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Uvod

Analyza zloZenia krvi poskytuje relevantné informdcie o metabolickom a imunologickom
stave [udského organizmu. Medzi krvné bunky radime aj mononuklearne leukocyty, ktoré
zohravaju kl'i¢ovu ulohu v imunitnom systéme. Pod tito skupinu buniek patria aj cytotoxické
T-lymfocyty s CD8* znakom, pomocné T-lymfocyty s CD4* znakom, monocyty s CD14*
znakom a B-lymfocyty s CD19+* znakom. Zamerali sme sa na analyzu tychto subpopuldcii
mononukledrnych leukocytov. Cytotoxické T-lymfocyty chrania organizmus pred rozvojom
virusovych infekcii anadorov. Pomocné T-lymfocyty su dodlezitymi koordindtormi pre
antigénovu Specifickd imunitu a sic¢asne ulah¢uju aktivaciu B-lymfocytov a cytotoxickych T-
lymfocytov. Monocyty st sucastou neSpecifickej imunity a st schopné fagocytozy. B-
lymfocyty st sucastou humordlnej imunity. Proteomickd analyza tychto buniek moze
zohravat klicovlu rolu pri zistovani zmien, ktoré nastavaju v zékladnych stavebnych
jednotkach organizmu pri patologickych stavoch [1, 2].

Material a metody

Mononukledrne leukocyty s CD4*, CD8*, CD14* aCD19* znakmi boli vyizolované
z periférnej krvi pomocou magnetickej separdcie. Ziskané frakcie buniek s jednotlivymi CD
znakmi boli nasledne lyzované a koncentracia proteinov bola stanovena pomocou BCA
metddy. Po vykonani in-solution digescie (Stiepenie proteinov na peptidy v roztoku) boli
jednotlivé frakcie vzorky analyzované pomocou metédy LC-MS. V praci sme sa zamerali aj na
optimalizaciu procesu in-solution digescie, pri ktorom sme menili mnozstva pridavaného
ditiotreitolu (DTT), jodacetamidu (IAA), chloridu vapenatého (CaCly) a trypsinu.

Vysledky

Pri optimalizacii a analyze jednotlivych metodik proteomickej analyzy sa preukazalo, ze
najvyssi pocet kvalitativne a kvantitativne identifikovanych proteinov v jednotlivych
subpopuldciach mononuklearnych leukocytov je ziskany pri hodnote koncentracie DTT 5 mM,
a koncentracie IAA 11,4 mM. Mnozstvo trypsinu a CaCl, vo vzorkach nevykazuje vyznamné
zmeny vo vysledkoch.

Zaver

Optimalizacia pripravy vzoriek subpopulacie mononuklearnych leukocytov z periférnej krvi
nam umoznuje lepsie identifikovat a klasifikovat jednotlivé typy proteinov za i¢elom hladania
novych signalnych drah u onkologickych pacientov.
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