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Anotace

Personalizovana medicina vyuziva k diagnostice nemoci a pfi monitorovani priibéhu terapie
genomickych a molekuldrnich analyz télnich tekutin (mo¢, kondenzat vydechovaného vzduchu,
plasma) a tkani. Pro jeji SirSi rozSifeni do rutinni |ékarské praxe je potieba vyvinout vhodné analytické
metody pro detekci a kvantifikaci specifickych latek charakteristické pro konkrétni onemocnéni —
tzv., biomarkery”.

Prace se zabyva pripravou a charakterizaci imunomagnetickych nanocastic, které slouzi k
separaci biomarkerl Asthma bronchiale - cysteinylovanych leukotriend z kondenzatu
vydechovaného vzduchu pfed samotnou HPLC-MS analyzou. Druhd cast experimentdlni ¢innosti se
zabyvala imobilizaci protilatky na pdrovité polymerni nosice, jako mezikrok k ptipravé diagnostického
prouzku, ktery by se mél stat vhodnou pomuckou pacientl pro orientacni stanoveni biomarker( v
moci a umozZnoval by véasné rozpoznani patologickych procest odehravajicich se v organismu.
Vyvinuta metoda kombinujici imunamagnetickou separaci s hmotnostné spektrometrickou analyzou
a imobilizované protilatky na polymerni nosi¢ v podobé imunoafinitnich ¢ocek s hmotnostné
spektrometrickou detekci byly testovany na klinickych vzorcich kondenzatu vydechovaného vzduchu.
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2 Uvod

Pro Uspésnou léCbu pacienta je nutna spravna a v€asna diagndza nemoci. O Uspésnosti léCby
rozhoduje nékolik faktor(: 1) v€asny pfichod pacienta k osetfujicimu lékati, 2) spravné popsani
symptom( pacientem a 3) rozpoznani klicovych pfiznak( lékarem. VétSina vysetieni v soucasnosti se
fidi podobnym scénarem, ktery se jen trochu méni v zavislosti na tom, jaké obtiZe pacient uvadi.
Nasledna terapie se voli na zakladé ziskanych Gdajd z epidemiologickych studii. To znamena, Ze lé¢ba
pacienta probiha podle zobecnénych postupl a nepfrihlizi se k individudlnimu stavu jedince a jeho
specifickym vlastnostem (vék, pohlavi, vyska, vadha, strava, Zivotni prostfedi, ad.), coZ mlze u
zadvaznéjsich pribéhl onemocnéni mit az fatalni nasledky. Nedostatky téchto postupl pti vysetfeni a
nasledné samotné terapii se snazi fesit tzv. personalizovana medicina, kterd se neomezuje jen na
hledani novych, rychlych a véasnych postupl diagndz s cilem zvolit nejvhodnéjsi postup terapie, ale
monitoruje i pribéh samotné |écby, kterou upravuje podle specifické odpovédi organismu pacienta
na danou terapii. Personalizovana medicina vyuZivda genomickych a molekularnich analyz télnich
tekutin a tkani. Pro jeji Sirsi rozsifeni do rutinni Iékafské praxe je potreba vytipovat specifické latky
charakteristické pro konkrétni onemocnéni — tzv.,,biomarkery” a vytvofit vhodnou standardizovanou
analytickou metodu pro jejich detekci a kvantifikaci.

Vysledky ziskané analyzou krevni plazmé a moci jsou odrazem procest odehravajicich se v rdmci
celého organismu a k lokalizaci patologického procesu se vyuZivaji jen v omezené mire, pfipadné
pouze jako doplnék dalSich diagnostickych metod. K vysetfeni nemoci plic a dychacich cest (napft.
diagnostika bronchidlniho astmatu, azbestdzy, silikdzy ad.) se v béziné praxi pouzivd celd fada
diagnostickych metod, které jsou v naprosté vétsiné metodami invazivnimi (bronchidlni biopsie,
bronchoalveolarni lavaz), pfipadné semi-invazivhimi (metoda indukovaného sputa), ty jsou pro
pacienta zatézujici, u déti a senior mohou byt dokonce aZ stresovou zaleZitosti. Analyza kondenzatu
vydechovaného vzduchu je pomérné novou metodou, jeZ predstavuje alternativni cestu, kterou lze
charakterizovat jako zcela neinvazivni a pro pacienta nezatéZujici. SloZeni kondenzatu
vydechovaného vzduchu koresponduje s déji odehrdvajicimi se bezprostifedné v plicich a dychacich
cestach, odkud se do néj dostava celd fada specifickych latek, kterych bylo k dneSnimu dni
identifikovdno vice jak dvé sté. V soucasné dobé se problematika vyuZiti kondenzatu vydechovaného
vzduchu jako zdroje biomarker( plicnich onemocnéni nachazi ve stavu, kdy byla popsana cela rada
metodik stanoveni biomarker(i, ovsem vysledky uvedenych studii vykazuji znac¢ny rozptyl, ktery je
dan opomenutim dllezZitych specifickych faktord, které je nutné respektovat pfi zpracovani a
nasledné analyze této télni tekutiny.

Predkladana prace si kladla za cil (1) postihnout a kvantifikovat parametry, které mohou byt
zdrojem v literatufe uvadénych rozporuplnych wvysledkli, a vypracovat protokol zpracovani
dechového kondenzatu a stanoveni specifickych biomarkerld Asthma bronchiale (cysteinylované
leukotrieny) metodou kombinujici imunomagnetickou separaci markeril s hmotnostné-
spektrometrickou detekci a (2) vytvofit diagnosticky prouzek, ktery by se mél stat vhodnou
pomtckou pacientl pro orientacni stanoveni biomarker( v moci. Koncentrace biomarker(i by se méla
stanovit na zakladé barevné zmény prouzku, ktera by byla zplsobena vytvofenim vazby antigen a
protilatka.




3 Teoreticka cast

3.1 Asthma bronchiale

Praduskové astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, které lidstvo
pronasleduje jiz po tisicileti. Nyni se viak dostava do popfedi pro sv(j enormni nardst. V Ceské
republice vzrostl za poslednich deset let pocet evidovanych astmatikd o 170% na soucasnych 8%
populace (820 000 obyvatel) a u dalSich 300 000 obyvatel neni jesté rozpoznano. Kazdy treti astmatik
je dité.(tj. 15% déti do 15 let). Soucasné také klesd vék, kdy se astma objevuje, k prvnimu
astmatickému zachvatu obcas dochdzi uz ve dvou letech Zivota. Celosvétovd prevalence astmatu se
pohybuje vrozmezi 1 - 18% populace (obrdzek 1.), odhaduje se, Ze astmatem trpi 300 miliond
obyvatel nasi planety. Zejména v ekonomicky vyspélych zemich je astma jednou z nejcastéjsich
chronickych nemoci. Divody narlstu tohoto onemocnéni nejsou zatim zcela objasnény. Obvifiuje se
tzv. ,,zapadni“ styl Zivota, zfejmé se uplatriuje i vliv narUstajiciho znecisténi ovzdusi ve méstech, styl
bydleni, vyssi hygienické standardy, casté uzivani antibiotik, vyZivové zvyklosti apod.
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Obrazek 1: Procentuelni zastoupeni astmatikti v populaci jednotlivych zemi; (GINA 2006)

Astma je definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest. Jde o nemoc sice
nevylécitelnou, ale dobre Iécitelnou. Neni-li ovSem astma adekvatné lécené, milze vést az
k remodelaci bronchialni stény a nevratnému poskozeni plic.

3.1.1 Vznik a vyvoj astmatu

Astma mize vzniknout nebo zmizet témér v kterémbkoli véku. Casto zacina jiz v détském véku
a predchazi mu delsi dobu trvajici nebo opakujici se rymy s kychanim. Poté, co se stane ryma velmi
intenzivni, prejdou obtize na dolni cesty dychaci a dostavuji se prvni astmatické zachvaty. Mezi
jednotlivymi zachvaty mize uplynout i znacné dlouha doba.




Pokud se pacient adekvatné neléci, po opakovanych infekcich dychacich cest, dochazi
k postupnému zhorSovani intenzity zachvatl a ke zkracovani interval( klidu mezi jednotlivymi
zachvaty. Na vyvoj astmatu ma bezprostiedni vliv celd fada faktorl. Predevsim jde o vcasnou
diagndzu choroby a spravné specifické IéCeni spojené s kazni pacienta. V neposledni fadé pak svou
roli hraji i socialni podminky (droven bydleni, vliv rodiny a okoli...). Podle pfi¢iny vzniku astmatu
muiZeme rozdélit onemocnéni na tzv. atopické a neatopické astma.

3.1.1.1 Atopické (alergické) astma

U atopického astmatu zanét vznika zpravidla jako neadekvatni reakce imunitniho systému na
latky, které pro organizmus neznamenaji nebezpeci - tzv. alergeny (obrdzek 2).

Obrazek 2: Priklady moinych spoustécti astmatického zachvatu — roztoc (vlevo), ambrézie (vpravo)

Jedna se tedy o chybnou imunitni odpovéd' a v dlsledku toho o zvysenou produkci histaminu
burikami imunitniho systému. Hlavnimi spoustéci astmatu jsou roztoci a dalsi mikroskopicti
ZivoCichové, ktefi se nalézaji vdomacim prachu (koberce, matrace...), pylova zrna trav, plevell a
stromd, srst domacich zvitat a daldi. V Ceské republice rozliSujeme t¥i hlavni obdobi pylovych
spoustéca (tabulka 1.)

