadorovym supresorom p53, ¢im inaktivuje
schopnost p53 fungovat ako transkripény faktor a indukuje
apoptézu [28]. V dalsich experimentalnych pracach nadva-
zujicich na nasu pilotnd S$tidiu bude potrebné dat
do korelacie nami namerani down reguldciu daného

proteinu szndmymi poznatkami GRP75 v nadorovych
tkanivach.

V désledku malého poctu vzoriek ziskanych od TNBC
pacientok nasa Stidia ma jednoznacne pilotny charakter.
Na presnejSie potvrdenie a overenie biologického vplyvu
vybranych proteinov v CD8+ T bunkach su potrebné d'alsie
studie.

Summary

We analyzed the proteomic profile of purified CD8+ T
whole blood immune cell subsets from 3 diagnosed triple-
negative breast cancer (TNBC) patients and 10 healthy age-
and gender-appropriate controls using liquid chromate-
graphy combined with mass spectrometry. We created a list
of all UP and DOWN regulated proteins in our measured
samples. Of the sixteen best (based on p-value) differently
regulated proteins in our samples of TNBC patients, we
observed four proteins previously identified as having
a potential role for disease development, either through
genetic association, e.g., a cellular response to DNA damage
(TM109 protein). The CXCL7 protein, which is released by
activated platelets and is associated with incidence and can
therefore be considered a biomarker of tumor progression
plays a supporting role in several common malignancies,
including lung, kidney, colorectal and breast cancers.
According to another study, it works with other tumor
suppressor genes to transform breast epithelial cells by
disrupting cell differentiation and tissue architecture. Our
study confirmed the presence of DOWN regulation of the
FUBP1 protein, another potential oncomarker, in our
samples of TBNC patients. Growing evidence has collec-
tively demonstrated both oncogenic and tumor suppressive
roles of FUBP1, and debate about its role in tumorigenesis
has been ongoing for several years. Another protein
observed in our country was GRP75. Extensive studies have
confirmed that GRP75 is found in many human
malignancies, which is causally correlated with their
invasive growth, spread of metastases, and resistance
to chemotherapy and radiotherapy. With our study of CD8+
immune cell proteome, we would like to follow the trend in
the use of liquid biopsy for clinical purposes by detecting
circulating CD8+ T lymphocytes. Those in the tumor micro-
environment could be altered and contain a specific marker
signaling the presence of cancer cells atan early stage
of cancer by a non-invasive method. Most of the research
so far has focused on the study of TIL - tumor-infiltrating
leukocytes, which interact directly with tumor tissue and its
vicinity, unlike circulating CD8+ T lymphocytes. Patients
with TNBC have a poor prognosis due to the aggressive
nature of these tumors and lack of targeted therapies, and
identifying new relevant protein targets for this patient
group is very important.

Tento vyskum bol financovany Agentiirou na podporu
vyskumu a vyvoja projekt APVV-19-0476.
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Analyza proteinov subpopulacie CD8+ T-lymfocytov periférnej krvi
pacientok s benignym nadorom prsnika
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Ustav lekarskej a klinickej biofyziky, Lekdrska fakulta UPJS, 2Medipark, Lekarska fakulta UPJS, Kogice, 3Gynekologicko-
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Skiimanie proteomického profilu periférnych CD8+ T lymfocytov v pritomnosti benignych nddorov prsnika v tele pacientok je
relevantnou oblastou vyskumu, ktord méZe poskytniit' pohl'ad na imunitni odpoved’ organizmu pacientok spojentl so skorymi
stddiami lézii prsnika. Aj ked nezhubné nddory prsnika nie st maligne, imunitny systém stdle hrd tilohu pri sledovant a potencidlnej
elimindcii benignych lézii. Charakterizdcia proteomického profilu CD8+ T lymfocytov v krvi pacientok s diagnézou benigneho
nddoru prsnika méZe viest' k objavu biomarkerov skorych Stddii nddorov prsnika, ktoré naznacuji imunitni aktivdciu alebo
dysreguldciu CD8+ T lymfocytov v periférnej krvi pacientok. Tieto biomarkery by bolo mozné pouZit na véasni diagnostiku alebo
hodnotenie rizika vyvoja nddoru z benignej do malignej formy.

Analyzovali sme proteomické profily CD8+ T lymfocytov separovanych z periférnej krvi od 7 pacientok s diagnostikovanym
benignym nddorom prsnika a 10 zdravych kontrol zodpovedajiiceho veku a pohlavia. Medzi dvadsiatimi odlisne exprimovanymi
proteinmi s najvysSou p-hodnotou sme pozorovali Styri proteiny, ktoré majil potencidlnu tlohu pre rozvoj ochorenia, a to bud’
prostrednictvom genetickej asocidcie, napr. bunkovej odpovede na poskodenie DNA (protein TM109), alebo progresie a zdvaZnosti
(faktor inhibujici migrdciu buniek / metastdzu karcindmu prsnika protein RACK1). TaktieZ vysokd expresia proteinu ABRACL,
ktory bol rovnako identifikovany v naSich vzorkdch, prispieva k vyznamne zniZenému celkovému preZitiu pacientov s rakovinou
prsnika. Niektoré d'alSie stidie potvrdili pritomnost’ onkoproteinu RAP1A u niekol’kych l'udskych malignit. Ten hrd klticovu tilohu
v signdlnej transdukcii a podiela sa na réznych biologickych procesoch, ako je bunkovd proliferdcia, delenie a diferencidcia.
Podarilo sa ndm potvrdit jeho pritomnost'v nasich skimanych vzorkdch. Stiidiom proteému imunitnych buniek CD8+ by sme chceli
rozvijat’ trend vo vyuZiti tekutej biopsie na klinické ticely pomocou analyzy proteému cirkulujicich CD8+ T lymfocytov. Vicsina
doterajsich vyskumov sa uberala stiidiom TIL - tumor infiltrujtcich leukocytov, ktoré interagujii priamo s nddorovym tkanivom
a jeho blizkym okolim, na rozdiel od analyzy cirkulujiicich CD8+ T lymfocytov.

