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Pfedmluva

Vzhledem k rostouci velikosti svétové populace a stoupajici trzni sile obyvatel dochazi k vyraznému
narlistu poptavky po mase jako jedné ze zdkladnich slozek ve vyZivé Clovéka. Celosvétové se
nejvice produkuje maso veprové, ndsleduje maso drlibezi, a az na tfetim misté je maso hovézi.
Celkova produkce masa ve svété vzrostla podle Udaju Organizace pro hospodafskou spolupraci a
rozvoj (OECD) z roku 2010 s 289,1 mil. tun na 324,5 mil. tun v roku 2019, tj. 0 12,3 % (35,4 mil. tun)
(1). Nejvétsim producentem masa na svété je dnes Cina, nasleduji USA, Indie, Brazilie a EU
(Némecko, Francie, Nizozemi a Dansko). Soucasné je primérna spotieba masa na jednoho
obyvatele Zemé asi 32,5 kg za rok, tato spotieba je vSak Umérné zavisld na stupni rozvoje
jednotlivych zemi (2). V Ceské republice spotifeba masa od roku 1990 postupné klesa a napfiklad
vroce 2019 (Cinila spotfeba masa v priméru 83,2 kg/rok na jednoho obyvatele. Spotfeba
vepfového masa tvofi priblizné 51,7 % (43,0 kg) podil z této celkové spotieby masa v CR podle
statistiky Ceského statistického Gradu (3). Podle udajii FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) se predpokladd, Ze v pribéhu ndsledujicich 40 let bude nutné globalni
produkci masa zdvojnasobit tak, aby bylo moZné udriet krok s narlistem poctu obyvatelstva na
planeté (4). Tento trend zvySovani spotfeby masa se tyka z globdlniho hlediska predevsim asijskych
statQ, ale i rozvojovych zemi, kde se s rostouci ekonomikou zvySuje také kupni sila obyvatelstva.
Situace v jednotlivych ekonomicky vyspélych statech Evropské unie (EU) je zdsadné odlisna.
Produkce a spotifeba masa je jiz fadu let stabilizovand a producenti masa se dnes prioritné
zaméruji na ekonomickou efektivitu primyslové vyroby masa, a s tim spojené sniZzovani financnich
nakladl a jejich konkurenceschopnosti spiSe nez na zdsadni navySovani objem( produkce masa.
Z pohledu spotrebitele se odpovédné kontrolni aregulaéni orgdny na urovni EU a navazné
v jednotlivych clenskych zemich unie prioritné zaméruji na kvalitu a bezpecnost vyrabénych
potravin, ale i potravin, véetné masa, dovazenych ze zemi mimo jednotny trh EU. Jednim z velmi
efektivnich a lakavych prostfedkd zvySovani vyroby masa je obecné pouZiti riznych stimulatortd
rGstu (napf. hormon() ve fazi vykrmu potravinovych zvifat. Rada vyznamnych svétovych
producentl tuto moznost intenzivné vyuziva, predevsim v zemich mimo EU, kde nejsou tyto latky
zakazany. Druhym vyznamnym faktorem je, Ze tyto syntetické stimuldtory rdstu v poslednich
letech vyznamné zlevnily adiky tomu se jejich vyuzZiti vzemédélské produkci masa stalo
ekonomicky vyhodné. Diky roziiteni vyroby predeviim v Cing, Indii a Jihoafrické republice se staly
i vice dostupné. Této situace vyuzivaji vyrobci v fadé zemi na celém svété, kde tyto prostiedky
nejsou zakazany, ani nijak regulovany, jednd se predevsSim o USA, Kanadu, Australii, Japonsko,
Cinu, Brazilii a Argentinu. Tyto syntetické stimuldtory rlistu jsou vzemich EU ve vykrmu
hospodarskych zvifat jiz vice nez 25 let zakdzany. Tomuto zakazu podléhaji i dovozy masa ,,ze
tretich” zemi mimo EU, kde byly pfi vykrmu tyto zakazané pripravky pouzity. Narodni referencni
laboratore, které v jednotlivych zemich unie provadéji monitoring a konfirmaéni stanoveni rezidui
farmakologicky ucinnych latek a kontaminantl tzv. ,cizorodych latek”, dnes prevdiné pracuji
s analytickymi pfistupy a metodami zalozenymi na plynové chromatografii (GC) nebo kapalinové
chromatografii (LC) a tyto vysoce ucinné separacni metody jsou spojeny s hmotnostnimi detektory
s jednim nebo prevainé dvéma (tandem) hmotnostnimi analyzatory (MS/MS), které jsou jiz fadu
let stale povaZovany za nejmodernéjsi a nejcitlivéjsi analytické nastroje pro kontrolu a detekci
zakdzanych latek.



Hlavnim pfistupem v prokazovani uZiti zakdzanych anabolickych steroidnich hormonu je jejich
pfima detekce nebo detekce jejich metabolitli vySe zminénymi technikami. V poslednich letech se
vsak zvysila sofistikovanost zneuzZiti téchto latek ve smyslu zamezeni odhaleni dohledovymi
organy. Nové vzniklé derivaty znamych hormond majici podobny anabolicky ucinek, avsak diky
zménach ve strukture molekuly nejsou detekovany zavedenymi postupy. Jinym vyuZivanym
principem je poutziti nékolika molekul soucasné — hormonalnich koktejld majicich po podani
synergicky efekt, avSak koncentrace jednotlivych latek je pod limitem detekce pfistroji a technik
pro jejich zachyceni. Tyto praktiky je tak nutné sledovat zjiné perspektivy nei jen pfimym
prikazem zakadzanych doplikd. Pritomnost téchto latek v organismu se primdrné projevuje ve
zvySené nebo naopak snizené expresi protein( Ucastnicich se jejich metabolismu. Sekunddarné pak i
dalSich bilkovin, které jsou nasledné témito metabolickymi drahami také ovlivnény. Cilem tohoto
pfistupu je tedy odhalit zmény v expresi tzv. markerovych proteind indikujicich zvySené mnozstvi
externé podanych anabolik.

Tento pfistup tak mUZe slouZzit jako screeningova ¢i komplementdrni technika k dnes pouZivanym
metabolomickym pfistuplim, majici za cil vytipovat potencidlné pozitivni vzorky, které budou
nasledné podrobeny analyze konformacénimi technikami.

I. Cil metodiky

Cilem uplatnéné metodiky je identifikace a relativni kvantifikace sady proteind, jejichz zvySena
nebo naopak snizena exprese indikuje pfitomnost nadlimitni koncentrace anabolickych steroidnich
hormond, konkrétné nandrolonu a stanozololu. VySetfovanymi vzorky jsou tkdané a vnitini organy
prasete, konkrétné srdce, ledvina, jatra a svalovina. Vyvinuta analytickd metodika je zaloZzena na
identifikaci proteini pomoci hmotnostni spektrometrie spojené s kapalinovou chromatografii (LC-
MS/MS) a je orientovdna na prasata chované pro produkci masa a masnych vyrobk( a slouzi
predevsim pro potieby kontrolnich organl statni spravy pro ovérovani zneuZiti steroidnich
hormon ve vykrmu.