Tabulka 1 Nejdulezitéjsi alergeny v urcitém rocni obdobi

Obdobi Alergen

Jaro Pyly bfizovitych (bfiza, olse, liska, habr...)

Léto Pyly trav (srha, kostrava, lipnice...)

Podzim Pyly plevell (fepka olejka, jitrocel, ambrézie...)

3.1.1.2 Neatopické (nealergické) astma

Nealergické astma je zpUsobeno pretrvdvajici chronickou infekci dychacich cest zvySenou
fyzickou namahou (tzv. zatéZové astma), psychickymi vlivy (psychogenni astma). Divodem
nealergického astmatu mQzZe byt i gastroezofagealni reflux, coZ je stav, pfi némz dochazi k pronikani
kyselé Zaludeéni stavy do jicnu a nasledné drazdéni sliznice jicnu mulze zplsobit reflexni stah
pradusek. Nealergické astma tedy neni vyvolano, na rozdil od alergického, Zadnou konkrétni latkou.




Klinicky pribéh astmatu je zavisly na fadé podminek, které jsou u pacientl dosti rozdilné
(genetické predispozice, vliv prostiedi, koufeni, adekvatni |é¢ba) U astmatu, kde jsou zachvaty
vyvolany inhalovanymi alergeny nebo alergeny prijatymi potravou, je pribéh obvykle mnohem
priznivéjsi, protoze lIze do urcité miry zabranit styku pacienta s alergenem. Kdyz je ovsem astma
pouze infekéniho plvodu, je pribéh podstatné horsi. U téchto pacientl dochazi k zachvatlm
mnohem c¢astéji, probihaji obvykle delsi dobu a snadno recidivuji. Tato skupina pacientl, kde ma
infekce hlavni dlohu, je také mnohem nachylnéjsi na rlizné nespecifické podnéty jako zmény pocasi,
zapachy, kour, chlad, vétsi fyzickou ndamahu a podobné. Pribéh onemocnéni je ovsem ovliviiovan
jesté dalsimi faktory - vék pacienta, prostfedi a infekce. Mirné infekce (nachlazeni) astma vétsinou
zhorsuji, naopak prudké infekce (s vysokymi teplotami) ¢asto pUsobi vyrazné zlepseni [1]. Pribéh je
rovnéz ovliviiovan kvalitou funkce beta-adrenergnich receptor(, které maji na svédomi zvySenou
svalovou glykogenolyzu, zrychleni srde¢ni frekvence a kontrakce hladké svaloviny.

Pfi bronchidlnim astmatu dochazi k recidivujicim epizoddm dusnosti, suchym chropim
(piskotlm az vrzotim — Casto slySitelnym pfi dychani), kasli a nadmérné produkci hlenu. P¥i akutnim
zachvatu dochazi v dasledku pritomnosti spoustécich faktor( ke konstrikci pridusek a edému
sliznice, ztéZujicich vydech, a ke zvysené produkci vazkého hlenu (obrdzek 3). Dychani se stava stale
namahavéjsim, zvysuje se tlak uvnitf hrudniku a vazne Zilni ndvrat. Tyto zmény mohou vést v extrému
a7 k srde¢ni nestabilité a selhani respirace. V disledku hypoxie' mGze dojit i k poruse védomi.

Obrazek 3: Porovnani pradusek fyziologického stavu (vlevo) a prudusek pfi astmatickém zachvatu
(vpravo)

Astmatické zachvaty mohou mit rdznou intenzitu (tabulka 2). MiZzeme je tedy rozdélit na
mirné, které vznikaji ¢asto spontanné a pacient témér nepozoruje, stfedni, které uz spontanné
neprichazeji, a prudké, které mohou trvat az nékolik hodin a pacient je obvykle nedokaze zvladnout
sam.

! Nedostate¢né okysli¢eni mozkové tkand




Tabulka 2 Intenzita zachvatt

Intenzita zachvatu Pfiznaky

Mirny zachvat Mald dusnost smirné prohloubenym a
zpomalenym dychanim a kaslem

Stfedné silny zachvat Pomaly zacatek, kasel i bronchidlni fenomény
zfetelnéjsi
Typicky piskot, velké mnoiZstvi hlenu, kasel a

Silny zachvat D Vol i
poceni; mlze trvat az nékolik hodin

3.1.2 Diagnostika astmatu

Pro ucinnou lécbu, kterd zajisti minimalizaci poskozeni organismu pacienta je nutnd vcéasna a
spravna diagnostika. Pro stanoveni diagnostiky se dnes pouZiva fada rliznych metod.
Nejdfive se provadi spirometrické méreni ventilacni funkce plic (obrdzek 4). VySetreni se provadi
vklidu i pfi zatézi, pripadné po inhalaci rGznych latek nebo Iék(. Timto vySetfenim zajistime
prichodnost dychacich cest a jejich reakci na inhalaci alergen(i nebo fyzickou zatéz. Typickym
nalezem pro astma je snizeni vydechovych rychlosti, snizeni plicni kapacity a zvySeni objemu vzduchu
v plicich, ktery tam zUlstane po maximalnim vydechu.

Obrazek 4: Spirometrické vySetfeni ventilacni funkce plic; provadi se na specializovanych pracovistich
za dozoru odbornika

Pokud spirometrické vysetifeni pfinasi normalni vysledky, nasleduje obvykle bronchoprovokacni test
nespecifickym podnétem (podanim latek histaminu nebo acetylcholinu). Bronchoprovokacni test
organismus pacienta zatéZuje a mulZe vést az k astmatickému zachvatu. Z toho ddvodu jsou proti
tomuto vysetfeni ¢asto vzndseny etické namitky s tim, Ze Iékai by mél ¢lovéku obtiZe IéCit a ne je
vyvolavat, a to ani vzajmu stanoveni diagndzy. K dalsSim diagnostickym vysSetfenim astmatu se
pouzivd celd fada invazivnich (bronchiadlni biopsie, bronchoalveolarni lavaz), pfipadné semi-
invazivnich metod (metoda indukovaného sputa), kterou jsou pro pacienta zatéZujici, u déti a senior(
mohou byt aZ stresovou zdleZitosti. Proto se v soucasné dobé hledaji alternativni neinvazivni cesty
diagnostickych metod zalozené na kvantifikaci specifickych latek (tzv. biomarkerd) pro dané
onemocnéni obsazenych v télnich tekutinach (plasma, moc¢, kondenzat vydechovaného vzduchu).
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3.2 Kondenzat vydechovaného vzduchu (KVV)

Kondenzat vydechovaného vzduchu je kapalna matrice, kterd vznikne zkondenzovanim
vydechovaného vzduchu. Tato télni tekutina odrazi sloZeni bronchoalveolarni extracelularni plicni
tekutiny, jez koresponduje s déji odehravajicimi se bezprostifedné v plicich a dychacich cestach. [2]

Latky obsazené ve vydechovaném vzduchu se nachdzeji ve dvou fazich — v plynné a v kapalné
(ve formé aerosolll) [3], (obrdzek 5). V plynné fazi jsou vedle dusiku, kysliku, oxidu uhli¢itého, oxidu
uhelnatého a oxidu dusnatého pfitomny latky s dostateCnou tenzi par pfi télesné teploté a
atmosférickém tlaku - voda, peroxid vodiku, uhlovodiky a fada dalSich organickych latek. V plynné
frakci se nachazi i ve vodé nerozpustné biomolekuly, které na epitelu plic a dychacich cest spolu
s vodou vytvareji bindrni systém. Tenze par biomolekul a vody se v tomto pfipadé scitaji, a tim se
odpafi i latky, které jsou za normdlnich podminek madlo tékavé. Pfikladem latek obohacujici KVV
touto cestou jsou leukotrieny a prostanoidy. Molekuly malo tékavych latek rozpustnych ve vodé
(vazoaktivni peptidy, enzymy, DNA, proteiny a soli) se do KVV dostdvaji jako aerosolové castice, které
jsou strhavany z povrchu sliznice turbulentnim proudénim vzduchu v bronsich a bronchiolech.

h :.-"a lové ;
L BerOs0l0ve
.-':.deafnvé.tﬁ i, ~ Castice -.".f

- ~

®

Fovich dychacich cest a alveold

-

%

Obrazek 5: Schéma obohaceni vydechovaného vzduchu latkami z organismu
Z povrchu plicnich sklipki a dychacich cest se odpafuji tékavé latky (plynna faze) a strhavaji
malé kapicky, které unasi proud vydechovaného vzduchu (kapalnd faze - aerosolové
kapicky)

Na specializovanych klinickych pracoviStich se ziskdva KVV pomoci kondenzatoru
vydechovaného vzduchu (obrdzek 6), ktery zkapalni aerosolové ¢astice a nékteré latky z plynné faze.
Hlavni ¢astmi kondenzatoru vydechovaného vzduchu jsou ndustek, lapac slin, jednocestny ventil,
sbérna nadobka a chladici aparatura. Ukolem lapace slin je zamezeni kontaminace slinami, nebot v
nich byly stanoveny vysoké koncentrace biomarker(i pfitomnych v KVV [4]. Moznd kontaminace
slinami se zjistuje po odebrani KVV stanovenim aktivity slinné a—amylasy. Jednocestny ventil slouZi k
oddéleni vdechovaného avydechovaného vzduchu, ¢imz se eliminuje moiné znecisténi
kondenzovaného vzduchu c¢asticemi z vnéjsiho prostredi. Chladici systém muze podle typu pouZitého
chladiciho média umoznit odbér pfi teplotach az -20°C. Tato nizka teplota je dulezita pro kvantitativni
uchovani tepelné labilnich latek, jakymi jsou prostaglandiny, leukotrieny, aldehydy ad. Béhem
odbéru, ktery trva obvykle 15 — 20 minut, Ize ziskat 2 — 3 ml KVV. Aby se zamezilo vydechovani
nosem, je pacientovi nasazen nosni klips.
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Obrazek 6: Schéma kondenzatoru vydechovaného vzduchu

V KVV byly detekovany biomarkery, které se vyskytuji ve zvySené koncentraci pfi
patologickych procesech, odehravajicich se v plicich. Jejich zvysena hladina mUze signalizovat plicni
onemocnéni (napf. asthma bronchiale, oxidativni stres, rakovinu plic, cystickou fibrézu a dalsi).
Vcasna diagnostika uvedenych onemocnéni hraje dlleZitou roli z hlediska zahajeni uc¢inné terapie a
minimalizace poskozeni pacienta.