KTiicové slova: CD8+ T bunky, benigny nddor prsnika, proteomickd analyza, LC-MS hmotnostnd spektrometria
Keywords: CD8+ T cells, benign breast tumor, proteomic analysis, LC-MS mass spectrometry

; Benigne a maligne nddory maju odliné charakteristiky.
Uvod Niektoré z tychto vlastnosti lekdrom ul'ah¢uju diagnostiku
nadoru [8,20]:

3 3 i ) i o . e Benigne nadory: zvycajne rasti pomaly, maji hladké,
Benigne nadorové ochorenie prsnika u Zien je vel'mi . , , ., .
L i i L ) zretel'né okraje, neprerastu do okolitého tkaniva alebo
Castym nalezom a je hlavnym rizikovym faktorom, ktory J S .

L, . ) , o, i organov, nenapadaju iné Casti tela
zdvojnasobuje riziko nasledného karcinému prsnika [4]. , . ., —~ .,
e Maligne alebo rakovinové nadory: mézu rychlo rast,

Pomocou mamografie, ultrazvuku a magnetickej rezo- maju nepravidelné hranice, méZu prerast’ do okolitého

nancie prsnika a rozsiahleho vyuzivania biopsii je moZné tkaniva alebo organov, alebo sa mé#u rozsirit do inych

u vacsiny pacientok diagnostikovat nezhubné nadorové Zasti tela
ochorenie prsnika bez chirurgického zakroku. Pretoze Y e ) )

o, ; L. L, e . CD8+ T lymfocyty hraju kli¢ovi ulohu v imunitnom
vacsina benignych 1ézii nie je spojena so zvySenym rizikom } . , L,

j j L, h . J L, dohl'ade a obrane proti infekcidm a karcinémom. Po stret-
nasledného karcinému prsnika, je vhodné vyhnut sa , L, . , . L,
L, . L, 3 J L nuti santigénnou stimulaciou sa naivné CD8+ T bunky
zbyto¢nym chirurgickym zdkrokom. Pre patolégov, radiold- . o, ., i L. . .
i R , , L. s diferencuju a ziskavaju efektorové funkcie, ¢o im umoziiuje
gov a onkoldgov je dolezité rozpoznat benigne 1ézie, odlisit o o , ) ™ ]
eliminovat' infikované alebo maligne bunky. Tradi¢ne boli

ich od invazivneho karcinému prsnika a posudit riziko L - i .
cytotoxické T lymfocyty charakterizované svojou schopnos-

vzniku karcindmu prsnika u pacientky, aby bolo mozné
stanovit najvhodnejsiu liecebnd modalitu pre kazdy pripad
[17].

tou produkovat efektorové cytokiny a uvolmovat cytoto-
xické granuly na priame zabijanie cielovych buniek.
Objavujuce sa dokazy vSak naznacuju odliSné podskupiny
efektorovych CD8+ T buniek, z ktorych kazda vykazuje
jedinecné efektorové funkcie a terapeuticky potencial [11].
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Po infekcii naivné CD8+ T bunky proliferujd a diferencuji
sa na efektorové CD8+ T bunky, ¢o im umoziiuje Gcinne
eliminovat infikované bunky a chranit hostitela pred
tazkou infekciou. Po odstraneni antigénu sa frakcia efekto-
rovych CD8+ T buniek diferencuje na pamitové bunky,
ktoré mozu okamzite proliferovat po opatovnom vystaveni
antigénu, ¢im sa zabezpeci rychla a silnd imunitna odpoved
[15, 28]. Ked' st vsak CD8+ T bunky vystavené perzistentnej
stimulécii antigénom, ako je to vidiet pri chronickych
virusovych infekciach alebo nadoroch, vycerpaju sa, ¢im sa
zhorsia ich reakcie na naslednu stimuldciu antigénom
[16, 1, 26].

Kvalitativne a kvantitativne vyhodnotenie zmien
proteému CD8+ T lymfocytov, ktoré podmienuju rozvoj
karcindmu, mozno dosiahnut tandemovym pouzitim kva-
palinovej chromatografie a hmotnostnej spektrometrie
(LC-MS). Proteomické stratégie zaloZzené na LC-MS sa
vykonavaju podl'a vopred navrhnutych pracovnych postu-
pov, ktoré zahrnaju niekolko krokov, ako je vyber vzorky,
spracovanie vzorky vratane oznacovania, metddy ziskava-
nia MS, Statistické spracovanie a bioinformatika analyza
vysledkov s cielom pochopit biologicky vyznam zisteni.
Ked'Ze vyber najlepSich moznosti nemusi byt jednoduchy,
vyplati sa to skiimat’ a hodnotit minulé a suc¢asné proteo-
mické pristupy na objavenie novych biomarkerov nadorov.
Okrem toho su dolezité aj bio-informatické ndastroje
na interpretaciu a vizualizaciu vysledkov proteomiky a
navrhy najpopularnejSich technik strojového ucenia
na vyber prediktivnych biomarkerov [3].