Tato analytickd metodika, ktera byla vyvinutd v rdmci projektu ¢. QK1910311, je primarné urcena
pro prvotni screening pfi bourani a zpracovani masnych produktll a jejim ukolem je vytipovani
potencialné pozitivnich vzork(, které jsou nasledné podrobeny analyze konfirmacnimi technikami.

Il. Vlastni popis metodiky

1. Cast informativni

1.1 Nazev metody
Screeningovd metoda zaloZend na identifikaci zmén proteomu vnitfnich orgdnl prasat pro uréeni
potencialné pozitivnich zvifat po podavani zakdzanych anabolickych steroidnich hormon(



1.2 Princip metody

Princip pouZité metody je zaloZen na analytické separaci enzymaticky nastépenych proteind na
peptidy na chromatografické koloné pomoci kapalné mobilni faze (kapalinova chromatografie, LC) a
nasledné identifikaci a kvantifikaci jednotlivych peptidd pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS). Tato fyzikdlné-chemickd metoda slouzi pro
ur¢ovani presnych hmot molekul a jejich fragment(, jeZ je tfeba k tomu ucelu prevést na kladné
ionty a nasledné tyto ionty rozlisit podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a zaznamu relativnich
intenzit téchto iontl. MS je mimoradné citliva, destruktivni analytickd metoda, ktera je pfi
minimalni spotfebé vzorku schopna za pouZiti naslednych bioinformatickych nastrojli urcit
aminokyselinouvou sekvenci méreného peptidu a poté je za pomoci proteinovych databazi pfifadit
ke konkrétnimu proteinu daného organismu. Vystupem je pak seznam pfitomnych proteind ve
vzorku véetné informace o jejich kvantité.

1.3 Analyty

Pro kazdy organ (srdce, jatra, ledvina, svalovina) je sestavena sada sledovanych protein(, kterd se
porovndva s interni databdzi testovanych pozitivnich a negativnich vzorku. Shlukovou analyzou dat
se vyhodnoti méreny vzorek. Ve druhém kroku se poté provede relativni kvantifikace 5
specifickych protein( pro kazdy organ a urci se potencidlné pozitivni vzorky, které jsou indikovany
ke konfirmacnimu méreni jinymi metodami. Jednotlivé sady proteint pro shlukovou analyzu jsou
soucasti prilohy dokumentu, specifické proteiny pro druhy krok analyzy jsou uvedeny v tabulce:

Tabulka 1: Specifické proteiny pro kazdy organ sledované ve druhém kroku analyzy

Accession number Protein
Srdce AOA4AX1TZM9 Myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle
AOA287AB58 ISG15 ubiquitin like modifier
AOA480Y8T9 Alpha-1-antichymotrypsin (Fragment)
AOA4X1VPB7 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
AOA4X1SK88 Fibrillin-1
Jatra I13LC60 UDP-glucuronosyltransferase
Q75NG8 Troponin T, fast skeletal muscle
AOA286ZMX6 Metallothionein
AOA287AB58 ISG15 ubiquitin like modifier
AOA481BA72 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1
Ledvina AOA4X1UTRS8 Uncharacterized protein (Myosin light chain 1)
Q5XLD3 Creatine kinase M-type
AOA480JX12 Integrin beta
AOA287AB58 ISG15 ubiquitin like modifier
A0A480Ql63 Uromodulin
Svalovina AOA4X1T203 Glycogenin-1
F1SHX0 Nebulin
AOA480W6C8 Collagen alpha-2(VI) chain isoform 2C2
AOA480M2V3 Collagen alpha-3(VI) chain isoform 4
Q9TV61 Myosin-1




1.4 Rozsah a pouzitelnost metodiky
Metodika je pouzitelnd pro identifikaci protein( ze vzork( tkani a vnitfnich organu prasete — srdce,

ledvina, jatra a svalovina v minimalnim mnozstvi 50 mg tkané. Metodika je schopna spolehlivé
zachytit mnoZstvi 2 mg/1kg Zivé hmotnosti nandrolonu nebo 1 mg/1kg Zivé hmotnosti stanozololu
aplikované intramuskuldrné (jednorazové i opakované) nebo ve formé podkozniho implantatu. Ma
vSak potencidl zachytit i nizsi koncentrace anabolik ze stejné metabolické skupiny nebo jejich
koktejly.

1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Spravna identifikace proteinli ve vzorku je zaloZena na méreni presnych hmot (mass accuracy)
odpovidajicich kladnych iontl vtoleranci 10 ppm pro prekurzorové ionty a 0,02 Da pro
fragmentové ionty. Ddle jsou za spravné identifikované proteiny povaziované pouze proteiny
s False Discovery Rate (FDR) 0,01 s alespont dvéma unikatnimi peptidy. Kvantifikace proteinu je
zaloZena na tzv. label-free kvantifikaci a je provedena vypoctem plochy pikl (AUC — Area Under
Curve) tfi nejabundantnéjSich peptidd daného proteinu. Do této kvantifikace se nezahrnuji
modifikované peptidy, pouzivané pouze pro identifikaci (viz kapitola 2.5.3).

1.6 Interference metody

Interference metody ve smyslu chybného pfifazeni identifikovaného peptidu ke konkrétnimu
proteinu je feSena algoritmem vyhodnocujiciho softwaru. Pro zabranéni chybné kvantifikace se do
této kvantifikace nezahrnuji peptidy sdilené vice proteiny.

1.7 Interni kontrola metody

Pro identifikaci proteinl ve vzorku neni pouzito internich standard(i. Metoda vyuziva technického
standardu spravnosti a presnosti mérenych hmot pomoci iontu dodecamethylcyclohexasiloxanu o
hmotnosti 445,12003 Da, jako pfirozeného pozadi generovaného kiemennymi kapilarami. Pomoci
tohoto standardu pfistroj kalibruje pfesné hmoty iontd pfi kazdém méreni.

1.8 Externi kontrola metody
Planovana ucast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach.

2. Pracovni postup metodiky

2.1 Chemikalie, standardy

Kalibraéni roztoky pro mass accuracy — Pierce ESI Positive lon Calibration Solution a enzym Trypsin
(MS grade) byl dodan firmou Thermo-Fisher Scientific CZ. TriReagent a bromanizol byl zakoupen
od firmy MRC, USA. Chemikdlie metanol (LC grade), kyselina mravenci, aceton, ethanol,
dithiothreitol (DTT), iodacetamid (IAA) a triethylammonium bicarbonate (TEAB) (vSe MS grade)
byly nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ. SDS a Triton X-100 byly pofizeny od firmy Serva
Némecko. Acetonitril (LC-MS grade), ultra Cista voda (MS grade) a mocovina (LC-MS grade) byla
pofizena od firmy VWR CZ. Kapalny dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.