Vyhodou KVV je, Ze odrdzi procesy odehravajici se vyluéné v plicich, pfipadné dychacich
cestach, a nikoliv v celém téle, jak je tomu v pfipadé jinych télnich tekutin (v moci, krevni plazmé).

3.2.1 Biomarkery asthma bronchiale

Nejdulezitéjsi biomarkery pro asthma bronchiale jsou predevsim metabolity kyseliny
arachidonové. Kyselina arachidonova je dvacetiuhlikata vicesytnd mastna kyselina, ktera je vazana
v membrdnovych fosfolipidech. V organismu podléhd tato kyselina enzymaticky katalyzovanym
preménam za vzniku leukotrieni (enzymem 5-lipoxygenaza), prostaglandin (pUsobenim
cyklooxigenazy) nebo isoprostand (plsobenim volnych radikald). VSechny tyto latky se pti velice
nizkych koncentracich vyznacuji vysokou fyziologickou aktivitou zejména v oblasti zdnétlivych
a alergickych procesu, horecky, pocitl bolesti, dale jsou schopny ovlivnit krevni tlak a srazlivost krve,
konstrikci bronch(i a bronchiol a uplatiuji se i v obdobi téhotenstvi a porodu. Jejich uUcinky na
organismus jsou pouze lokdlni, a to v misté svého vzniku, a pred distribuci do krevniho fecisté jsou
inaktivovany. Pro astma vSak maji nejvétsi vyznam leukotrieny.

Leukotrieny jsou dvacetiuhlikaté latky, které jsou produkovany predevsim bilymi krvinkami.
Jsou to latky, uvolfiované pfi zanétlivych procesech a alergickych reakcich. Vyznamné se uplatiuji
v patogenezi bronchialniho astmatu.

Pfi jejich vzniku z kyseliny arachidonové nejprve vznikd plsobenim 5-lipoxygenazy nestabilni
LTA,, ktery se miZe dale preménovat podle jedné ze dvou metabolickych drah (obrdzek 7). P¥i
zanétlivych onemocnénich vznikd pldsobenim LTA, hydrolazy LTB,, v pribéhu alergickych reakci pak
naproti tomu je pUsobenim enzymu LTC, synthazy syntetizovan prvni ¢len tzv. cysteinylovanych
leukotrienl (cys LTs). Mezi cysteinylované leukotrieny dale fadime jesté LTD, a LTE,. Cys LTs se
postupné preménuji v fadé LTC, - LTD, = LTE, pUsobenim enzymi y-glutamyl transpeptidazy (LTC,
- LTD,) a dipeptidazy (LTD, = LTE,) [5].

Cys LTs interaguji s Cys-LT receptory, které se nachazeji predevsim na burnkach hladkych
svall, na eozinofilech avdalsich bunkach vcelém organismu. Navazanim cysteinylovanych
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leukotrienl na Cys-LT receptory nachdazejici se v plicich a dychacich cestach dochazi ke konstrikc
bronchl a bronchiol, k pfekrveni a naslednému edému sliznic a ke zvySené sekreci vazkého hlenu,
¢imz dochazi k zuZeni pruasvitu dychacich cest a k opakovanym epizodickym stavim vydechové
dusnosti [6]. Leukotrieny jsou fyziologicky velmi aktivni i pfi velmi nizkych koncentracich (10™*° mol/l).

Kyselina arachidonova
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Obrazek 7: Syntéza leukotrieni z kyseliny arachidonové
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3.3 Stanoveni biomarkert v KVV

Bylo popsano stanoveni biomarkerd v rlznych télnich tekutinach (krevni plazma, mog,
mozkomisni mok a KVV) s vyuZitim rozdilnych analytickych metod jako je RIA (Radioimmunoassay)
[7]1], EIA (Enzyme Immunoassay) [8], ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) [9], pfipadné GC-
MS [10] nebo LC-MS [11]. Biochemickymi metodami Ize stanovit fadové nizsi koncentrace latek, nez
jakych je dnes dosahovano pouzitim hmotnostné-spektrometrickych metod (GC-MS, LC-MS), ovsem
meze detekce téchto instrumentalnich metod se v pribéhu posledniho desetileti dostaly na Uroven
piko-, femto-, pripadné attomol(, cozZ je plné postacujici pro detekci vétsiny biologicky aktivnich latek
vyskytujicich se vlidském organismu. Spojeni kapalinové (respektive plynové) chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem poskytuje oproti biochemickym metoddm nejenom kvantitativni
informaci, ale také informaci kvalitativni (strukturni). Tim jsou vylouceny falesné pozitivni ¢i negativni
vysledky, které se vdusledku tzv. “zkfizenych reakci” vyskytuji uimunochemickych nebo
enzymatickych metod, jako je EIA, ELISA a dalsi.

Stanoveni hladin biomarkerl s vyuzitim LC-MS detekce se sklada ze tfi krokl. Nejdfive se
provede odbér télni tekutiny (KVV), v dalSim kroku se provede separace sledovanych biomarkerd
z matrice. To se provadi jednak z dlvodu zkoncentrovani, z dlivodu eliminace rusivého efektu
ostatnich biomolekul, vyskytujicich se v matrici a v neposledni fadé zdlvodu kompatibility
rozpoustédla s mobilni fazi LC. Ve tfetim kroku se provadi samotna analyza.

3.3.1 Separace biomarkert z KVV (imunoseparace)

Imunoseparace je metoda zaloZzend na imunitni odpovédi organismu na antigen. Antigen je
pro organismus strukturné cizi Iatka vyvoldvajici tvorbu pfislusné specifické protilatky, ktera je
schopna vychytavat dany antigen za vzniku komplexu antigen-protilatka. Z toho je patrné, Ze reakce
mezi antigenem a protilatkou lze charakterizovat jako vysoce specifické.

Protilatky jsou globularni bilkoviny majici rozpoznavaci protildtkovou aktivitu, tj. schopnost
specificky se vazat na antigen. Zakladni molekulova jednotka protilatky (imunoglobulin - Ig) ma tvar
pismene "Y" a sklada se ze dvou identickych lehkych fetézci a dvou tézkych retézch (obrdzek 7).
Retézce jsou k sobé navzajem pFipojeny pomoci disulfidickych mastkd. Na kazdé molekule Ig mazeme
oznacit N-konec, ktery je zakoncen — NH, skupinou a nachazi se ,v raménkach”, a C-konec, ktery
konc¢i — COOH skupinou a nachazi se ,v noZi¢ce”. Kazdy retézec mlizeme rozdélit na dvé funkéni
oblasti. Cast fetézcG smérem k N-konci se nazyva variabilni oblast a Usek fetézce smérem k C-konci je
oblast konstantni. Variabilni oblast je heterogenni a ma jedinec¢nou strukturu ramen, do kterych pak
antigen zapada jako kli¢ do zamku. Konstantni oblast (noZic¢ka) je tvofena krystalizujicim fragmentem,
kde jsou pfitomny sacharidy. Pfechod "ramének" v "noZicku" se nazyva zavés. V tomto misté je
molekula velmi pohyblivd a raménka se zde mohou otevirat nebo zavirat v zavislosti na velikosti
antigenu [12].
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Obrazek 8: Schéma struktury imunoglobulinu

Pokud je tedy k dispozici specifickd protilatka, mdze byt provedena extrakce sledovaného
antigenu z biologického vzorku kvantitativné. Pro separaci vytvoreného komplexu antigen - protilatka
z biologickych matric musi byt protilatka zakotvena na nosici (polymerni latky — napf. sacharidy,
polyvinylalkohol, polypyrolidon, ad., nebo magnetické nanocastice), ktery umozni bezproblémovou
separaci z télnich tekutin.

3.3.1.1 Separace imunomagnetickymi nanocdsticemi

Nanocastice jsou takové Castice jejichZz alespon jeden rozmér je mensi nez 100 nm. Zakladem
kazdé imunomagnetické castice je magnetické jadro tvorené maghemitem (y-Fe,0s)a magnetitem
(Fes0,) nebo kobaltem. Jadro obaluje slupka, ktera jadro stabilizuje a chrani. Na povrch slupky muze
byt vdzana jesté dalSi molekula, tzv. cross-linker, ktery umoZiuje spojeni magnetické cdstice
s protilatkou (obrdzek 9).