Material a metédy

Vzorky periférnej krvi boli odobrané od novo diagnosti-
kovanych pacientok s benignym nadorom prsnika. Stiidia
bola vedena v zhode s Helsinskou deklaraciou a bola
schvélena Etickou komisiou LF UPJS v Kosiciach, protokol
kéd 9N/2021, datum schvélenia 17. 6. 2021, Etickou
komisiou Univerzitnej nemocnice L. Pasteura 2020/EK/
/06047, datum schvalenia 25. 6. 2020, a Etickou komisiou
Vychodoslovenského onkologického tustavu a. s., protokol
kéd EK/1/06/2020, datum schvalenia 1.6.2020.
Randomizované vzorky periférnej krvi z kontrolnej skupiny
zdravych subjektov boli ziskané z Gynekologicko-porodnic-
kej kliniky LF UPJS a UN LP v Kogiciach, vzorky s benignym
nadorom prsnika boli odobraté na I. chirurgickej klinike LF
UPJS a UN LP v Kosiciach. Informovany sthlas (2020/EK/
/06407) bol ziskany pisomne od Zien v oboch skupinach,
kontrolnej skupine a skupine s nadorom prsnika. VSetky
vzorky boli ziskané v obdobi od jina 2022 do marca 2023.
Desat’ zdravych kontrolnych vzoriek s priemernym vekom
69 rokov (vrozmedzi 38-84 rokov) a 7 vzoriek bolo
odobranych pacientkam s benignym tumorom prsnika
s priemernym vekom 69 rokov (v rozmedzi 38-84 rokov).
Vyber pacientov s diagnézou karcindm prsnika, podtyp
Luminal A, bol uskuto¢neny na zdklade imunohistochemic-
kych vysledkov akreditovanym laboratériom Ustavu pato-
l6gie UPJS LF a UNLP v Kosiciach, ¢slo registracie 158/Q-

044, certifikovanym podla ISO 9001:2025, s platnostou
certifikdtu do aprila 2026. Akrediticia bola udelena
Slovenskou narodnou akredita¢nou sluzbou (SNAS).

ExperimentdlIny protokol:

Jednotlivym pacientom a kontrolnej skupine bolo odo-
branych 10 ml periférnej krvi do skimaviek BD Vacutainer
K2EDTA, ochladenych na 4 °C a spracovanych do 30 minut
od ziskania. Nasledne bola krv zriedend s 20 ml izola¢ného
roztoku (2 mmol EDTA+PBS+BSA) a centrifugovana
pri 600 G pocas 10 min pri 4 °C. Po centrifugacii sme
odstranili vrchnt ¢ast plazmy, tak aby vrstva buniek PBMC
(mononuklearne bunky periférnej krvi) a erytrocytov
ostala neporusend. Do tejto dvojvrstvy sa pridavali magne-
tické gulicky s CD8+ znakom (Invitrogen Dynabeads,
Thermo Fisher Scientific, homogenita izolovanej populacie
CD8+ urcena flow cytometriou podla vyrobcu 98 % -
100 %, vytaznost metodiky 95 % - 100 %) za ucelom
separacie subpopulacie leukocytov. Po pridani CD8+
guli¢iek do skimavky so zriedenou krvou doslo k inkubdcii
po dobu 20 min pri 4°C v Hulamixéri. Po inkubécii,
magnetické gulicky spolu sbunkami s prislusnym CD
znakom boli odseparované magnetom v magnetickom
stojane. Magnetické guli¢ky s naviazanym CD8 znakom boli
3 krat premyvané izola¢nym roztokom.

Po ukonceni premyvania buniek, bolo k magnetickym
gulickdm pridané 400 pl 50 mM NH4HCOs. Subpopulacia
leukocytov bola sonifikovana a vortexovana v striedavom
cykle. Sonifikovalo sa v ultrazvukovej vani (f=37 kHz,
t=15 min) a ultrazvukovom bloku (y =85 %, t= 15 min),
vzorka bola vortexovana 5 min v chladnicke. Nasledne boli
zo vzorky odseparované magnetické gulicky pomocou
magnetu. Kazda vzorka sa delila na 3 frakcie. Prva frakcia,
ktoru sme pouzivali na naSe merania, ¢inila 200 pl super-
natantu vzorky a 1800 pl etanolu, kde pocas noci pri -20 °C
doslo k zraZaniu proteinov. Druha frakcia bola len samotna
vzorka - supernatant odobrany z magnetickych guliciek,
uskladnena v chladnicke. Tretiu frakciu predstavovali
magnetické gulicky, ktoré boli odseparované v magnetic-
kom stojane a k nim sme pridali 100 pl invitrosolu. S touto
frakciou sa zopakoval cyklus sonifikovania a vortexovania.
Po skonceni tohto cyklu, tento typ frakcii bol inkubovany
cez noc v termomixéri pri 21 °C.

Druhy den frakcie s jednotlivymi subpopulaciami leuko-
cytov, ktoré boli cez noc zrazané s etanolom, sa nasledne
centrifugovali po¢as 20 min pri 18 000 g a 4 °C. Po centrifu-
gacii bol etanolovy supernatant odstraneny a pelet vysu-
Seny. Do vysuSeného peletu sa pridalo 150 pl 50 mM
NH4+HCOs. Magnetické gulicky s CD8+ znakom (cez noc
inkubované s invitrosolom) boli odstranené na magnetic-
kom stojane.