2.2 Analytické zarizeni

VSechny vysledky byly naméfeny na analytickém zafizeni UHPLC-MS. Instrumentalni analytické
zatizeni bylo sloZzeno ze dvou hlavnich ¢asti, z ¢asti chromatografické separace vybavené
kapalinovym chromatografem pracujicim s velmi vysokymi tlaky Ultimate 3000 - RSLC Nano a ¢asti
hmotnostni spektrometrie vybavené hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSenim na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s Easy-Spray ioniza¢nim zdrojem.
Analytické instrumentalni zafizeni LC-MS/MS bylo vyrobené a dodané firmou Thermo Fisher
Scientific, USA, jako fidici software byl pouZit Excalibur ve verzi 3.10 a jako vyhodnocovaci
software pro identifikaci a kvantifikaci protein( byl pouZit expertni software Proteome Discoverer
v 2.4 (oba Thermo Fischer Scientific). Méreni bylo provedeno v analytické laboratofi vybavené
presnou klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani
Vzorky tkani a orgdnd (cca 100 mg) jsou odebrdny po pordice zvifat a ihned zamrazeny pomoci
tekutého dusiku, poté uloZeny a uchovany pfi-20°C.

2.4 Pracovni postup pfipravy vzorku

1. Vzorek tkané se vlozi do zkumavky s 1 ml TriReagentu a homogenizuje se napf. pomoci
kulickového homogenizatoru

2. Khomogenizatu se ptidad 100 ul bromanizolu, nechd se 5 min inkubovat pfi laboratorni
teploté (LT) a poté se centrifuguje pfi 12000 x g, pfi 4°C, 10 min

3. Odebere se spodni vodna faze s proteiny, pfida se 5 objemU vychlazeného acetonu a necha
se inkubovat 30 min pfi -20°C

4. Vzorek se centrifuguje pi 12000 x g, pfi 4°C, 10 min a vysrazena peleta proteind se 2x
promyje roztokem GnHCI/EtOH/glycerol (2,5 %/95 %/2,5 % v/V)

5. Peleta protein( se poté resuspenduje v 300 pl roztoku 8 M mocovina/0,1 % SDS/0,2 %
Triton X-100/25 mM TEAB a za stalého tfepani se inkubuje 1 hod pti LT

6. Vzorek se centrifuguje pti 20000 x g, pti 20°C, 10 min, supernatant se odebere a zméti se
koncentrace protein(i napf. pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay Kit (po 5 nasobném
fedéni vzorku)

7. 50 pg proteinu se vlozi do centrifugacnich zkumavek s 10000 MWCO filtrem (napf. Vivacon
500, Sartorius) a vzorek se pridavky 200 pul 8 M mocoviny 8x promyje s centrifugaci 14000 x
g, pfi 20°C, 30 min mezi jednotlivymi cykly

8. Ke sto¢enému vzorku na kolonce se pfida 100 pl 10 mM DTT v 25 mM TEAB, poté se stoci
15 min pfi 14000 x g, pfi 20°C

9. Ke sto¢enému vzorku se pfidd 100 pul 50 mM IAA v 25 mM TEAB, poté se stoci 15 min pfi
14000 x g, pfi 20°C

10. Vzorek se 1x promyje v roztoku 6 M mocoviny/25 mM TEAB, poté 2 x ve 25 mM TEAB

11. Ke sto¢enému vzorku se pfida 1 pg Trypsinu v 25 mM TEAB (100 pl), za stalého tfrepdni se
necha inkubovat pfi 40°C 1-2 hodiny, poté se teplota snizi na 25°C a inkubuje se pfes noc

12. Vzorek se ve stejné zkumavce centrifuguje pfi 14000 x g, pfi 20°C 30 min a eludt z kolonky
obsahujici nastépené peptidy se odebere



13. Eluat se necha odpafrit po dobu nékolika hodin na vakuové odparce do uplného odpareni

14. Vysusena peleta peptida se resuspenduje ve 40 ul mobilni faze pro kapalinovou
chromatografii (0,1 % mravenci kyselina) a vlozi do vialek kompatibilnich se samplerem
pristroje

2.5 Analyticka metoda méreni

2.5.1 Chromatograficka separace pro kvantifikaci

Vzorky ptipravené pro proteomickou analyzu byly pfimo nastfiknuty do chromatografického
systému s hmotnostnim spektrometrem. Chromatografickd separace probihala na 25 cm
analytické koloné Acclaim PepMap RSLC C18 s velikosti ¢astic 2 um (Thermo Fisher Scientific) a 2
cm predkolonou Pepmap100 C18. Analyticka kolona byla temperovana na 45°C a prutok kolonou
byl konstantné nastaven na 300 nl/min. Nastfikovany objem vzorku je 1 pl. Mobilni faze byla
sloZzena z 0,1 % roztoku kyseliny mravenéi ve vodé (mobilni faze A) a 0,1 % roztoku kyseliny
mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). Pouzity gradient mobilni faze je uveden v tabulce 2, doba
analyza vzorku je 120 minut.

Tabulka. 2 - Gradient mobilni faze:

Cislo | €as (min) | Pratok (nl/min) | A (%) | B (%)
1 0 300 96 4
2 4.0 300 96 4
3 98.0 300 55 45
4 98.5 300 10 90
5 112.0 300 10 90
6 112.5 300 96 4
7 120.0 300 96 4

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci

Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v pozitivnim maodu
s vyhfivanym ionizacnim zdrojem typu elektrosprej (ESI+). Pro tzv. shotgun analyzu detektor
pracuje v nastaveném modu Full MS — ddMS2, rozliSovaci schopnost (Resolving power, RP) =
70.000 pro MS1 a 17.500 pro MS2. Nastaveni hmotnostniho spektrometru je nasledujici: Sheath
gas flow rate 14 (unit), Aux gas flow rate 1 (unit), Spray voltage 2.2 (kV), Capillary temp. 250 (°C),
Heater temp. 200 (°C), S-lens RF level 50, AGC target 3.10° a Maximal inject time 100 (ms).
Skenovaci méreni (MS1) probihd vrozsahu 390-1700 m/z kidentifikaci protonovanych iontd
s nabojem alespon 2, které jsou automaticky vybrany pro data-dependentni analyzu (MS/MS
neboli MS2) a fragmentovany pomoci HCD disociace. 10 fragmentovych spekter (MS2) bylo
zaznamendno mezi kazdym skenovacim mérenim (MS1). Analyzované fragmentové ionty byly
automaticky zaznamenany do seznamu (tzv. exclusion list) a po ndsledujicich 30 vtefin nebyly
vybrany pro MS2.



Cely LC-MS systém je fizen a namérena data jsou ukldadana a procesovana pomoci softwaru
Excalibur 3.10, data pro identifikaci jsou vyhodnocovana pomoci expertniho softwaru Proteome
Discoverer v2.4.