N PROTILATKA

CROSS -LINKER
(SPACER)

FUNKCIONALIZUJICT
POVRCHOVA SLUPKA

,/_ MAGNETICEE JADRO

Obrazek 9: Schéma magnetické castice se zakotvenim protilatek pomoci cross-linkert (vlevo) a bez nich
pfimo na funkcionalizovanou slupku (vpravo)
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Zakotveni (imobilizace) protilatek mlze probéhnout tfemi zplGsoby — fyzikalni adsorpci a kovalentnim
navazanim s orientaci nebo bez orientace protilatky. Fyzikdlni adsorpci zprostfedkovavaji slabé
vazebné interakce jako van der Waalsovy sily nebo vodikové mustky, jeji nevyhodou je moznost
vymyvani protilatky z povrchu nosice. Kovalentni zakotveni je uskutecfiovano pevnou kovalentni
vazbou, orientované navazdani protilatky se pak oproti neorientovanému vyznacuje vyssi vazebnou
kapacitou k antigenu [13].

3.3.2 HPLC/MS analyza

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru umoznuje dnes
bezproblémovou separaci a paralelni detekci velmi nizkych koncentraci analytd a to i ve znacné
komplexnich matricich. Diky tomu a diky vysoce specifické strukturni informaci, kterou podava, se LC-
MS stava metodou prvni volby v analyze latek v biologickych matricich.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography-HPLC)
se pouziva predevsim pro analyzu malo tékavych a tepelné labilnich latek. Vysoké selektivity separace
se dosahuje vhodnou volbou chromatografickych fazovych systému. Nejcastéji se vyuziva kapalinova
chromatografie s reverznimi fazemi, kde stacionarni faze kolony je tvofena silikagelem, ktery mlze
byt modifikovan nepoladrnimi oktadecylovymi skupinami, a mobilni fazi nejcastéji ze smési polarnich
rozpoustédel - voda, metanol a acetonitril s pridavkem pufra.

Pro vyuZiti hmotnostné-spektrometrické detekce se analyzované latky museji prevést do
plynné faze a iontového stavu. Diky technikdm umoZfujicich ionizaci za atmosférického tlaku
(athmospheric pressure ionization - API) je moZné provést tento prevod i u tepelné labilnich latek.
Mezi nejvyuzivanéjsi API techniky patfi ionizace elektrosprejem (ESI — elektrospray ionozation). ESI se
fadi mezi mékké ionizacni techniky, které se vyznacuji zachovanim molekulového piku pfi minimalnim
poctu vzniklych fragmentl molekuly. Kombinace ESI ionizace s vhodnym analyzdtorem (jednoduchy
nebo trojity kvadrupdl, iontova past) je vhodnou detekéni technikou pro kvantitativni stanoveni latek.
Trojity kvadrupdl a iontovéd past vedle kvantitativni informace pfinasi pfi praci v MS" médu (pro
trojity kvadrupdl maximalné MS? &astéji oznaovan MS/MS) i kvalitativni informaci o sledované
molekule. Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem (obrdzek 10) vyuziva vysoce selektivni
SRM (selective reaction monitoring) mad, kde na prvnim kvadrupdlu Q; se izoluje quasi-molekularni
ion (deprotonovany molekularni ion [MH]" pro negativni ionizaci a pro pozitivni ionizaci protonovany
ion [MH]’) pislusné molekuly, ktery je pouZit jako prekursor (rodi¢ovsky ion) pro naslednou kolizné-
indukovanou disociaci (CID). V kolizni cele kvadrupdld Q, dochazi k selektivnimu rozpadu molekuly
v jejich nejslabsich mistech za vzniku dcefiného spektra, specifického pro danou molekulu, ze kterého
se na tretim kvadrupdlu Q; izoluje specificky dcefiny ion s nejvyssi cetnosti [13].

16



ESI
Kolizni ®
kvadrupdél Q2 i
Turbomolekularni
pumpa Kvadrupél Q3
Obrazek 10: Schéma hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupdlem

3.4 Pracovni hypotéza

Cilem predkladané prace je zakotveni monoklonalni protilatky (imunoglobulinu G proti cys LTs)
na polymerni nosi¢ — polyvinylalkohol a magnetické nanocastice. Pfipravené polymerni cocky
(mezikrok k ptipravé diagnostického prouzku) a imunomagnetické castice budou nasledné pouzity
jako rychlé, sensitivni a vysoce specifické metody separace biomarkerl z kondenzatu vydechovaného
vzduchu, ktery je matrici umoZiujici neinvazivni diagnostiku Asthma bronchiale.

Prace bude zamérena na pfipravu polymerni ¢ocky a imunomagnetické cCastice a optimalizaci
nejdllezZitéjSich parametrl pfipravy s ohledem na aplikovatelnost separacnich metod pro izolaci
vybranych biomarker(i ve vyse uvedené matrici. Souéasti prace bude také diagnostické testovani na
experimentalnich a klinickych vzorcich.
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4 Metodika prace

4.1 Chemikdlie a pomiicky

Nazev Cistota vyrobce

Leukotrien C, 297 % Cayman Chemical, USA
Leukotrien D, >97% Cayman Chemical, USA
Leukotrien E, 297 % Cayman Chemical, USA
[19,19,20,20,20 2Hs] Leukotrien C, (LTC,-ds) 297 % Cayman Chemical, USA
[20,20,20 *Hs] Leukotrien E, (LTE,-ds) >299% Biomol, Némecko
Cysteiny Leukotriene Affinity Sorbent Cayman Chemical, USA
Protilatky proti leukotrienu C4, D, a E; — monoklonalni krysi 1gG; Velka Britanie
Argon 5,0 SAID, Ceska republika
Vzduch technicky SAID, Ceska republika
Dusik technicky SAID, Ceska republika
Methanol LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Acetonitril LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Voda LC/MS Riedel de Haén, Némecko
Ethanol HPLC Merkc, Némecko
Amoniak 28 %-ni roztok Aldrich, USA
Hydrogenfosfere¢nan sodny, dihydrat 299,5% Riedel de Haén, Némecko
Dihydrogenfosforecnan sodny, monohydrat 299 % Fluka, Svycarsko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) 99,9 % Aldrich, USA

EDC >99 % Fluka, Svycarsko

Sodna sl N-Hydroxysulfosukcinimidu 298,5 % Fluka, Svycarsko
Hydroxylamin hydrochlorid 99 % Aldrich, USA
Glutaraldehyd 50 %-ni roztok Aldrich, USA

Albumin from bovine serum (BSA) frakce V Sigma, USA

Glycin 99 % Aldrich, USA

Azid sodny 99,9 % Aldrich, USA

Skrob Zulkowsky Merk, Némecko
3,5-Dinitrosalicylova kyselina 298 % Fluka, Svycarsko

7 v s

4.1.1 Magnetické castice

4.1.1.1 Tosyl-aktivované magnetické Cdstice

Jde o superparamagnetické (magnetické jadro tvoreno Fe;0,), polystyrenové ¢astice pokryté
polyuretanovou vrstvou aktivovanou reakci s p-toluensulfonylchloridem pritomné v suspenzi
o koncentraci 2 x 10° ¢stic/ml (cca 30 mg/ml) v 10 mM fosfatovém pufru (pH 7,4) s 0,1% (w) BSA
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a 0,02% (w) azidem sodnym. Jejich primér se pohybuje v rozmezi 2,8 um + 0,2 um, plocha povrchu
¢astic je 4-8 m?*/g, koncentrace aktivnich skupin 50-70 pmol/g a hustota 1,3 g/cm’.

4.1.1.2 Magnetické Cdstice s aktivovanou aminoskupinou

Jsou to superparamagnetické (magnetické jadro tvoreno Co) castice pokryté uhlikovou
vrstvou aktivovanou p-anilinem obsazené v suspenzi o koncentraci 30 mg/ml v 10 mM fosfatovém
pufru (pH 7,4) s 0,05 % (w) Tweenem 20. Primér Castic je mensi neZz 50 nm, koncentrace aktivnich
skupin vétsi nez 0,1 mmol/g.

4.1.1.3 Magnetické Cdstice s chitosanem

Magnetické &astice s jadrem z y-Fe,0; pokryté aktivovanou vrstvou chitosanu. Castice maiji
prdmér mensi nez 50 nm.

4.2 Priprava polymernich cocek

Pro pfipravu polymerniho roztoku bylo pouzito 0,81g polyetylenglykolu (PEG) a 1,35g
polyvinylalkoholu (PVA), které byly rozpustény v 11 ml vody. Celd smés byla za stdlého michani
zahtivdna na teplotu 95-98°C do vycefeni roztoku. Po ochlazeni roztoku na teplotu 35°C byly do smési
pridany protilatky.

Vznikla suspenze byla v drobnych kapi¢kach nanesena na Petriho misku. Ze ziskanych kapic¢ek o
priméru priblizné 1,5 — 2 mm byla odpafena voda. Zpolymerizované cocky byly z dlvodu jejich
rebobtnani ponorfeny do 0,1M roztoku NaH,PO,. Pfipravené cocky byly skladovany v roztoku
NaH,PO, pfi teploté 4°C.

4.3 Priprava imunomagnetickych c¢astic

K imobilizaci protilatky na magnetické ¢astice a nasledné separaci antigenu byly pouZity pufry:

Pufr A: 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pfipraven rozpusténim 2,62 g NaH,PO, x H,0 a 14,42
g Na,HPO, x 2 H,0 v deionizované vodé o celkovém objemu 1000 ml.

Pufr B: PBS pufr (phosphate buffered saline) o pH 7,4 s 0,1 % BSA vznikl z 0,88 g NaCl a 1 g BSA
rozpusténych v 0,01 M fosfatovém pufru o pH 7,4. Celkovy ziskany objem pufru B ¢inil po dofedéni
100 ml.

Pufr C: 0,2 M TRIS o pH 8,5 s 0,1% BSA - 2,42 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml deionizované
vody, pH roztoku bylo upraveno pomoci 1 M kyseliny chlorovodikové na hodnotu 8,5 a roztok byl
nafedén deionizovanou vodou na objem 100 ml.