V d'alSom kroku boli stanovené koncentracie vSetkych
frakcii s CD8+ znakom pomocou BCA metddy. Pri in-
solution digescii boli k vzorkam pridané pozadované obje-
my 0,025 M roztoku DTT a boli inkubované v termomixéri
pri 60°C po dobu 30 minut. Ku vzorkdm boli pridané
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vypoctom stanovené objemy 0,25 M roztoku IAA a boli
inkubované v termomixéri v tme, pri 21 °C a po dobu 30
minat. Napokon boli pridané vypocitané objemy 5mM
roztoku CaClz a bol pridany trypsin v pomere - trypsin:
vzorka = 1:40 (w/w). Vzorky boli inkubované pocas noci
pri 21 °C. Nasledujtci deni boli vzorky okyslené na pH= 2 az
3 pridanim 20 % Kkyseliny mravcej. VSetky vzorky boli
upravené na pozadované objemy bud odparovanim
v SpeedVacu alebo pridanym loading (dopliiujiceho) rozto-
ku. Vzorky boli centrifugované (20 min., 18 000xg, 4 °C)
amerané pomocou metédy LC-MS na hmotnostnom
spektrometri - iébnova pasca (Amazon speed ETD, Bruker
Daltonics).

LC-MS/MS analyza (vyhladdvanie v databdze):

Pre LC/MS experiment sme pouzili UHPLC systém
(Ultimate 3000 RSLC Nano, Thermo Fisher Scientific) a
hmotnostny spektrometer idnovej pasce (amaZon speed
ETD s i6novym zdrojom CaptiveSpray, Bruker Daltonik).
V kroku pripravy vzorky kvapalinovej chromatografie sa
pouzila metéda zachytdvania a eluovania. 1 ug peptidov
z izolovanych lymfocytov (5 ul injektovanej vzorky s kon-
centraciou 0,2 ug/ul) sa naniesol a zachytil na zachytavacej
koléne Acclaim® PepMap C18 (100 um x 2 cm, vel'kost
¢astic 5 um, pér 100 A vel'kost) pred eliiciou a separaciou
na analytickej kolone PepMap RSLC C18 na d’al$iu analyzu
(75 um x 30 cm, vel'kost' &astic 3 um, velkost pérov 100 A).
Ako nanéasaci roztok sa pouzila 98 % voda a 2 % acetonitril
s 0,1 % kyselinou mravcou. Prietok pri nanasani vzorky bol
8 ul/min. Elu¢ny proces zahfnal pouZitie dvoch mobilnych
faz s roznym zloZenim: mobilna faza A pozostavala z 90 %
vody a 10 % acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravcej, zatial' ¢o
mobilna faza B pozostavala z 95 % acetonitrilu a 5 % vody
s 0,1 % kyselina mrav¢ia. Elu¢ny gradient zacinal s pome-
rom 96 % A a 4 % B pocas prvych 5 minuat. Pocas nasle-
dujicich 90 mintit sa pomer mobilnej fazy B postupne
linedrnym spdsobom zvySoval zo 4 % na 35 %. Potom sa
uskutoc¢nilo 10-minutové premyvanie kolény s pouZitim
90 % B, nasledované 15-mindtovou reekvilibraciou kolény
s4% B. Pocas celého elu¢ného gradientu sa prietok
udrziaval na 0,3 ul/min. Analyza hmotnostnou spektro-
metriou s pouzitim elektrosprejovej ionizacie (ESI) sa
uskutocnila na eluovanych peptidoch. Parametre MS
skenovania pouzité v experimente boli nasledovné: bol
zvoleny kladny idnovy méd so skenmi so zvySenym
rozliSenim a kontrolou iénového naboja (ICC) nastavenou
na 400 000. Maximalny c¢as akumulacie bol 50 ms a
analyzovany rozsah m/z sa pohyboval od 300 do 1300.
Okrem toho boli nastavenia parametrov skenovania MS/MS
nastavené na nasledujuce hodnoty: rezim s vysokym
rozliSenim, ciel'ovy ICC nastaveny na 500 000, maximalny

Cas akumulacie 100 ms a Sirkou izolacie 2,2 m/z. Identifi-
kacia proteinov sa uskutocnila pouzitim vyhl'adavacieho
algoritmu Mascot (Matrix Science, verzia 2.4.0) spolu s
databazou SwissProt (verzia 2020_02). Kritéria vyhl'ada-
vania boli nasledovné: taxonémia bola obmedzena na Homo
sapiens (Clovek), trypsin bol pouzity ako enzym, karbami-
dometylacia cysteinu (C) bola nastavend ako fixna modifi-
kdcia a oxidacia metioninu (M) bola povolena ako premen-
na modifikacia. Boli povolené az dve chybné Stiepenia a do
uvahy sa brali len peptidy s nabitymi stavmi +2 a +3 a
minimalnou dizkou 3.

Statistické metddy:

Uskutoc¢nila sa kvantifika¢na analyza proteinov z CD8+
T-lymfocytov v kontrolnej skupine a skupine s benignym
nadorom prsnika. Na vyhodnotenie beta-binomického testu
sa pouzili vazené spektralne pocty a na vypocet p-hodnoty
pre kazdud sadu proteinov sa pouzil balik BetaBinomial 1.2
R softvéru Proline Studio [5] a nominalna hodnota p < 0,05.

Vysledky

V Stadii sme hodnotili T bunky na drovni proteinov
pomocou tandemovej hmotnostnej spektrometrie (LC-MS),
aby sme ziskali poznatky o procesoch v imunitnych bun-
kach a moznost stanovit biomarkery pre dany typ tumoru.
Analyzovali sme proteomické profily CD8+ T lymfocytov
purifikovanych z plnej krvi od 7 diagnostikovanych pacien-
tok s benignym nadorom prsnika a 10 zdravych kontrol
zodpovedajuceho veku a pohlavia. Zamerali sme sa tieZ na
integraciu dostupnych stiborov tidajov o nddoroch prsnika
na urovni proteému, aby sme identifikovali a overili novych
kandiddtov na prognostické biomarkery. Proteomické
profilovanie mononuklearnych buniek plnej krvi by mohlo
prispiet k dosiahnutiu mechanistickych poznatkov o vyvoji
patolégie pacientov s benignym nddorom prsnika.