2.5.3 Bioinformaticka analyza

Pro analyzu namérenych dat v softwaru Proteome Discoverer byl pouzit Sequest HT prohledavaci
algoritmus. Jako Stépici enzym byl zaddn trypsin s potencidlnimi 2 preskoenymi misty. Jako
statickd modifikace byla zadana karbamidomethylace cysteinu, jako dynamické modifikace byly
nastaveny oxidace methioninu, deamidace asparaginu a glutaminu, acetylace N-koncové
aminokyseliny, ztrata N-koncového methioninu a ztrata N-koncového methioninu soucasné
s acetylaci prvni aminokyseliny. Hmotnostni tolerance byly nastaveny na 10 ppm pro prekurzorové
a 0,02 Da pro fragmentové ionty. Jako srovndvand proteinovd databaze byla vloZzena Uniprot
neanotovana databaze druhu Sus scrofa, zdlvod( zabranéni nespravné identifikovanych
kontaminujicich proteinli byla do analyzy pfiddana i databaze nejc¢astéjSich MS proteinovych
kontaminant (PD_contaminants_2015).

2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na pfesnou hmotu (mass accuracy)
Kalibrace MS spektrometru na pfesnou hmotu byla provadéna vidy pred zahdjenim méreni
externé na zakladé kalibracnich roztok( Positive lon Calibration Solution (dodavatel Thermo
Scientific). Vysledek externi kalibrace je uveden na nasledujicim obrazku (Obr. 1). Povolena chyba
méreni (spravnost) je £ 3 ppm pro pouzity hmotnostni spektrometr QExactive.

Mass accuracy
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Obrazek 1 Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)

2.7 Vyhodnoceni vysledkii méreni

Po naméreni MS spekter separovanych peptid(i v analyzovaném vzorku se vysledny .raw soubor
analyzuje spole¢né s .raw soubory internich standardnich pozitivnich a negativnich vzorkd.
Naslednd bioinformaticka analyza vedouci k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych protein se
provadi spolecné. V prvnim kroku se vybere sada proteinl specifickych pro kazdy organ (srdce 29
proteinl, jatra 94, ledvina 55 a svalovina 43 proteinld) a provede se shlukova analyza (PCA —



analyza hlavnich komponent). PCA analyzy sady internich pozitivnich a negativnich vzork( jsou
zobrazeny na Obr. 2

Obrazek 2 PCA shlukova analyza internich standardnich negativnich (control - oranZova) a pozitivnich (nandrolon - zelena a
stanozolol - modrd) vzorkd

Ve druhém kroku se provede analyza kvantity specifickych 5 proteind pro kazdy organ (podle
tabulky 1). Nasledujici grafy zobrazuji normalizovanou Skalovanou (median kvantity vsech
identifikovanych proteind je roven hodnoté 100) kvantitu internich standardnich negativnich a

Obrazek 3 Krabicové grafy znazornujici normalizovanou, Skalovanou kvantitu specifickych
proteind internich standardnich negativnich (ctrl — modra) a pozitivnich (nandrolon — zelena, 9
stanozolol — modra) vzorku srdce



pozitivnich vzorkd.

Obrazek 4 Krabicové grafy znazornujici normalizovanou, $kalovanou kvantitu specifickych
proteind internich standardnich negativnich (ctrl — modra) a pozitivnich (nandrolon — zelena,
stanozolol — modra) vzorkd jater

Obrazek 5 Krabicové grafy znazornujici normalizovanou, Skdlovanou kvantitu specifickych
proteind internich standardnich negativnich (ctrl — modra) a pozitivnich (nandrolon — zelena,
stanozolol — modra) vzorka ledviny
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Obrazek 6 Krabicové grafy znazornujici normalizovanou, skalovanou kvantitu specifickych
proteind internich standardnich negativnich (ctrl — modra) a pozitivnich (nandrolon — zelena,
stanozolol — modra) vzorkd svaloviny

2.8 Normalizace dat

Hodnoty kvantity jednotlivych protein( se normalizuji podle medianové hodnoty logl0 kvantit
vSech proteinli kazdého vzorku vanalyze. Tato normalizace se automaticky provadi ve
vyhodnocovacim softwaru Proteome Discoverer.

2.9 Management kvality vysledkii méieni

Mezi kazdym meérfenym vzorkem jsou zarazeny kontrolni vzorky Cisté mobilni faze A, aby se
zamezilo prenosu peptidl do dalSiho vzorku (tzv. carryover), coz by mohlo ovlivnit kvantitativni
stanoveni protein( dalsiho vzorku.

2.10 Kvantifikace

Kvantifikace proteinu je zaloZzena na tzv. label-free kvantifikaci a je provedena vypoctem plochy
pikd (AUC — Area Under Curve) tfi nejabundantnéjsich peptidi daného proteinu. Do této
kvantifikace se nezahrnuji modifikované peptidy, pouzivané pouze pro identifikaci. Vysledna
hodnota abundance proteinu je preskalovana podle medianu abundance vsech proteind (hodnota
100).

11



2.11 Uvadéni vysledkd méreni

Uréeni potencidlni pozitivity vzorku ve smyslu pouziti zakazanych anabolickych steroidnich
hormon je zaloZzeno na dvou-krokové analyze kvantity protein(. V prvnim kroku je to shlukova
PCA analyza sady vybranych proteint pro kazdy sledovany organ a urceni podobnosti méreného
vzorku s negativni nebo pozitivni skupinou internich standardnich vzorkd. Ve druhém kroku je to
pak relativni kvantifikace 5 vybranych specifickych protein(i pro kazdy organ v(ci sadé negativnich
internich standardnich vzorkd. Pro uréeni potencidlni pozitivity vzorku je dostacujici pozitivita
v prvnim nebo druhém kroku, a to pro kazdy jednotlivy organ zvlast. V druhém kroku je pak
dostacujici korelace s pozitivnimi internimi standardnimi vzorky ve dvou z péti sledovanych
proteind.

3. Validace metodiky

3.1. Popis provedeni validace

Necilena analytickd metoda zaloZend na principech proteomického profilovani byla validovana
v rozsahu zamysleného pouziti jako screeningova kvalitativni metoda. Validace metodiky byla
provedena v rozsahu parametrli definovanych v Provadécim natizeni komise (EU) 2021/808 (CIR
(EU)2021/808). Byly validovany nasledujici parametry: detekéni schopnost pro screening (CCB),
selektivita/specifita, stabilita a robustnost.

Detekéni schopnost (CCB) kvalitativni screeningové metody byla stanovena ,,nepfimym* odhadem
z experimentdlniho davkovani, které jiz navozuje anabolicky biologicky efekt zakazanych latek
nandrolonu a stanozololu u prasat v hospodarském vykrmu.

VSechny pouzité vzorky ,pozitivnich“ a kontrolnich ,negativnich” tkani pouzitych pro ucely této
validace metody pochazely z vlastnich experimentl provedenych na prasatech v experimentalnich
stajich VUVel Brno v rdmci vyzkumného projektu QK1910311 (NAZV) v obdobi rok( 2020 az 2021.
Pouzité i.m. davkovdni nandrolonu (19-nortestosteronu) a stanozololu bylo ndsledujici:

- Pro nadrolon byly ovéfovany dvé hladiny davkovani: 2 mg a 5 mg nandrolonu na 1kg Zivé

hmotnosti prasete,
- Pro stanozolol bylo ddavkovani: 1mg a 3 mg na 1kg Zivé hmotnosti.