Pufr D: PBS pufr o pH 7,4 s 0,5 % BSA — 0,88 g NaCl a 5 g BSA bylo pfidano do 50 ml 0,01 M
fosfatového pufru o pH 7,4. Vznikly roztok byl nafedén na objem 100 ml 0,01 M fosfatovym pufrem.

4.3.1 Zakotveni protilatky na tosyl-aktivované magnetické castice

Zasobni roztok magnetickych ¢astic byl zvortexovan a ze vzniklé suspenze byl odpipetovan
objem 30 pl, ktery byl ddn do 2 ml polypropylenové zkumavky umisténé na magnetickém stojanku.
Po ¢tyfech minutach byl odebran supernatant a magnetické castice byly mimo dosah magnetického
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pole promyty v 200 ul pufru A. Po opétovném umisténi do magnetického stojanku byl supernatant
odpipetovan a promyté ¢astice byly pouzity ke kotveni protilatky.

K promytym ¢asticim bylo pridano 50 pl protilatky (c = 0,2 mg/ml, obsazené v PBS pufru (pH
7,4) s 15 mM azidem sodnym a 0,2 % BSA) a smés byla promichana. Suspenze byla inkubovana a
michana 24 hodin pfi teploté 37 °C. Vzniklé imunomagnetické ¢astice byly promyty 2 x 200 pl pufru B
(michano 5 minut pfi teploté 4°C; separace v magnetickém poli), 1 x 200 pl pufru C (michano 4
hodiny pfi teploté 37°C) a 1 x 200 ul pufru B (michdno 5 minut pfi teploté 4 °C). Pfipravené
imunomagnetické ¢astice byly skladovany v pufru B s 0,02% azidem sodnym pfi teploté 4 °C.

S ¥4

4.3.2 Zakotveni protilatky na magnetické castice aktivované aminoskupinou

30 ul suspenze magnetickych ¢&astic bylo ddno do sklenéného insertu umisténého v
magnetickém poli. Po odstranéni supernatantu a promytim 200 pl pufru A bylo k magnetickym
Casticim pfidano 50 pl protilatky. Smés byla protfepana a k suspenzi bylo pfidano 100 pl roztoku
EDC/sulfo-NHS (10 mg EDC a 15 mg sulfo-NHS bylo rozpusténo v 1 ml studené deoinizované vody).
Smés byla tfepana (480 rpm) 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Pro ukonceni probihajici reakce bylo do
smési pfidano 50 pul 10 mM roztoku hydroxylaminu a smés byla dalSich 15 minut tfepana za
laboratorni teploty. Magnetické astice byly z reakéni smési separovény a promyty 4 x 200 pl pufru D
(tfepano 10 minut pfi laboratorni teploté a separovano v magnetickém poli) a nasledné skladovany v
pufru A s 0,02 %-nim azidem sodnym pfi teploté 4 °C.

4.3.3 Zakotveni protilatky na magnetické ¢astice funkcionalizované chitosanem

K 1 mg ¢astic promytych pufrem A byl ptfidan 1ml 5 (w) %-niho roztoku glutaraldehydu. Vznikla
suspenze byla tfepana 6 hodin pfi laboratorni teploté. K separovanym a promytym casticim (2 x
200 pl pufru A) bylo pridano 50 pl protilatky. Vznikla suspenze byla umisténa na tfepacku na dobu 20
hodin pfi laboratorni teploté (tfepano pfi 480 rpm). Imunomagnetické ¢astice byly promyty 4 x 200 pl
pufru D (tfepano 10 minut pfi laboratorni teploté a nasledné separovano v magnetickém stojanku).
Céastice byly skladovany v pufru A s 0,02 %-nim azidem sodnym.

4.4 Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu

KVV byl ziskavan prostfednictvim kondenzatoru vydechovaného vzduchu EcoScreen (Jaeger,
Némecko) na Klinice nemoci z povolani VFN a 1. LF UK. Bezprostifedné po odbéru vzorku bylo do 1 ml
KVV ptidano 250 pg LTC,-ds, 250 pg LTE,-d; a vzorek byl zmraZen pfi teploté -80 °C.

4.5 Stanoveni a-amylasy v kondenzatu vydechovaného vzduchu

Enzymatickd reakce a-amylasy obsazené v KVV byla provadéna pfti teploté 37 °C smichanim
KVV a 1 %-niho $krobu v poméru 1:2. Po 40 minutach byla pfidana 3,5-dinitrosalicylova kyselina a
smés byla zahfata na teplotu 90 C (5 minut), kdy doSlo k denaturaci a-amylasy a redukci 3,5-
dinitrosalycilové kyseliny pfitomnymi redukujicimi cukry. Koncentrace vzniklého produktu reakce
byla stanovena mérenim absorbance pfi vinové délce A = 530 nm.
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4.6 Stanoveni koncentrace biomarkeri v KVV

4.6.1 Extrakce polymernimi cockami

V prvnim kroku byly cocky promyty pufrem A. Po ptidani 0,1g cocek do 1ml KVV
obohaceného vnitinimi standardy byla suspenze 60 minut tfepdna na tfepacce pfi 560 rpm. Po
uplynuti 60 minut byla odpipetovana metrice KVV. Co&ky s navazanymi biomarkery byly promyty
vodou. Komplex antigen-protilatka byl nasledné rozvolnén pfidanim 0,5 ml 0,1M roztoku glycinu.
Roztok glycinu s uvolnénymi antigeny byl separovan a nasledné analyzovan uzitim LC-ESI-MS/MS
analyzy. Co¢ky byly promyty vodou a pFipraveny k op&tovnému pouZiti.

4.6.2 Extrakce imunomagnetickymi ¢asticemi

Extrakce markerl z KVV byla pro vsechny tfi typy magnetickych ¢astic se zakotvenou
protilatkou realizovdana stejnym postupem. Pred pridanim magnetickych ¢astic do 1ml KVV
obohaceného vnitfnimi standardy byly ¢&astice promyty 2 x 200 upl pufru (pro promyti &astic
aktivovanych tosylem byl pouzit pufr B, pro ostatni castice pufr A). Suspenze imunomagnetickych
Castic v KVV byla tfepana pfi 480 rpm. Po uplynuti 15 minut byla suspenze umisténa do
magnetického pole a byl odpipetovan supernatant. Magnetické castice s navazanymi biomarkery
byly promyty pfislusnymi pufry (4 x 200 ul pufru, pouZiti pufru A, nebo B podle typu castic - viz
promyvani ¢astic). Komplex protildtka-antigen byl rozvinén pfidanim 50 ul 100 mM roztokem glicynu
ve vodé. Roztok glycinu s antigeny byl separovan a podroben LC-ESI-MS/MS analyze. Zregenerované
imunomagnetické ¢astice byly promyty 3 x 200 ul pufrem B (Castice aktivované tosylem) nebo
pufrem A (ostatni ¢astice) a pfipraveny k opétovnému poutZiti.

4.6.3 LC-ESI-MS/MS analyza

LC-ESI-MS byla realizovdna v systému vybaveném dvéma vysokotlakymi pumpami Varian
ProStar 210 (Varian, USA), autosamplerem Varian 410 (Varian, USA). Chromatografické déleni vzorku
(nastfikované mnoiZstvi 20 pl) bylo realizovdano na koloné Hypercarb Thermo (Thermo, USA)
100 x 2,1 mm x 5 um s pouZitim mobilni faze o sloZzeni voda s pH upravenym amoniakem na hodnotu
10,5 a methanol s acetonitrilem v poméru 60:40 s pfidanym amoniakem (0,1 %). Pratok mobilni faze
byl 150 pl/min. Chromatografickd kolona byla temperovédna na teplotu 30°C. Na kolonu bylo
nastfikovano 20 ul vzorku. Pfistroj byl vybaven trojitym kvadrupélovym analyzatorem Varian 1200L
(Varian, USA). Pfi méreni bylo pouZito negativni elektrosprejové ionizace (ESI') v SRM médu. Reakce
kolizné-indukované disociace argonem pro jednotlivé analyty jsou zachyceny v tabulce 3. Podminky
na hmotnostnim spektrometru byly nasledujici: napéti na kapilafe -70 V, tlak kolizniho plynu argonu
0,2 Pa, napéti na jehle -4500 V, teplota susiciho plynu 300 °C (dusik, 117 kPa) a teplota zamlZovaciho
plynu 50 °C (vzduch, 345 kPa). Data byla mérena a zpracovavana vyuzitim softwaru Varian MS
Workstation verze 6.52 (Varian, USA).
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Tabulka 3: Kolizné disocia¢ni reakce analytt pro SRM méd MS

SRM reakce Kolizni energie
Analyt
(m/z > m/z) (ev)
LTC, 624 - 271 27
LTC, - ds 629 - 254 27
LTD, 495 - 176 21
LTE, 438 - 333 19
LTE,-d3 441 - 336 19

4.6.4 Validace metody

Vyvinuté extrakéni metody byly charakterizovany nasledujicimi validaénimi parametry: limit
detekce — LOD, limit kvantifikace — LOQ, presnost, spravnost a vytéznost.

Limit detekce odpovida nejmensi koncentraci analytu ve vzorku, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. U separacnich metod se pouzivd k vypoctu meze
detekce velikost hodnoty signalu slepého pokusu. Opakovanou analyzou blanku (n =10) byly urceny
pramérné hodnoty a smérodatné odchylky slepého pokusu. Limit detekce byl pak spocitan jako
primérna hodnota slepého pokusu zvétSeného o trojnasobek smérodatné odchylky.