Podarilo sa nam identifikovat 760 proteinov v CD8+
T bunkach. Aby sa zvysila Sanca na $tudium skutocnych
kandidatskych proteinov rozdielne exprimovanych medzi
pripadmi pacientok s benignym nadorom prsnika
a zdravymi kontrolami s potencialnym vplyvom na funkciu
buniek, bol pouZity prisnejsi filter na selekciu. Vyberom,
ktoré splnili nasledujice kritérium (binomickd hodnota
P <= 0,05 aabs (Log pomer) >=1,5) v ramci skupiny vyz-
namne rozdielne exprimovanych proteinov preslo 20
proteinov. Kladnd hodnota (Log 2- pomer benigny / zdravy)
signalizuje UP regulaciu azaporna hodnota signalizuje
DOWN regulaciu (Obr. 1) daného proteinu subpopulacie
CD8+ T-lymfocytov periférnej krvi pacientov s benignym
nadorom prsnika (Tab. 1).
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Obrazok 1 Volcano plot: Vyznamne UP regulované (Cervenou) a DOWN regulované (modrou) proteiny subpopuldcie CD8+
T lymfocytov periférnej krvi pacientov s benignym nddorom prsnika v porovnani so zdravou kontrolou.

Proteinova Popis binomicka P- Nasobok -log10
sada hodnota zmeny Log2 |(binomicka P-
hodnota)
SPTN1 Alfa retazec spektrinu, neerytrocytovy 1 0,003 2,2922 2,5236
HNRPU Heterogénny jadrovy ribonukleoprotein U 0,0164 1,6328 1,7864
DHE3 Glutamatdehydrogendaza 1, mitochondridlna 0,0024 1,6301 2,6155
RACK1 Mala ribozomalna podjednotka protein RACK1 0,0109 1,8979 1,9609
ENPL Endoplazmin 0,0074 1,6468 2,1336
PRDX2 Peroxiredoxin-2 3,17E-04 1,8086 3,4986
ACON Akonitat hydrataza, mitochondria 0,0106 1,6301 1,9761
RINI Ribonukleazovy inhibitor 0,0092 1,559 2,0356
HXK1 Hexokindza-1 0,009 1,699 2,0474
RS2 Maly ribozomalny podjednotkovy protein uS2 0,0132 1,9652 1,8801
TCPZ T-komplex protein 1, podjednotka zeta 0,0095 1,6798 2,0231
RS4X Mala ribozomalna podjednotka proteinu eS4, izoforma X 0,0349 1,5787 1,4573
RL13 Vel'ka ribozomalna podjednotka proteinu eL13 1,61E-06 1,962 5,7933
RAP1A Ras-pribuzny protein Rap-1A 0,0368 1,8585 1,4343
RL31 Vel’ka ribozomalna podjednotka proteinu eL31 1,53E-04 1,6077 3,8167
SFPQ Zostrihovy faktor, bohaty na prolin a glutamin 0,0148 -1,6009 1,8297
S10A6 Protein S100-A6 0,0462 -1,6284 1,3356
ABRAL Protein rodiny Costars ABRACL 1,33E-04 2,0506 3,8759
RL8 Vel'ka ribozomalna podjednotka proteinu uL2 0,0056 1,6845 2,2512
TM109 Napatovo riadeny monoatomicky katiénovy kanal TMEM109 4,03E-05 2,0093 4,3944

Tabul'ka 1 Zoznam UP a DOWN regulovanych proteinov, ktoré z celkovo 760 zistenych proteinov spliiali podmienku, Ze
binomickd hodnota P <= 0,05 a abs (Log2) >= 1,5. Kladnd hodnota (Log2 - benigny / zdravy) signalizuje UP reguldciu a zdpornd
hodnota signalizuje DOWN reguldciu daného proteinu subpopuldcie CD8+ T-lymfocytov periférnej krvi pacientov s benignym
nddorom prsnika.
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Vytvorili sme zoznam vSetkych odliSne exprimovanych
proteinov vnaSich meranych vzorkdch (informécie
o proteinoch ¢erpané z UniProt Databazy [9]):

SPTN1_HUMAN (Alfa retazec spektrinu, neerytrocytovy 1)
Tento protein je zapojeny do sekrécie a interaguje s kalmo-
dulinom spésobom zavislym od vapnika. Je teda kandida-
tom na pohyb cytoskeletu na membrane zavisly od vapnika.

HNRPU_HUMAN (Heterogénny jadrovy ribonukleoprotein
U)

Protein viazuci DNA a RNA zapojeny do niekol'’kych bunko-
vych procesov, ako je organizicia jadrového chromatinu,
regulacia dizky telomér, transkripcia, alternativne zostrihy
a stabilita mRNA, umlcovanie transkripcie a progresia
mitotickych buniek.

DHE3_HUMAN (Glutamatdehydrogenaza 1, mitochond-
ridlna)

Mitochondridlna glutamatdehydrogendaza, ktora katalyzuje
premenu L-glutamatu na alfa-ketoglutarat. Hra kltcovi
ulohu pri glutaminovej anapleréze tym, Ze produkuje alfa-
ketoglutarat, dodlezity medziprodukt v cykle trikarboxy-
lovych kyselin. Hra tlohu pri homeostaze inzulinu a méze
sa podiel'at na reakciach ucenia a pamaéte zvySenim obratu
excitacného neurotransmiteru glutamatu.