3.2. Validacni parametry

a) Detekcni schopnost pro screeningovou metodu CCB (Detection capability)

Detekéni schopnost metody pro tkané svalu, jater, ledvin a srdce je pro i.m. davkovani:
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CCB = 1 mg stanozololu /1kg Zivé vahy prasete
CCB = 2 mg nandrolonu /1kg Zivé vahy prasete

Experimentdlné byly prasatliim v jednotlivych skupindch aplikovany nasledujici davky: 2 mg a 5 mg
nandrolonu na 1kg Zivé hmotnosti a 1mg a 3 mg stanozololu na 1kg Zivé hmotnosti. Vysledky
proteomické analyzy tkani (svalovina, jatra, ledvina a srdce) byly porovnany s vysledky
proteomickych analyz kontrolni skupiny prasat (bez aplikace anabolik). Pro porovnani vysledk(
byly pouZity statistické multivariantni metody PCA a PLS. Pro vSechny pouZité davky vidy PCA a PLS
100% diferencovala vysledky skupin vSech tkani stanozololu a nandrolonu od skupiny kontrolnich
tkani. Na zakladé téchto vysledkl byly stanoveny detekéni schopnosti (CCB) proteomické metody
vztazené k uZité davce nandrolonu a stanozololu.

Schopnost a uUcinnost pouZitych matematicko-statistickych modelll PCA a PLS diferencovat
vysledky méreni do jednotlivych skupin byla ovérena ,cross-validaci“. Na zac¢dtku byla prvni ¢ast
dat (20%) z plvodnich dat ,zaslepena“ a oznadena jako valida¢ni. Druha ¢ast naméfenych dat
(80%) byla oznacena jako data trénovaci a s témito daty byly vypocteny parametry modelu PCA a
PLS. Nasledné byly do vypocteného modelu opét dosazeny data valida¢ni (20%) a doslo k 100%
spravné diferenciaci téchto 20% vysledkd na zdkladé ziskanych parametri z trénovacich dat.

b) Selektivita/specifita

PouZitd analytickda metoda méreni LC-MS/MS(HR) s vysokym rozliSenim v mddu full-scan je vysoce
selektivni a nevznikaji Zadné interference mezi identifikovanymi proteiny a pouZitymi matricemi
prasecich tkani sval, jatra, ledvina a srdce.

Spravna identifikace proteinl v mérenych vzorcich je zaloZena na méreni presnych hmot (mass
accuracy - MA) odpovidajicich kladnych iont( v toleranci 10 ppm pro prekurzorové ionty a 0,02 Da
pro fragmentové ionty. A za sprdvné identifikované proteiny jsou povazovadny pouze proteiny s
parametrem False Discovery Rate (FDR) 0,01 salespon dvéma identifikovanymi unikatnimi
peptidy.

Interference metody ve smyslu chybného pfirazeni identifikovaného peptidu ke konkrétnimu
proteinu je feSena algoritmem vyhodnocujiciho softwaru Proteome Discoverer (verze 2.4). Pro
zabranéni chybné ,semi“- kvantifikace se do této kvantifikace nezahrnuji peptidy sdilené vice
proteiny.

c) Stabilita

Stabilita pro roztoky k pfipravé vzorkl: - je dana uvedenou dobou pouZitelnosti (expirace)
vyrobcem pfti pfedepsanych podminkach skladovani.

Stabilita pfipravené vzorky k analyze: - maximalné 3 dny pfi -20°C.

Stabilita slozek matrice — protein( ve vzorku, béhem uchovavani vzork( tkani pred proteomickou
analyzou: - minimalné 3 mésice pfi -20°C,

- Minimadlné 6 mésicu pfi -80°C.
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d) Robustnost

Funkcénost proteomické metody byla testovdna na rlznych urovnich i.m. davkovani pfi zachovani
stejnych experimentalnich podminek, které zahrnuji zejména: stejné plemeno prasete, stejné
podminky chovu a stejné podminky vykrmu a krmiva.

Vyssi aplikacni davky nandrolonu a stanozolou na vysledky screeningové metody nemély zadny
statisticky vyznamny vliv na diferencialni analyzu PCA a PLS.

3.3. Zavér validace

Validace metody ,Screeningovd metoda zaloZena na identifikaci zmén proteomu vnitfnich organt
prasat pro uréeni potencidlné pozitivnich zvifat po poddvani zakdzanych anabolickych steroidnich
hormon0“ potvrdila, Ze vSechny dosazené validacni parametry vyhovuji aplikacnim davkam
nalezim v realnych vzorcich experiment( provedenych na prasatech.

Tato proteomickd metodika mUzZe byt pouzZita pro screeningové testovani vzork( vnitinich tkani
prasat po aplikaci nandrolonu nebo stanazolou pti prokazovani zneuZivani ve vykrmu prasat nebo

dovozu téchto veprového masa ze tretich zemi.
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lll. Srovnani ,novosti postupa“

Byla vyvinutd novd sada metod pro identifikaci a relativni kvantifikaci proteini organ( prasat,
jejichz exprese vykazuje zmény u zvirat po aplikaci zakdzanych steroidnich hormona stanozololu a
nandrolonu. Tyto metody jsou zaloZeny na Sirokospektré analyze celého proteomu organu nebo
tkané pomoci techniky tandemové hmotnostni spektrometrie se separaci kapalinovou
chromatografii. Toto feSeni umoznuje vytipovat potencidlné pozitivni vzorky zvifat a je tak fazeno
do kategorie screeningovych metod. Samotny proteomicky pfistup pro detekci zneuZiti
anabolickych steroid( pfi vykrmu prasat (s moZnosti rozsifeni na dalsi hospodarska zvirata) je
naprosto nové a podle znalosti autorl nebylo dosud zavedeno v praxi a ani publikovano ve
védecké literature.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je uréena pro organy statni spravy, zejména SVS CR, ale i pro soukromé
uzivatele z fad zemédélcu, chovatell prasat a zpracovatell vepfového masa na jatkdch. Metodika
vSak vyZaduje vysoce sofistikovanou instrumentaci véetné zkusené obsluhy jak na ptipravu vzorkd,
tak poté i na vyhodnoceni vysledkd. Je dale primarné uréena jako screeningovd metoda a jeji
unikatnost se projevi hlavné v situacich, kdy je podezieni na mozné zneutziti zakdzanych latek, ale
jejich prima detekce je znemoznéna pouzitim modifikovanych steroidd ¢i hormonalnich koktejl{.
Metodika ale maze byt v pfipadé zajmu vyuzivana i rutiné, napfiklad soukromymi subjekty pro
prokazovani jakosti vyrobk(i a zvySeni napf. prestize, deklarace dodrzovani jakosti vyrobki,
konkurenc¢ni vyhody atd.