Limit kvantifikace predstavuje nejmensi mnoZstvi analytu ve vzorku, které miZe byt
stanoveno s pfedem zadanou nejistotou. LOQ byl uréen jako priimérna hodnota slepého pokusu, ke
které byl pfi¢ten desetinasobek smérodatné odchylky slepého pokusu.

Pfesnost metody je definovana jako tésnost shody ziskané koncentrace se skutecnou
hodnotou. Jednd se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou,
ktera se vyjadfuje relativni smérodatnou odchylkou RSD (relative standard deviation), jez se pocita
podle vztahu RSD = s,/ X '100 (%), kde s, predstavuje smérodatnou odchylku a Xje primér dané
stanovené koncentrace.

Spravnost metody vyjadfuje odchylku vysledku od referencni hodnoty a udava se pomoci
relativni chyby RE (relative error). Relativni chyba byla pocitana vzorcem RE = (X — ) /u100 (%), 1
predstavuje skuteéné pfidané mnoistvi a X je primér dané stanovené koncentrace.

VytéZnost uddva pomeér koncentrace analytu ziskaného danou analytickou metodou k pfijaté
referencni hodnoté (k znamému pridanému mnozstvi analytu).

4.7 Klinicka studie

Klinicka studie se zabyvala sledovanim hladin biomarkert v KVV u jedincli s onemocnénim
Asthma bronchiale. Studie se skladala ze tfi skupin pacientl obsahujici — (1) 114 jedincl s diagnézou
asthma bronchiale (vék 42 + 8), u kterych nebyla zahajena farmakoterapie, (2) 65 jedinct (vék 44 + 6)
s danou diagndzou, u kterych byla provadéna farmakoterapie a (3) kontrolni skupinu 96 zdravych
jedincl (vék 38 7).

U studie zabyvajici se bronchidlnim astmatem byl monitorovan u 10 dobrovolnik( (vék 37 + 5)
prabéh hladin cys LTs béhem bronchoprovokaéniho testu. Bronchoprovokacni test byl uskutec¢riovan
podanim latky histamin. KVV byl odebiran pred histaminovym testem a nasledné v ¢asovém intervalu
15, 30, 60, 90 a 120 minut po podani histaminu.
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5 Vysledky a diskuze

Analyza biomarker( obsaZzenych v KVV je pomérné novou, rychle se rozvijejici oblasti v oboru
lékarské diagnostiky. Diagnostika zaloZena na stanoveni markerl bronchidlniho astmatu vsak neni
trividlni zdlezitosti, coz dokazuje absence standardizovanych metod pro jejich stanoveni, prestoze
metod pro kvalitativni i kvantitativni analyzu prokazujicich moznost diferencialnich diagnostik téchto
metod byla v literatufe publikovana celd rada [14]. Ddvodem chybéjici standardizované metody je
predevsim nerespektovani nizké stability marker( za laboratornich podminek, pfitomnost enzymu
zodpovédnych za jejich odbouravani v matrici KVV a chemické zmény odehravajici se v pribéhu
zpracovani vzorku.

Vyvinuta metoda pro stanoveni hladin sledovanych biomarkert v KVV probihala podle schématu
zachyceného na obrdzku 11 a snaZila se respektovat veskera vysSe uvedena omezeni.

Odbér KVV

'

Stanoveni kontaminace
slinami

Piadavek vnitinich
standardd

/ .

Separace LTs .
. T Separace LTs pomoci
imunomagnetickymi ] o
N : polymernich pecicek
nanocésticemi

. ~

HPLC-ESI-MS/MS
analyzy

'

Kuvalitativni a kvantitativni
stanoveni biomarkert

|

Diagnoza

Obrazek 11: Schéma metody stanovovani biomarker( v KVV
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5.1 Stabilita leukotrient

Cys LTs nelze oznacit jako stabilni latky, byla u nich prokdzdna v pfitomnosti pfislusnych
enzymU i vzdjemna pfeména (obrdzek 7). Primarni snahou pfi vyvoji metody pro stanovovani téchto
latek v KVV bylo postihnout jejich chovani v uvedené biologické matrici a nalézt postup pfipravy
vzorku vhodného pro MS analyzu umozZiujici zachytit koncentraci analytli bezprostfedné po odebrani
vzorku.

KVV bezprostiedné po odbéru vykazuje hodnotu pH v rozmezi 7,2 - 7,7. Hodnota pH KVV se
vSak v kratkém casovém intervalu snizuje (pH = 6,0 — 6,5), coZz mlze byt jednou z pFicin zmén, které
se v uvedené matrici odehravaji po jejim odebrani. Snizovani pH je ziejmé dlsledek absorpce CO, ze
vzduchu [15], pro coZ svédci i fakt, Zze pfi uchovani KVV pod inertni atmosférou (argon) nebyla
pozorovana zména pH. Vliv svétla na stabilitu leukotrien( zatim nebyl prokazan. Parametrem, ktery
vyznamné ovliviiuje obsah téchto biomarkerd, je urcité teplota.

Bylo prokazano, Ze za laboratorni teploty se obsah cys LTs velice rychle méni a to v disledku
jejich vzajemné premény a omezené teplotni stability (obrdzku 12). V matrici KVV byla vedle rozpadu
jednotlivych latek sledovana i jejich vzajemna pfeména v fadé LTC, - LTD, - LTE, katalyzovana
enzymy pritomnymi v KVV, ktera zptsobuje kratkodoby narlst koncentrace LTD, a LTE, ve vzorku.
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Obrazek 12: Stabilita LTC, (<), LTD, (O) a LTE, ((J) v matrici KVV a v mobilni fazi (acetonitril:voda =70:30;
pH =11) pfi laboratorni teploté

Dale bylo zjisténo, Ze pfi teploté -80 °C je moiné uchovavat KVV beze zmény obsahu
sledovanych latek po dobu 3 mésicl (rovnéz teplota -20 °C se jevila jako vyhovuijici), teplota 4 °C
k uskladnéni KVV nebyla dostate¢nd, dochazelo sice ke zpomaleni procesu vzajemné premény a
odbourdvani, ale presto degradace sledovanych biomarkerd v obou experimentalné sledovanych
matricich se pohybovala v horizontu hodin, cozZ neni pfilis vyhovujici pro hodnotné uchovavani KVV.
Zlomovou teplotou pro stabilitu latek se jevi teplota 0°C, kdy dochazi ke zméné skupenstvi matrice.
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Pfi kazdém rozmrazeni ¢i zmrazeni dochazi ke snizeni mnozstvi cysteinylovanych leukotrienl o 8-9 %
z jejich pGvodniho mnozstvi v KVV (obrdzek 13).
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Obrazek 13: Stabilita cys LTs pfi opakovaném cyklu rozmrazeni - zmrazeni vzorku KVV

5.2 Odbér Kvv

Odbér KVV byl provadén na Klinice nemoci z povolani 1. LF UK a VFN vybavené zatizenim pro
jeho odbér Vzhledem k citlivosti biomarker( k celé fadé faktor( je idedlni ihned po odbéru provést
oznaceni vzorku isotopicky znacdenym vnitfnim standardem. Princip standardizace izotopicky
znaenym analogem spociva v zcela identickém fyzikdlnim, chemickém a biologickém chovani
zndmého mnoiZstvi standardu, ktery pfi hmotnostné-spektrometrické analyze vykazuje v dlisledku
nahrazeni vodiku deuteriem odliSné chovani v detektoru umoznujici velice presné provedeni
kvantifikace a zaroveri monitorovani zmén ve sloZeni vzorku, k nimz doslo v priibéhu jeho zpracovani.

5.3 Stanoveni kontaminace kondenzdtu vydechovaného vzduchu slinami

Po odbéru vzorku KVV se provadél test na kontaminaci slinami, ke které by mohlo dojit
v dUsledku Spatné provedeného odbéru. Stanoveni se provadi ztoho dlvodu, Ze ve slindch se
vyskytuje vyznamné mnoiZstvi sledovanych biomarker(, takZze kontaminace slinami by znacné
ovlivnila budouci diagndzu.

Zjisténi kontaminace je mozné provést prostfednictvim stanoveni aktivity enzymu a-amylazy,
ktera se detekuje na zdkladé koncentrace uvolnéného redukujiciho cukru z rozS§tépeného Skrobu.
Redukujici cukr pti zahrati redukuje pridanou 3,5-dinitrosalicylovou kyselinu na 3-amino-5-
nitrosalicylovou kyselinu. Koncentrace vzniklé 3-amino-5-nitrosalicylové kyseliny se stanovuje na
zakladé absorbance pfti vinové délce A = 530 nm. Pro vsechny vzorky klinické studie byla stanovena
aktivita a-amylasy v KVV pod 0,1 % vzhledem k jeji aktivité ve slinach. Pokud by tato aktivita byla
vy$si, matrice by byla znehodnocena a dale nezkoumana.

25



5.4 Extrakce leukotrient z KVV

Vzhledem k velmi nizké koncentraci biomarkert v komplexni matrici KVV je vhodné sledované
latky pred samotnou LC-ESI-MS/MS analyzou separovat a provést jejich zakoncentrovani. Za timto
ucelem byla testovdana imunoseparace magnetickymi casticemi a pomoci polymernich cocek
(mezikrok k pripravé diagnostického prouzku).

5.4.1 Extrakce imunomagnetickymi casticemi

Magnetické ¢astice aktivované tosylovymi skupinami umoznovaly navazani protilatky pomoci
aminoskupiny (schéma reakce obrdzek 14).