RACK1_HUMAN (Mala ribozomélna podjednotka protein
RACK1)

Protein leSenia zapojeny do ziskavania, zostavovania
a/alebo regulacie roznych signalnych molekul. Interaguje
so Sirokou Skalou proteinov a hrd tlohu v mnohych
bunkovych procesoch. Podiela sa na iniciacii kontroly
kvality ribozémov, ¢o je draha, ku ktorej dochadza, ked’ sa
ribozém pocas translacie zastavi. RACK1 je prognosticky
faktor, ktory podporuje migraciu/metastizu karcinému
prsnika interakciou s RhoA (¢len rodiny homolégov RasA -
maly protein GTPazy) a aktivaciou RhoA/Rho kinazovej
drahy.

ENPL_HUMAN (Endoplazmin)

Molekularny chaperdn, ktory funguje pri spracovani a
transporte vylucovanych proteinov aje potrebny
na spravne skladanie Toll-like receptorov. Ma rozne funkcie
pri degradacii spojenej s endoplazmatickym retikulom a ma
ATPazovu aktivitu.

PRDX2_HUMAN (Peroxiredoxin-2)

Tiol-Specifickd peroxidaza, ktora Kkatalyzuje redukciu
peroxidu vodika a organickych hydroperoxidov na vodu a
alkoholy. Zohrava tlohu pri ochrane buniek pred oxidac-
nym stresom detoxikdciou peroxidov a ako senzor
signalizatnych udalosti sprostredkovanych peroxidom
vodika. Moze sa podielat na signalizacnych kaskadach
rastovych faktorov a tumor nekrotizujuceho faktora alfa,
regulaciou intracelularnych koncentracii H202.

ACON_HUMAN (Akonitat hydrataza, mitochondria)
Katalyzuje izomerizaciu citratu na izocitrat cez cis-akonitat.
metabolizmus uhl'ohydratov a cyklus trikarboxylovej kyse-
liny.

RINI_HUMAN (Ribonukleazovy inhibitor)
Inhibitor ribonukleazy, ktory inhibuje RNAzul, RNAzu2 a
ANG. M6Ze hrat ulohu pri redoxnej homeostaze.

HXK1_HUMAN (Hexokinase-1)

Katalyzuje fosforylaciu réznych hexdéz, ako je D-glukoéza, D-
glukézamin, D-fruktéza, D-manéza a 2-deoxy-D-glukdza,
na hex6za-6-fosfat (D-glukéza 6-fosfat, D-glukézamin 6 -
fosfat, D-fruktdza-6-fosfat, D-mandza-6-fosfat a 2-deoxy-D-
glukdza-6-fosfat, vtomto poradi). Podiela sa na vrodenej
imunite a zapale tym, Ze pdsobi ako receptor na rozpozna-
vanie vzorov pre bakterialny peptidoglykan.

RS2_HUMAN (Maly ribozomalny podjednotkovy protein
uS2)

Komponent ribozému. Mald ribozomalna podjednotka
viaZe messengerové RNA (mRNA) a preklada zakédovanu
spravu vyberom molekil pribuznej aminoacyl-transferovej
RNA. Hra dlohu pri zostavovani a funkcii ribozomalnej
podjednotky 40S. Mutacie v tomto proteine ovplyviiuju
kontrolu transla¢nej vernosti a podiela sa na nukledrnom
spracovani pre-18S ribozomalnej RNA a zostave ribozd-
mov.

TCPZ_HUMAN (T-komplex protein 1 podjednotka zeta)
Zlozka T-komplexu obsahujticeho chaperonin (TRiC), mole-
kuldrneho chaperénového komplexu, ktory napomaha
skladaniu proteinov pri hydrolyze ATP. Komplex TRiC
sprostredkovava skladanie WRAP53/TCAB1, ¢im reguluje
udrziavanie telomér a pravdepodobne hra ulohu
pri skladani aktinu a tubulinu.

RS4X_HUMAN (Mal4 ribozomalna podjednotka proteinu
eS4, izoforma X)

Zlozka malej ribozomalnej podjednotky. Ribozém je vel'ky
ribonukleoproteinovy komplex zodpovedny za syntézu
proteinov v bunke.

RL13_HUMAN (Velka ribozomalna podjednotka proteinu
eL13)

Zlozka ribozému, velky ribonukleoproteinovy komplex
zodpovedny za syntézu proteinov v bunke. Mala ribozo-
malna podjednotka viaze messengerové RNA (mRNA) a
preklada zakédovanud spravu vyberom molekul pribuznej
aminoacyl-transferovej RNA (tRNA).

RAP1A_HUMAN (Ras-pribuzny protein Rap-1A)

Indukuje morfologickil reverziu bunkovej linie transfor-
movanej onkogénom Ras. Posobf{ proti mitogénnej funkcii
Ras a hra dlohu pri raste neuritov, indukovanom nervovym
rastovym faktorom (NGF). Zohrava ulohu priregulacii
tvorby krvnych ciev vembryu. Podiela sa na vytvoreni

74

Folia Medica Cassoviensia, 78 (1), 2024



Analyza proteinov subpopuldcie CD8+ T-lymfocytov periférnej krvi...

funkcie bazalnej endotelovej bariéry. MéZe sa podiel'at’ na
regulacii expresie KDR receptora vaskularneho endotelové-
ho rastového faktora na endotelovych bunkovych spoje-
niach.