V. Ekonomické aspekty
1. Naklady na zavedeni metodiky do laboratore

Naklady na zavedeni metodiky do laboratofe je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na pofizeni spotfebniho materidlu a chemikdlii na provedeni pfipravy
vzork(i a méreni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s nakupem drobného hmotného majetku,
ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.). Naklady na
analytické zafizeni LC-MS/MS nejsou uvadény, nebot se predpoklada, Ze laborator vyuZivajici
metodiku LC-MS je jiZ timto zafizenim vybavena.

Naklady na vysSetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratore jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. Vsechny ceny jsou aktudlni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.
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Naklady na potizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

PoloZzka Obvykla cena
Pipety 3 ks 15 000 K¢
Centrifuga 200 000 K¢
Vakuova odparka 200 000 K¢
Vortex 10 000 K¢
Kulickovy homogenizator 150 000 K¢
Celkem 560 000 K¢

Naklady na material na vySetieni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace nezahrnuje
naklady na mzdy odbornych pracovnik( (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a naklady na
amortizaci pouzZitého analytického zafizeni. Tyto naklady mohou byt rozhodujici pro celkové
stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

Polozka Obvykla cena
Extrakce vzorku 350 K¢
Ptiprava vzorku pro MS 450 K¢

Spotrebni material (Spicky, 120K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)
Celkem 920 K¢

2.Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomické prinosy pro uzZivatele lze rovnéz rozdélit do dvou kategorii: ptfinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratofe, kterda bude tuto metodiku provadét, a pak prinosy
z pohledu uzivatele, tedy vlastniho zakaznika v roli objednavatele (napt. UKZUZ, SVS CR, soukromi
chovatelé prasat, zpracovatelé potravin atd.).

Ekonomické pfinosy pro laboratof:

pfi béZné cené 4.000,- aZz 5.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzork(i pomoci systému
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovnikd) se prfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorki
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, naptiklad za 100 analyzovanych vzorku
za rok by to byl pfinos 400 tis. K¢,

obecné ale plati, Ze ceny se tvofi dohodou a v tomto pfipadé plati, Ze cena za jednu analyzu
se vyznamné snizi, pokud bude objedndvka smluvend na vice vzorkl, napfiklad cena pro
vyznamného zdkaznika mlze byt stanovena na 2.500,- K¢ pfi zakdzce 100 vzork( rocné, pak
ekonomicky pfinos bude 250 tisic za rok.
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Budouci ekonomické pfinosy pro objednavatele:

- Vtomto pripadé se nedaji ekonomické pfinosy presnéji vycislit, protoze proteomicka
metodika byla vyvinuta prioritné jako screeningovd, kdy bude vidy nasledné pozadovano
exaktni potvrzeni a rozhodnuti konfirmacni metodou.

- Bude-li tato metodika pouzZita pro screenning pfi monitoringu jako dopliujici metoda, daji
se ekonomické pfinosy opét sloZité odhadnout, ale v pfipadé negativnich vysledk( budou
ekonomické pfinosy v plusovych hodnotach jak pro farmare, tak i pro zpracovatele a
v kone¢ném dUsledku i pro koncové spotrebitele.

- Lze dovodit fadu neptiznivych situaci, které by mohly nastat a mohou mit fadu vyznamnych
ekonomickych dopadu. Napftiklad, konfiskace zpracovdvaného veprového masa na jatkach
z dovozu ze tretich zemi, a z toho plynouci ndsledné kroky pro ptipadné udéleni penézni
pokuty a z toho plynouci mozné soudni spory by mohly dosdhnout fadoveé az na milion K¢
Pfedkladand proteomickd metodika by takovym situacim méla predchazet a branit.
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Prilohova cast

Sady vybranych proteint pro shlukovou analyzu a porovnani s internimi standardnimi negativnimi
a pozitivnimi vzorky:

Tabulka 3 Sada specifickych proteinl srdce

Accession
AOA4X1TZMS
Q8SPS7
AOA287AB58
P80310
AO0A287AGWO
AOA287AIT7
K7GR72
AOA5G2R293
AOA480Y8T9
AOA4X1VPB7
13LSD3
AOA5G2QK57
F1SCC6
F1SCC7
AOA480KT94
AOA4X1VVA3
AOA4X1SK88
AOA4X1VHH2
Q29361
A1XQU5
AOA4X1VIS8
AOA480TV63
L8BOU8
AOA5S6HMAO
AOA480TPI7
AOA4X1T5G4
AOA287BH21
AOA4X1SW13
AOA4X1UII8

Description

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MYLPF PE=4 SV=1

Haptoglobin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=HP PE=1 SV=1

ISG15 ubiquitin like modifier OS=Sus scrofa OX=9823 GN=ISG15 PE=1 SV=1

Protein S100-A12 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=S100A12 PE=1 SV=2

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC106504547 PE=1 SV=1
60S ribosomal protein L28 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL28 PE=1 SV=1

Anion exchange protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=SLC4A1 PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L7a OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=RPL7A PE=3 SV=1
Alpha-1-antichymotrypsin (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=ITIH4 PE=3 SV=1
60S ribosomal protein L13 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL13 PE=1 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=JPT2 PE=1 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=3
SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC396684 PE=3 SV=3
Glycoprotein Illb OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

60S ribosomal protein L3 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL3 PE=3 SV=1

Fibrillin-1 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=FBN1 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ADIRF PE=4 SV=1

60S ribosomal protein L35 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL35 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L27 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL27 PE=1 SV=1
Gluconolactonase 0S=Sus scrofa 0X=9823 GN=RGN PE=3 SV=1

Myosin light chain 4 isoform X1 OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ATP1B1 PE=1 SV=1
Carboxylic ester hydrolase OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=1
FAD-binding PCMH-type domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LDHD PE=3 SV=1
PKS_ER domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100512795 PE=3 SV=1

Tabulka 4 Sada specifickych proteind jater

Accession
Q75NG8
AOA287AB58
F1SC62
P49068
P79380
AO0A286ZMX6
AOA287A7R1
Q85Q68
P02189
B5KIG2
AOA481BA72
F1SBY8
AOA4X1UMLY

Description

Troponin T, fast skeletal muscle OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=tnnt3 PE=2 SV=1
ISG15 ubiquitin like modifier OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ISG15 PE=1 SV=1
Cytochrome P450 2C42 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2C42 PE=1 SV=3
Metallothionein-1A OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MT1A PE=3 SV=1
Metallothionein-2B OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MT2B PE=3 SV=2
Metallothionein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MT1D PE=3 SV=1
N-acetyltransferase domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=NAT8 PE=1 SV=1
Cytochorme P450 2A19 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CYP2A19 PE=1 SV=1
Myoglobin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MB PE=1 SV=2