Obrazek 14
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Princip navazani protilatky na magnetické castice aktivované tosylovymi skupinami
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U magnetickych ¢astic s povrchem aktivovanym p-anilinem se pfislusné zakotveni protilatky
karboxylovou skupinou provadélo pomoci reakcnich Cinidel EDC a sulfo-NHS (princip zakotveni na

obrdzku 15).

Obrazek 15

Zakotveni protilatky na nosi¢ obsahujici aminoskupinu. Kotveni protilatky se provadi pomoci
karboxylové skupiny protilatky na nosi¢ aktivovany NH, skupinou s vyuZitim ¢inidla EDC (N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid  hydrochlorid). Vznikly  reaktivni  esterovy
meziprodukt podléha ve vodném prostiedi hydrolyze. Pro vétSi mnozstvi zakotvenych
protilatek na povrchu nosice se do reakéni smési pridavd sulfo-NHS (N-hodroxy-
sulfosukcinimid).

Posledni typ magnetickych c¢astic mél k dispozici povrch modifikovany chitosanem.
Imobilizace protilatky probihala s vyuZitim cross-linkeru glutaraldehydu, ktery vytvoril most mezi
dvéma aminoskupinami (obrdzek 16).
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Obrazek 16 Princip navazani protilatky na magnetické c¢astice modifikované chitosanem s vyuzit cross-
linkeru glutaraldehydu

Doby jednotlivych reakci imobilizace protildtky na povrchu magnetickych ¢astic byly
optimalizovdny z hlediska maximdlniho mnoZstvi navdzané protilatky. Pokryti magnetickych ¢&astic
bylo sledovdno pomoci vhodnych charakterizacnich metod — napf. wvyuZitim skenovaciho
elektronového mikroskopu (obrdzek 17).

Obrazek 17 Porovnani magnetickych castic pfed navazanim (vlevo) a po navazani protilatky na povrch
magnetickych castic (vpravo)

Pfipravené magnetické castice s navdzanou protildtkou byly ndsledné vloZeny do KVV jako
agens pro imunoseparaci. Experimentalné bylo ovéfeno, Ze reakce mezi biomarkery a protilatkou
probiha témér okamzité a s rovnovahou posunutou vyrazné na stranu komplexu antigen-protilatka
(doba imunoseparace 15 minut). Po navazani biomarker( byla separace provedena v magnetickém
poli. Nasledné byla magneticka castice prevedena do 0,1 M roztoku glycinu, kde doslo k témér
okamZitému rozvolnéni komplexu. Pro jednotlivé magnetické Castice byla stanovend vazebna
kapacita antigenu (obrdzek 18).

Po umisténi suspenze do magnetického pole dojde kseparaci magnetickych castic
s navazanou protilatkou, jeZ jsou pro promyti odpovidajicimi pufry pfipraveny k opakovanému pouziti
(Castice aktivované tosylovymi skupinami promyty pufrem B, ostatni imunodastice pufrem A), a
glycinového roztoku cysteinylovanych leukotrienl, které jsou predloZzeny k hmotnostné-
spektrometrické analyze (obrdzek 19). Experimentalné bylo ovéfeno opakované poufziti ¢astic bez
vyrazné ztraty sorpcni kapacity pfipravené imunocastice.

27



800

Detekované
mn oZstvi
cys LTs[ng]
600
400
200
0 1 A 1 1 A
0 500 1000 1500 2000 2500
Piidané mnoZstvi cys LTs [ng]
Obrazek 18 Stanoveni vazebné kapacity magnetickych castic aktivovanych tosylem

Obrazek 19 Princip imunomagnetické separace. Po vloZeni imunomagnetické castice do KVV (A) dojde
k reakci prislusného antigenu s protilatkou (B) a vytvoreny komplex se z matrice KVV separuje
ve vnéjsSim magnetickém poli (C). Rozvolnénim komplexu antigen-protilatka vhodnym
rozpoustédlem se ziskd roztok s antigenem k HPLC-ESI-MS/MS analyze a regenerovana
imunocastice (D). Promyta imunocastice se pouzije k dalsi separaci antigenu.

5.4.2 Extrakce polymernimi cockami

Imunoafinitni separace byla realizovédna pfidavkem cocek (100 pug pro cys LTs) do 1 ml KVV
(vazebna kapacita cocek byla stanovena na 1 ng cys LTs na 100 mg sorbentu). Veskeré parametry
imunoextrakce s pouzitim cocek pro cys LTS byly optimalizovany vzhledem k ziskdani maximalni
vytéZnosti separace.

Typicky prabéh imunoextrakce je zndzornén na obrdzku 20, kde je zachycena zavislost doby
imunoextrakce na separovaném mnoistvi. Zgrafu je ziejmé, Ze s prodluZujicim se casem
imunoextrakce dochazi k narlistu separovaného mnozstvi cys LTs z KVV, nicméné naproti tomu




dochazi k rozkladu latek v ddsledku negativniho vlivu teploty (25 °C) na jejich stabilitu. Po dosazeni
maxima separovaného mnozstvi v 60. minuté zacina prevaZzovat proces degradace.
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Obrazek 20 Stanoveni optimalni doby imunoextrakce pro cysteinylované leukotrieny pomoci

imunoafinitnich ¢ocek

Po separaci imunoafinitniho ¢ocek centrifugaci (500 rpm) a po oddéleni supernatantu, byly
¢ocky promyty vodou z dlivodu separace zbylych nenavazanych latek z KVV. Vznikla vazba antigen —
protilatka byla rozvolnéna glycinem (optimalizované mnoZstvi pridaného glycinu cinilo 0,5ml na
100mg cocek), ktery nedenaturoval bilkovinou protildtku a umozZnil regeneraci protilatek
imobilizovanych v ¢ockach. Ziskany vzorek cys LTs byl analyzovan pomoci systému LC-ESI-MS/MS.
Uvedenym postupem bylo moZné separovat >85 % v klinickém vzorku pfitomnych cys LTs. Podil
nespecifickych reakci s imunoafinitnim sorbetem byl zanedbatelny. Experimentalné bylo ovéreno
pouziti regenerovanych imunoafinitnich cocek v 10-ti po sobé ndasledujicich cyklech bez vyrazné
méritelné ztraty sorpcni kapacity.

5.5 HPLC/MS

Kapalinovd chromatografie pro separaci leukotrienli byla realizovana na koloné Hypercarb
s pouzitim mobilni faze acetonitril:voda = 70:30 s pH 11. Slouzila 1)k oddéleni latek od cela analyzy
(aby v disledku pripadné koeluce soli a endogennich slozek matrice nedochazelo k potlaceni signdlu
hmotnostniho detektoru) a 2) k separaci jednotlivych leukotriend. U LTC, je retenéni ¢as (tj. ¢as, za
ktery dana latka propluje kolonou) R; = 1,4 min, u LTD, je R; = 1,8 min, u LTE, je R; = 2,0 min a LTB,
je Ry = 2,8 min, mrtvy cas kolony t, = 0,8 min.

Podminky chromatografické analyzy byly optimalizovany na pritok mobilni faze 150 ul/min a
pH = 11. Pro Upravu mobilni faze na pfislusnou hodnotu pH bylo pouZito triethylaminu, amoniaku a
kyseliny octové.

Hmotnostné-spektrometrickd detekce byla realizovdna negativni elektrosprejovou ionoizaci
(ESI) ve vysoce selektivnim SRM mddu. Na kvadrupdlu Q1 byl izolovany deprotonovany molekularni
iont [M-H] pfislusného analytu, ktery byl pouzZit jako prekursor pro naslednou kolizné-indikovanou
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disociaci v kolizni cele kvadrupélli Q2, kde dochdazelo k selektivnimu rozpadu molekuly za vzniku
dcefiného spektra, ze kterého byl na tfetim kvadrupélu Q3 izolovan specificky dcefiny ion s nejvyssi
Cetnosti (obrdzek 21). Kolizni energie a dalsi parametry hmotnostniho spektrometru byly

optimalizovany z hlediska ziskani maximalni vytéZnosti vyvinuté metody.
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Obrazek 21 Chromatogramy a MS/MS spektra cysteinylovanych leukotrienti

5.6 Validace metody

Pro vyvinuté analytické metody kombinujici extrakéni metodu (imunomagnetické castice,
anebo polymerni ¢ocky) s HPLC-ESI-MS/MS detekci byla stanovena spravnost, pfesnost, vytéznost a

limity detekce a kvantifikace (tabulka 4).
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Tabulka 4: Hodnoty validace pro metody kombinujici extrakéni metodu s HPLC-ESI-MS/MS detekci (n=5)

LOD LOQ Pfesnost Spravnost Vytéinost
Analyt
[pg/ml KVV] [pg/ml KVV] RSD [%] RE [%] [%]

Imunomagnetické ¢astice

LTCA 3 11 10,1 10,4 89,7
LTD4 2 7 9,2 8,5 91,5
LTE4 2 6 8,7 8,2 91,8

Polymerni ¢ocky

LTC4 3 12 11,9 15,5 85,7
LTD4 2 7 10,6 10,4 86,9
LTE4 2 7 9,2 9,8 89,6

5.7 Klinicka studie

Na zacatku studie byla zkoumdna produkce biomarkerd v pridbéhu denniho biorytmu. U
skupiny 10 dobrovolnikd (vék 18 + 2, nekufraci, zdravi jedinci) byly odebrany Ctyfi vzorky KVV vzdy
v pribéhu jednoho dne (v 6, 12, 18 a 24 hodin). U vSech subjektl byl prokazan zcela shodny trend ve
vyvoji koncentraci biomarker(, které se v pribéhu dne zvySovaly a na svou plvodni koncentracni
hladinu se vracely az v dobé spanku. V pribéhu dne (18 — 20 hodin bez spanku) se suma cys LTs
zvysila v priiméru o 25,4+ 3,4 %. U vsSech dobrovolnikd byla prokazana shoda v korelaci hladiny
biomarker v KVV a ¢asu odbéru dechového kondenzatu. Pro dalsi studie bylo nutné respektovat
tuto skute€nost a v dalSich klinickych studiich byly vzorky odebirdny vidy mezi 8. a 12. hodinou, kdy
predpokladany vzrist hladiny sumy cys LTs byl do 6,6 + 1,1 %.