RAP1A je ¢lenom nadrodiny malych GTP4z a nedavno bol
identifikovany ako novy onkoprotein u niekolkych
I'udskych malignit. Hrd klIicova ulohu v signalnej trans-
dukcii a podiela sa na réznych biologickych procesoch, ako
je bunkova proliferacia, delenie a diferenciacia [18].
Obsahuje pat funkénych podskupin vratane Ras, Rho/Rac,
Rab, Arf a Ran, medzi ktorymi sa Ras javi ako najrozsiah-
lejsie Studovany. Protein 1A suvisiaci s Ras (RAP1A) je
clenom podskupiny Ras a funguje ako klicovy regulator
v reakcii T buniek [10]. Nedavno pribtidajuce stadie ukazali,
Ze jeho nadmernd expresia moZze prispievat k malignej
progresii mnohych l'udskych malignit vratane rakoviny
vajeCnikov, prostaty, paZeraka a mozgu [14, 21]. Okrem
svojej ulohy pri raste nddoru predchadzajtce stadie preu-
kazali, Ze prispieva aj k invazii a metastazovaniu rakovi-
novych buniek [14, 2, 13]. Celkovo tieto dokazy spolo¢ne
naznacuju, Ze RAP1A je klIaovym onko-proteinom
privyvoji nadoru, a preto moéze sluzit ako potencidlny
terapeuticky ciel pre pacientov s rakovinou.

RL31_HUMAN (Velka ribozomalna podjednotka proteinu
el31)
Komponent vel'kej ribozomalnej podjednotky.

SFPQ_HUMAN (Zostrihovy faktor, bohaty na prolin a gluta-
min)

Protein viazuci DNA a RNA, zapojeny do niekol'kych jadro-
vych procesov. Esencidlny pre-mRNA zostrihovy faktor
potrebny na zaciatku tvorby spliceozému a na zostrihovy
katalyticky krok II. ViaZe sa na pre-mRNA v komplexe
spliceozéomu C a Specificky sa viaze na intrénové polypyri-
midinové trakty. Podiel'a sa na regulacii signdlom induko-
vaného alternativneho zostrihu.

S10A6_HUMAN (Protein S100-A6)

Moze fungovat ako vapnikovy senzor a modulator, prispie-
vat k bunkovej vapnikovej signalizacii. M6ze fungovat
interakciou s inymi proteinmi a nepriamo zohravat tlohu
v mnohych fyziologickych procesoch, ako je reorganizacia
aktinového cytoskeletu a bunkovej motility. Viaze 2 vape-
naté iony.

ABRAL_HUMAN (Protein rodiny Costars ABRACL)

Aktin viazuci Rho aktivujici C-termindlne podobny
(ABRACL). Je transkrip¢ne regulovany MYB proto-onkogé-
nom (MYBL2) a podporuje proliferaciu, invaziu, migraciu
a epitelovo-mezenchymalny prechod buniek rakoviny
prsnika.

RL8_HUMAN (Velkd ribozomalna podjednotka protein
ulL.2)
Zlozka vel'kej ribozomalnej podjednotky.

TM109_HUMAN (Napatovo riadeny monoatomicky kati6-
novy kanal TMEM109)

Funguje ako napatovo riadeny monoatomicky katiénovy
kanal priepustny pre draslik aj vapnik. Hra tlohu v bunko-
vej odpovedi na poSkodenie DNA.

Diskusia

Stidia Marty Roman a kol. poskytla dékazy o dlhodo-
bom charaktere rizika rakoviny prsnika po diagnostikovani
nezhubného ochorenia prsnika skriningovou mamografiou.
Zeny s benignym nadorovym ochorenim prsnika mali
v priemere o 70 % vyssie riziko rakoviny prsnika ako Zeny
bez ochorenia. Ich vysledky tiez ukazuju, Ze zvySené riziko
zostalo stabilne zvySené pocas 20 rokov po diagnostikovani
benigneho nadorového ochorenia prsnika. ZvySenie rizika
postihlo Zeny vSetkych vekovych skupin vo veku 50-69
rokov, ako aj vSetky obdobia na indexovom mamografe.
Zeny s proliferativnym benignym ochorenim prsnika mali
vyssie riziko ako Zeny s neproliferativnym ochorenim a
rozdiel v riziku zostal v priebehu ¢asu [19].

Medzi dvadsiatimi odliSne exprimovanymi proteinmi
snajvysSou p-hodnotou sme pozorovali Styri proteiny,
ktoré maju potencialnu ulohu pre rozvoj ochorenia, a to
bud’ prostrednictvom genetickej asociacie, napr. bunkovej
odpovede napoSkodenie DNA (protein TM109), alebo
progresie a zavaznosti (faktor inhibujtici migraciu / meta-
stazu karcinému prsnika interakciou s RhoA a aktivaciou
RhoA/Rho kinazovej drahy protein RACK1) [25]. Niektoré
d’alSie studie potvrdili pritomnost’ onkoproteinu u niekol-
kych I'udskych malignit (protein RAP1A). Ten hra klicovu
ulohu v signalnej transdukcii a podiela sa naroéznych
biologickych procesoch, ako je bunkova proliferacia,
delenie a diferenciacia [18, 10, 14, 21]. Podarilo sa ndm
potvrdit jeho pritomnost’ v nasich skimanych vzorkach.

Dal$im potencidlnym markerom najdenym v nasich
vzorkach je protein ABRACL, ktory sa predtym nazyval
HSPC280 a patri do novej rodiny proteinov s nizkou
molekulovou hmotnostou. Hlavnou funkciou je regulacia
dynamiky aktinu a migracie buniek, ¢im sa ovplyviiuje
proliferacia a migracia nadorovych buniek. Predchadzajice
studie ukazali, Ze ABRACL sa podiel'a na proliferacii nervo-
vych progenitorovych buniek [7, 22] a taktiez, Ze expresia
ABRACL je zvySena pri rakovine endometria, rakovine
paZerdka a rakovine zalidka. ABRACL je spojeny so zlou
prognézou pri tychto rakovinach. Je to pravdepodobne
sposobené tym, ze ABRACL sa podiela na proliferacii a
migrécii nddorovych buniek [24, 6, 23]. V Stddii Jie Li a Hui
Chena sa zistilo, Ze ABRACL bol vysoko exprimovany
v tkanivach rakoviny prsnika pomocou databazy GEPIA2