Phosphoglycerate mutase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PGAM2 PE=1 SV=1
Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Carnitine O-octanoyltransferase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CROT PE=3 SV=2
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1
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AOA4X1SMCO
Q6LEL6
F1SCC6
AOA5S6I6E9
A7KZR2
Q5S8C4
Q8SPKO
AOA287B8I3
AOA4X1VK24
A6N8P5
AOA5G2RLP2
A5GFQ6
AOA480NH74
Q9BDJ5
AOA4X1VP71
Q85Q65
AOA287B146
AOA5G2QV50
AO0A287AGWO
AOA4X1U126
AOA4X1VDO08
I3LPH5
AOA4807X47
AOA5G2QKQ5
AOA287BIB3
AOA5G2QCP7
AOA480Y8T9
AOAS5G2R4T8
AOA480VJX3
AOA4XIW1F9
AOA5G2RLL2
AOA4X1UP91
I13LC60
AO0A480QSG2
AOA4X1VVV3
AOA480M195
AOA4X1TE15
AOA480JX12
P49930
AOA5G2Q7G7
AOA4X1TH57
AOA287AJB1
AOA5G2RG89
AOA4X1W7B2
I3LEF9
AOA287BRL8
F1RYX1
Q85Q66
F1RSVO
AOA4X1U5G1
AOA5G2QUZ8
AOA4X1SSA3
AOA4X1VPB7
AOA4X1VQK7
AOA287BB42
019063

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC102165015 PE=3 SV=1

Cytochrome P-450 OS=Sus scrofa domesticus OX=9825 PE=2 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=3
Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=FMO1 PE=1 SV=1
Cytochrome P450 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CYP3A46 PE=2 SV=2

Cytochrome P450 2C34 (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2C34 PE=2 SV=1
Cytochrome P450 4A25 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP4A25 PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=FAM107B PE=4 SV=2

C-type lectin domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100625180 PE=4 SV=1
Multiprotein bridging factor 1 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MBF1 PE=4 SV=1

Galectin-3-binding protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LGALS3BP PE=4 SV=1

Glycine N-methyltransferase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=GNMT PE=3 SV=1

Mitogen-activated protein kinase OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Pantetheinase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=VNN1 PE=1 SV=1

C-type lectin domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

Cytochrome P450 2C18 isoform 1 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2C49 PE=2 SV=1
Cytochrome P450 2C42 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CYP2C42 PE=1 SV=2

Kynurenine 3-monooxygenase 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=KMO PE=3 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC106504547 PE=1 SV=1
Tryptophan 2,3-dioxygenase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=TDO2 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=UQCR10 PE=3 SV=1

G3BP stress granule assembly factor 2 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=G3BP2 PE=1 SV=2
Multidrug resistance-associated protein 6 isoform X3 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1
Elastin microfibril interfacer 1 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=EMILIN1 PE=1 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100737897 PE=1 SV=2
CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CDIPT PE=1 SV=1
Alpha-1-antichymotrypsin (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

ABC-type glutathione-S-conjugate transporter OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ABCC2 PE=1 SV=1
Cytochrome P450 3A4 isoform 1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Bax inhibitor 1 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=TMBIM6 PE=3 SV=1

Solute carrier organic anion transporter family member OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1
UDP-glucuronosyltransferase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100515394 PE=1 SV=3
ATP-binding cassette sub-family A member 6 isoform X1 OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CD5L PE=4 SV=1

L-fucose kinase OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

PlsC domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LCLAT1 PE=3 SV=1

Integrin beta OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

Antibacterial peptide PMAP-23 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PMAP23 PE=2 SV=1

Dipeptidyl peptidase 4 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=DPP4 PE=3 SV=1

Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=HACD3 PE=3 SV=1
Homogentisate 1,2-dioxygenase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=HGD PE=1 SV=1

Cytidine/uridine monophosphate kinase 2 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CMPK2 PE=1 SV=1
Glutaminase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=GLS2 PE=3 SV=1

C-type lectin domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC110259262 PE=1 SV=2
Mpyristoylated alanine rich protein kinase C substrate OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MARCKS PE=1 SV=1
Solute carrier family 22 member 18 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=SLC22A18 PE=4 SV=2
Cytochrome P450 2C33v4 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2C33v4 PE=2 SV=1

Parahox neighbor OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=URAD PE=3 SV=2

Protein S100 OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

ATP binding cassette subfamily B member 7 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ABCB7 PE=1 SV=1
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=SLC27A2 PE=3 SV=1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=ITIH4 PE=3 SV=1
Glycine N-acyltransferase-like protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LOC100518644 PE=3 SV=1
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 2 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=HSD17B2 PE=1 SV=1

Serum amyloid P-component OS=Sus scrofa OX=9823 GN=APCS PE=2 SV=1
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AOA4X1SSU6
AOA287A7E8
AOA4X1SGBO
AOA481AL49
AOA480PCQ6
AOA480LA85
AOA5G2QFX9
AOA4X1VGA6
AOA5G2QKU1
AOA4X1TXT9
AOA4X1TDF5
AOA5G2QJX6
F1SGX4
AOA4X1V3P4
P46410
AOA4X1SG15
AOA1S6L959
AOA4X1SZJ9
AOA287AT48
AOA287B8S2
AOA286ZID9
Q8SPS7
AOA480USE7
AOA4X1UMS84
Q95JF8

Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PEMT PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=ENTPD5 PE=1 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=3 SV=1
Mitochondrial 2-oxodicarboxylate carrier isoform 2 0S=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial 0S=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1
Mitochondrial amidoxime-reducing component 1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1
Mannose-binding protein C OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MBL2 PE=4 SV=1

VWFA domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

Pitrilysin metalloproteinase 1 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PITRM1 PE=1 SV=1

E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=TRIP12 PE=3 SV=1

Pyruvate carboxylase OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100515185 PE=3 SV=1

Carbonyl reductase 3 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CBR3 PE=1 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100738724 PE=3 SV=1

Glutamine synthetase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=GLUL PE=2 SV=3

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

Carboxylic ester hydrolase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PLE-G2 PE=3 SV=1

Peptidylprolyl isomerase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=FKBP5 PE=4 SV=1

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=1
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=ENPP1 PE=1 SV=2
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC110256483 PE=1 SV=1

Haptoglobin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=HP PE=1 SV=1

Phosphatidylinositol 3-kinase 85 kDa regulatory subunit alpha OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP] OS=Sus scrofa OX=9823 GN=PCK1 PE=1 SV=2
Cytochrome P450 4A OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=Cyp4A PE=2 SV=1

Tabulka 5 Sada specifickych proteinG ledviny

Accession
AOA4X1UTR8
Q6LEL6
Q3S3F7
AO0A480W2D6
AOA4X1TZMS
Q5XLD3
I3LPR3
13LHQ6
F1SC63
AOA481B2V6
Q28974
AO0A287AXR4
AOA4X1W3H4
F1S8P6
F1SSB1
AOAOH4J4B0
AOA4X1VWO07
AOA5G2QPP4
F1SCC7
F1RIZ5
A0A4801L91
F1SM28
F1SCC6
L8BOU8
F1S3X1
AOA481B914
AO0A5G2QVGO