Klinicka studie, jejimzZ cilem bylo ovéfit moznost diferencialni diagnostiky Asthma bronchiale,
byla provadéna u 114 osob (vék 42 + 8) s diagndzou Asthma bronchiale, u 65 osob s farmakoterapii
(vék 44 £ 6), a kontrolni skupinou reprezentujici 96 zdravych jedincd (vék 38 +7). Vysledky byly
statisticky zpracovany. Mezi skupinou kontrolni, skupinou s danou diagndzou a skupinou s diagnézou
Asthma bronchiale podrobenych farmakoterapii byly prokdzany vyznamné rozdily hodnot
koncentraci u leukotrienll C, (kontrolni skupina: 57,4 + 8,6 pg/ml KVV, diagndza Asthma bronchiale:
80,1 +6,2 pg/ml KVV, diagndza Asthma bronchiale, farmakoterapie: 67,8 + 6,5pg/ml) a leukotrienu
Es, (kontrolni skupina: 25,3 +5,1 pg/ml KVV, diagnéza Asthma bronchiale: 35,7 + 4,8 pg/ml KVV,
diagndza Asthma bronchiale, farmakoterapie: 27,5 * 4,3 pg/ml KVV) Je tedy patrné, Ze hladina LTE, u
skupiny pacientll s diagnostikovanym astmatem a zahdjenou terapii byla statisticky nevyznamna od
skupiny zdravych jedincl. Vyznam leukotrienu D, pro diferencialni diagnostiku Asthma bronchiale
nebyl zcela potvrzen, ackoliv i v pfipadé tohoto biomarkeru byl zaznamenan rozdil v jeho priimérné
hodnoté, ktera se lisila u pozitivné diagnostikovanych subjekt( (19,9 + 4,3 pg/ml KVV) od zdravych
jedincG (13,8+5,2 pg/ml KVV), nicméné rozdil v konfiden¢nich intervalech byl statisticky
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nevyznamny, hladina u lidi po farmakoterapii (13,5 +4,6 pg/ml KVV) se shodovala s hladinou
zdravych jedincu.

Rozdil v koncentracnich hladinach je vyrazny u sumarnich hodnot cys LTs, kde pro kontrolni
skupinu byly ziskany hodnoty 77,8 £ 13,8 pg/ml KVV, pro astmatiky 133,2 + 20,1pg/ml KVV a pro
astmatiky uZivajici farmakoterapii 101,2 £ 10,9 pg/ml KVV (obrdzek 22).
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Obrazek 22 Diferencidlni diagnostika Asthma bronchiale

Vyvinuta diagnostickd metoda byla pouzita rovnéz v klinickém experimentu, jehoz cilem bylo
ovérit moznost monitorovani prliibéhu alergického onemocnéni, pfipadné terapeutického postupu. U
skupiny deseti dobrovolnik(i (vék 37 + 5) byl proveden bronchoprovokacni test podanim histaminu.
KVV byl odebran pred histaminovym testem a nasledné v téchto ¢asovych intervalech: 15, 30, 60, 120
a 180 minut. Vysledek testu je zachycen na obrdzku 23, ze kterého je zfejmé, Ze organismus na
histamin reagoval zvySenou produkci cys LTs, jejichZ hladina se po dosaZzeni maxima své koncentrace
vracela na svou plvodni hodnotu. Z uvedeného testu vyplyva, Zze uvedenad metoda v sobé zahrnuje i
potencidlni moznost sledovani Géinnosti terapeutickych postup(.
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Ioncenirace
XcysLTs,
pem KVV

Cas,h

Obrazek 23 Prabéh bronchprovokacniho testu
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6 Zavér

Predklddand prace je orientovdna do oblasti personalizované mediciny a zabyva se vyvojem
metodiky stanoveni markerli Asthma bronchiale. V ramci experimentalni ¢innosti byla vyvinuta
metoda pro detekci a kvantifikaci cysteinylovanych leukotriend (LTC,, LTD,, LTEs) v kondenzatu
vydechovaného vzduchu. Stanoveni jejich koncentracnich hladin v matrici KVV umoZznuje neinvazivné
monitorovat déje odehravajici se bezprostfedné v plicich a dychacich cestach nezavisle na procesech
probihajicich v celém organismu, jak je tomu pfi stanoveni téchto latek v krevni plazmé nebo moci.
Ackoliv v neddvné dobé byla vyvinuta fada metod pro jejich stanoveni vKVV a byla prokazana
moznost diferencidlni diagnostiky Asthma bronchiale, neexistuje do soucasnosti standardizovany
postup pro stanoveni jejich koncentracnich hladin a vysledky z rliznych pracovist vykazuji znacnou
nesourodost.

Prace si kladla za cil identifikovat mozné zdroje uvedenych inkonsistenci a respektovat je pfi
vyvoji metody stanoveni a navrhu metodiky méreni od odbéru vzorku az po ziskani validnich dat
v podobé koncentraci jednotlivych biomarkerl v uvedené matrici a jejich korelaci s fyziologickymi, Ci
patologickymi procesy odehravajicimi se v plicich, pripadné dychacich cestdch. Princip vyvinuté
metody spocivd na kombinaci vhodné extrakcni techniky — imunomagnetické nanocastice a vysoce
selektivni a presné detekéni metody hmotnostni spektrometrie.

Mezi mozné zdroje chyb pfi analyze zminénych biomarker( lze zaradit velice rychly rozpad
sledovanych biomarker(l pfi laboratorni teploté v mobilni fazi a i v samotném kondenzatu
vydechovaného vzduchu, kde je jejich rozpad urychlen pritomnymi enzymy zodpovédnymi za jejich
eliminaci a za jejich vzajemnou pfeménu v fadé LTC,~> LTD, - LTE,. Sledované latky jsou citlivé i k
opakovanym cyklim rozmrazovani a zmrazovani vzorku. Pro monitorovani téchto pficin ubytku
biomarkert byla pouZita metoda “stable-isotope-dilution assay” zalozena na ptidani vnitfnich
standardl, kterymi jsou deuterované analogy sledovanych biomarkerld. Tato metoda vyuziva
identické fyzikadlni, chemické a biologické chovani zndmého mnoiZstvi standardu, ktery pfi
hmotnostné-spektrometrické analyze vykazuje v dUsledku nahrazeni vodiku deuteriem odlisné
chovani v detektoru umoznujici velice pfesné provedeni kvantifikace a zarovert monitorovani zmén
ve slozeni vzorku, k nimz doslo v pribéhu jeho zpracovani. Jedna z hlavnich pficin ziskani faleSné
pozitivnich vysledk( mdzZe vzniknout jiz pfi samotném odbéru KVV, a to kontaminaci slinami, nebot
se v nich dané Ilatky vyskytuji ve vysokych koncentracich. Pro detekci kontaminovanych vzorkd byla
vyvinuta metoda, jeZ vyuZziva sledovani aktivity slinné a-amylasy.

Béhem prace zamérené na pfipravu diagnostického prouzku byla provadéni imobilizace
protilatek do poérovitych polymernich nosi¢li. Pfi hledani vhodného polymeru kompatibilniho
s protilatkou (PVA — polyvinylalkohol) byly pfipraveny polymerni ¢ocky, kde velké pozornosti bylo
vénovano krokiim, které mohou zpUsobit denaturaci protilatky (teplota potifebna k polymeraci
monomer(, pH). DlleZitym parametr pro polymerni ¢ocky a nasledné samotny diagnosticky prouzek
je velikost pérd. Pokud jsou poéry prilis uzké, probiha difuze antigenu k protilatce velice dlouhou
dobu, naopak pfi pouziti Sirokych pérQ dochazi k difuzi protilatky do vnéjsiho prostredi a tim snizeni
vazebné kapacity ¢ocky (prouzku). K stanoveni kapacity vaznosti antigenu ¢ocek bylo pouzito LC-MS
metody.

Vyvinuté metody pro detekci biomarker( v KVV byly testovany na sérii klinickych vzork(, kde
byla prokdzana mozZnost pouziti této metody v klinické praxi. Tuto metodu Ize charakterizovat jako
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zcela neinvazivni pro diagnostiku Asthma bronchiale a je mozné ji pouZit i k sledovani ucinnosti
farmakoterapie.

Pro uvedeni metody detekce biomarkerd do klinické praxe byl vytvoren biocip, ktery se sklada z
magnetické nanocastice, na jeji povrch je imobilizovana pfislusna protilatka umoziujici vychytani
daného antigenu. Tato imunocastice se vyznacuje rychlou separaci biomarker a snadnou manipulaci
pfinasejici moZnost automatizace celého analytického procesu. Pro orientacni stanoveni biomarker(
pacientem z moc¢i pomoci diagnostického prouzku, byl zvolen vhodny polymerni nosic, ze kterého
byly pfipraveny a otestovany polymerni ¢ocky.
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