(http://gepia.cancer-pku.cn/). Vysoka expresia ABRACL
prispela k vyznamne zniZenému celkovému prezitiu pacien-
tov s rakovinou prsnika. Aby vS3tidii zistili expresiu
ABRACL v bunkovych linidch rakoviny prsnika, skimali
expresiu ABRACL v normalnej bunkovej linii prsného
epitelu MCF-10A a niekolkych reprezentativnych bunko-
vych liniAch MDA-MA-231, MCF-7 a SUM190PT. Bolo jasne
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vidiet, Ze expresia ABRACL bola v tychto bunkovych liniach
rakoviny prsnika vyrazne zvySena v porovnani so skupinou
MCF-10A. Délezité je, Ze najvyssSia expresia ABRACL bola
pozorovanad v bunkdch MCF-7. Preto boli bunky MCF-7
vybrané pre experimenty v tejto Stadii. Na zaklade vysSie
uvedenych $tudii mozno konstatovat, Ze ABRACL ma hojnu
expresiu v bunkach rakoviny prsnika [12].

Stidiom proteému imunitnych buniek CD8+ by sme
chceli rozvijat trend vo vyuziti tekutej biopsie na klinické
ucely pomocou analyzy proteému cirkulujiucich CD8+ T
lymfocytov. VacSina doterajSich vyskumov sa uberala
Studiom TIL - tumor infiltrujicich leukocytov, ktoré intera-
guju priamo s nddorovym tkanivom a jeho blizkym okolim,
na rozdiel od cirkulujiacich CD8+ T lymfocytov.

NaSou s$tidiou proteému imunitnych buniek CD8+ by
sme chceli nasledovat trend vo vyuziti tekutej biopsie
na klinické tucely pomocou detekcie cirkulujucich CD8+
T lymfocytov. VacSina doterajsich vyskumov sa uberala
studiom TIL - tumor infiltrujucich leukocytov, ktoré intera-
guju priamo s nadorovym tkanivom ajeho blizkom okoli,
na rozdiel od cirkulujicich CD8+ T lymfocytov. Nasa Studia
je obmedzend malym poctom testovanych vzoriek
a na presnejSie potvrdenie a overenie biologického vplyvu
vybranych proteinov v CD8+ T bunkach st potrebné d’alsie
studie.

Porovnanie proteomickych profilov periférnych CD8+ T
lymfocytov pacientok s benignymi a malignymi nadormi
prsnika moéZe odhalit rozdiely v aktivacii imunitnych
buniek, prezentacii antigénu, stratégiach uniku nadorov
imunite a identifikovat molekularne proteinové vzory Spe-
cifické pre kazdé stadium nadoru a pomoct pri rozliSovani
medzi benignymi a malignymi 1éziami.

Analyza proteomického profilu CD8+ T lymfocytov
v krvi pacientok s diagn6zou benigneho nadoru prsnika
moze mat Kklinické dosledky pre manazment pacienta a
terapeutické rozhodovanie a moze poskytnit informacie
o vyvoji imunomodulacnych stratégii zameranych na vyuzi-
tie protinadorovej imunitnej odpovede v ranom Stadiu lézif
prsnika alebo na identifikaciu pacientok s vy$$im rizikom
progresie ochorenia.

Skiimanie proteomického profilu CD8+ T buniek
v benignych nadoroch prsnika pontka jedinecnu prilezitost
odhalit skort imunitni odpoved’ spojenu s vyvojom nadoru
a moZe mat dosledky na prevenciu rakoviny prsnika a
stratégie vCasnej intervencie.
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Summary

Investigating the proteomic profile of peripheral CD8+
T lymphocytes in the presence of benign breast tumors
in the body of patients is a relevant area of research that can
provide insight into the immune response of the patient's
organism associated with the early stages of breast lesions.
Although benign breast tumors are not malignant,
the immune system still plays a role in tracking and
potentially eliminating benign lesions. Characterization
of the proteomic profile of peripheral CD8+ T lymphocytes
in benign breast tumors may lead to the discovery
of biomarkers of early stages of breast tumors that indicate
immune activation or dysregulation of CD8+ T lymphocytes
in the peripheral blood of patients. These biomarkers could
be used for early detection or assessment of the risk
of tumor development from benign to malignant form.

We analysed the proteomic profiles of CD8+ T
lymphocytes isolated from peripheral blood from 7 patients
diagnosed with benign breast cancer and 10 age- and sex-
matched healthy controls. Among the twenty differentially
expressed proteins with the highest p-value, we observed
four proteins that have a potential role for the development
of the disease, either through genetic association, e.g.
cellular response to DNA damage (TM109 protein), or
progression and severity (breast cancer migration/
/metastasis inhibitor protein RACK1). Also, high expression
of the ABRACL protein, which was also identified in our
samples, contributes to a significantly reduced overall
survival of breast cancer patients. Some other studies have
confirmed the presence of the RAP1A oncoprotein
in several human malignancies. The latter plays a key role
in signal transduction and is involved in various biological
processes such as cell proliferation, division and
differentiation. We were able to confirm its presence in our
examined samples. By studying the proteome of CD8+
immune cells, we would like to develop the trend in the use
of liquid biopsy for clinical purposes by analysing
the proteome of circulating CD8+ T lymphocytes. Most
research to date has focused on the study of TILs - tumor
infiltrating leukocytes that interact directly with the tumor
tissue and its immediate surroundings, in contrast
to the analysis of circulating CD8+ T lymphocytes.
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