Description

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

Cytochrome P-450 OS=Sus scrofa domesticus OX=9825 PE=2 SV=1

Sulfotransferase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=SULT2A1 PE=1 SV=1

Aldo-keto reductase family 1 member C1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MYLPF PE=4 SV=1

Creatine kinase M-type OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CKM PE=2 SV=1

Tetraspanin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CD9 PE=1 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=HSD17B6 PE=1 SV=1

Cytochrome P450 2C42 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2C42 PE=1 SV=4
UDP-glucuronosyltransferase OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

Cytochrome P450 2C33v3 (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=AADAC PE=1 SV=1

Hydrolase_4 domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ABHD17B PE=4 SV=1
Major facilitator superfamily domain containing 10 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MFSD10 PE=1 SV=4
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC110255172 PE=1 SV=2
Cytochrome P450 4A21 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP4A21 PE=2 SV=1

Mitochondrial pyruvate carrier OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MPC1 PE=3 SV=1

Solute carrier family 27 member 2 0S=Sus scrofa 0X=9823 GN=SLC27A2 PE=1 SV=1
SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC396684 PE=3 SV=3
Aminoadipate aminotransferase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=AADAT PE=1 SV=3
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform 1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
UDP-glucuronosyltransferase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=UGT1A6 PE=1 SV=3

SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=3
1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100737897 PE=1 SV=4
Carbamoyl-phosphate synthase ammonia, mitochondrial OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100515185 PE=3 SV=1
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L8BOV2 1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

AOA287A7E8 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=ENTPD5 PE=1 SV=1

AOA4X1VQK7 Glycine N-acyltransferase-like protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LOC100518644 PE=3 SV=1
AO0A287BH90 Complement component C9 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=C9 PE=1 SV=1

F1SME1 Complement C5a anaphylatoxin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=C5 PE=1 SV=3

AOA480Y8T9 Alpha-1-antichymotrypsin (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

AOA4X1U2L7 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA4X1VRM4 LRRCT domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LRG1 PE=4 SV=1
AOA4X1SG15 SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

AOA287AT4A8 SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=1
P81608 Salivary lipocalin OS=Sus scrofa OX=9823 GN=SAL1 PE=1 SV=1

L8BOV6 1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

AOA4X1UN8 PKS_ER domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100512795 PE=3 SV=1
L8AXMS 1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

L8BOR9 1gG heavy chain OS=Sus scrofa OX=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

AOA287BH21 SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC100156325 PE=1 SV=1
AO0A286ZID9 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC110256483 PE=1 SV=1
AOA480QMR6 IgM OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA5G2QV50 Kynurenine 3-monooxygenase 0S=Sus scrofa 0X=9823 GN=KMO PE=3 SV=1
AO0A287AGWO SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC106504547 PE=1 SV=1
Q865A4 Double stranded RNA-dependent protein kinase OS=Sus scrofa OX=9823 GN=PKR PE=2 SV=1
F1SRB9 TPR_REGION domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=ST13 PE=1 SV=2
Q8sSQ68 Cytochorme P450 2A19 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=CYP2A19 PE=1 SV=1

A0A480Q163 Uromodulin OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA480JX12 Integrin beta OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

AOA5G2RLP2 Galectin-3-binding protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=LGALS3BP PE=4 SV=1
AOA481BA72 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

B2LUG8 Interferon stimulated gene 15 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=2 SV=1

Tabulka 6 Sada specifickych protein(i svaloviny

Accession Description

AOA4X1W3D4 BRICHOS domain-containing protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

AOA480Y8T9 Alpha-1-antichymotrypsin (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

AOA286ZYZ5 SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=LOC106504547 PE=1 SV=2
AOA4X1SH92 SERPIN domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1

AOA4X1SK88 Fibrillin-1 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=FBN1 PE=3 SV=1

AOA4X1T203 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa OX=9823 GN=GYG1 PE=4 SV=1

AOA5G2Q7R0 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=COL6A1 PE=1 SV=1

AOA4X1T5G0 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

I13LIH2 Inositol-1-monophosphatase OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IMPA2 PE=3 SV=3

AOA480W6C8 Collagen alpha-2(VI) chain isoform 2C2 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA480M2V3 Collagen alpha-3(VI) chain isoform 4 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA5G2QEV5 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=ITIH2 PE=3 SV=1
AOA4X1UFT3 Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

AOA480HJT1 Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1

AOA286ZPA9 Major seminal plasma glycoprotein PSP-1 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=PSP-| PE=3 SV=1

L8BOV2 1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

AOA480Y2J3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform 1 (Fragment) OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1
AOA5G2QH97 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=VDAC3 PE=1 SV=1
Q29014 Alpha-1 acid glycoprotein (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 PE=2 SV=1

RAH1Z8 Adipocyte-type fatty acid-binding protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=A-FABP PE=2 SV=1
AOA480N366 HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-4 beta chain isoform X2 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=4 SV=1
F1SS66 Myosin heavy chain 13 OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=MYH13 PE=3 SV=4

A0A287B1X5 TPD52 like 2 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=TPD52L2 PE=1 SV=2

AOA287B163 Collagen type VI alpha 3 chain 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=COL6A3 PE=1 SV=1



Q5JZM5
AOA4X1TXI8
A7ISM5
AOA287AAL6
Q9TV62
AOA4X1VPM2
Q9TV61
AOA4X1U110
AO0A4X1U902
AOA4X1VK69
AOA480SN35
P79293
AOA287BPU2
AOA5G2QMO05
F1SHXO0
L8BOW9
AOA4X1SHV3
F1S6B4
AOA4XIW2N5

Myelin protein-zero (Fragment) OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MPZ PE=4 SV=1
60S ribosomal protein L30 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=RPL30 PE=1 SV=1
MHC class Il antigen OS=Sus scrofa OX=9823 GN=SLA-DQA PE=2 SV=1

Four and a half LIM domains 1 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=FHL1 PE=1 SV=1
Myosin-4 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MYH4 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S9 0S=Sus scrofa OX=9823 GN=RPS9 PE=3 SV=1
Myosin-1 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MYH1 PE=2 SV=1

Myelin basic protein OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=3 SV=1
Apolipoprotein A-1l 0S=Sus scrofa 0X=9823 GN=APOA2 PE=3 SV=1

Titin isoform X6 OS=Sus scrofa OX=9823 PE=3 SV=1

Myosin-7 OS=Sus scrofa OX=9823 GN=MYH7 PE=1 SV=2

Nebulin OS=Sus scrofa OX=9823 GN=NEB PE=1 SV=2

Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1

Nebulin OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=NEB PE=1 SV=4

1gG heavy chain OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=IGHG PE=2 SV=1

Alpha-carbonic anhydrase domain-containing protein OS=Sus scrofa 0X=9823 GN=CA14 PE=3 SV=1

Prolargin OS=Sus scrofa OX=9823 GN=PRELP PE=1 SV=3
Uncharacterized protein OS=Sus scrofa 0X=9823 PE=4 SV=1
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