Chem. Listy 106, 183—-188 (2012)

PRIPRAVA POLYMERNICH
IMUNOCASTIC PRO SEPARACI
BIOMARKERU OXIDACNIHO STRESU
Z TELNICH TEKUTIN

ANNAMARIE NEMETHOVA™*, KAMILA
SYSLOVA®, DANIELA PELCLOVA® a PETR
KACER"

“ Ustav organické technologie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6 —
Dejvice, b Klinika nemoct z povolani, 1. lékarska fakulta,
Universita Karlova, Na Bojisti 1, 120 00 Praha 2
Petr.Kacer@yvscht.cz

Doslo 18.7.11, ptijato 12.1.12.

Klicova slova: polymerni imunocastice, oxidacni stres,
8-iso Prostaglandin F,,, LC-ESI-MS

Uvod

Pro uspéSnou lécbu pacienta je nutnd spravna a vcas-
na diagnoza onemocnéni. O uspésnosti terapie rozhoduje
chod pacienta k oSetfujicimu 1¢kafti a poté stanoveni rychlé
a spravné diagnozy. VySetfeni a naslednd 1écba se dnes
fidi zobecnénymi postupy ajen velice malo se pfihlizi
k individualnimu stavu organismu jedince a jeho specific-
kym vlastnostem (vek, pohlavi, vyska, vaha, strava, zivot-
mit i fatalni nasledky. Nedostatky téchto postupti pti vyset-
feni a nasledné samotné terapii se snazi fesit tzv. persona-
lizovana medicina.

Personalizovand medicina vyuzivd genomickych
a molekularnich analyz télnich tekutin (mo¢, plasma, kon-
denzat vydechovaného vzduchu, mozkomisni mok)
a tkani'. Pro jeji $ir$i rozsifeni do rutinni 1ékaiské praxe je
potieba vyhledat specifické latky charakteristické pro kon-
krétni onemocnéni tzv. ,biomarkery*? a vytvofit vhodnou
standardizovanou analytickou metodu pro jejich detekci
a kvantifikaci. V nedavné dobé byly pro fadu nemoci
vytipovany vhodné biomarkery, vznikajici v pribéhu kon-
krétniho patologického procesu. Jednim z obecnych me-
chanismu tvorby biomarkertl je dé€j, oznacovany jako oxi-
dacni stres. Jednd se o disledek nezaddoucich oxida¢nich
procesi v buiice vyvolanych reaktivnimi kyslikovymi ¢és-
ticemi (ROS). Ty vznikaji riznymi nefizenymi reakcemi
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molekulového kysliku v aerobnich burikdch a maji tenden-
ci odtrhnout elektron od dalSich molekul, zejména nenasy-
cenych mastnych kyselin, popf. bo¢nich fetézcli aminoky-
selin. Touto reakci se sice ROS muze stabilizovat, ale
z cilové molekuly vznikd opét reaktivni radikal (dochazi
tak k fetézové reakci)’. Jednim z hlavnich biomarkerd
oxidacniho stresu vznikajici plisobenim ROS na nenasyce-
né mastné kyseliny (kyselinu arachidonovou) je 8-iso
Prostaglandin F,,, (8-isoprostan; 8-iso PGF,,). V fad¢ praci
bylo popsano stanoveni 8-iso PGF,, v ruznych t€lnich
tekutinach (krevni plasma, moc, kondenzat vydechované-
ho vzduchu, mozkomisni mok atd.) s vyuzitim analytic-
kych metod, jako je RIA (Radioimmunoassay)’, EIA
(Enzyme Immunoassay)’”, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)'’, piipadné GC-MS'"'? nebo LC-
MSB’M.

Predkladana prace se zabyva pripravou a charakteri-
zaci porovitych polymernich imunocastic vhodnych
k separaci biomarker oxidac¢niho stresu z télnich tekutin
jako mezikroku k ptipravé tzv. diagnostického prouzku,
ktery by se mél stat vhodnou pomiickou pacientl pro
orienta¢ni stanoveni biomarkertt v moci. Principem je pfi-
prava polymernich imunocastic, v jejichZz struktufe jsou
imobilizovany vysoce specifické protilatky proti zvolenym
antigenim (biomarkeriim). Zvolené protilatky, primarni
imunoglobuliny produkované B-lymfocyty, jsou pfiroze-
nou souéasti imunitniho systému’. Jedna se o glykoprotei-
ny, slozené ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézcii spoje-
nych disulfidickymi mustky, pfi¢emz na nich lze formalné
rozli§it dvé podoblasti: variabilni ¢ast a konstantni cast.
Variabilni oblast je zakoncena jedineCnou strukturou ra-
men, do kterych antigen zapada jako kli¢ do zamku'>'.
Konstantni oblast lze modifikovat, aniz by doslo
k ovlivnéni vazebné schopnosti protilatky vici danému
antigenu, a vyuZit ji tak k imobilizaci na rizné nosice'’.
Této skutecnosti bylo vyuzito pfi vyvoji porézniho poly-
merniho materialu, v jehoZ struktufe jsou zakotveny uve-
dené protilatky tak, aby nedoslo ke ztraté jejich biologické
aktivity. V idealnim piipad€ vnitini porézni struktura poly-
meru spliiuje podminky nemoznosti pruchodu protilatky
z polymerniho materialu do biologické matrice a zaroven
snadné difuze biomarkeru k zakotvené protilatce
s minimalnim difuznim omezenim.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Polyvinylalkohol (PVA); PVA 17-99, PVA 40-88,
PVA 20-98, PVA 4-88 (Sigma-Aldrich, USA), poly-

ethylenglykol (PEG); PEG 1000, PEG 1305-1595, PEG
570-630 (Sigma-Aldrich, USA), deionizovana voda

* Annamarie Némethova ziskala s touto praci 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2011 za nejlepsi studentskou védec-

kou praci v oboru analyticka chemie.
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(VSCHT Praha), imunoafinitni sorbent pro 8-iso PGF,,
(IgG proti 8-iso PGF,, zakotveny na Sepharose 4B)
(Cayman Chemical, USA), 8-iso Prostaglandin F,,
(Cayman Chemical, USA), 8-iso Prostaglandin F,,-d,
(Cayman Chemical, USA), dihydrogenfosforecnan sodny
monohydrat (Fluka, Svycarsko), hydrogenfosforenan
sodny dihydrat (Riedel de Haen, Némecko), boratovy pufr
o pH9 (Fluka, Svycarsko), siran sodny (Aldrich, USA),
triethylamin ~ (Aldrich,  USA),  3,5-di-terc-4-butyl-
hydroxytoluen (BHT; Aldrich, USA), acetonitril (pro LC-
MS, Fluka, §vycarsko) a voda (pro LC-MS, Fluka, Svycar-
sko).

Piistroje a pomtcky

LC-ESI-MS

LC-ESI-MS analyzy byly realizovany na systému
vybaveném dvéma vysokotlakymi pumpami Varian
ProStar 210 (Varian, USA), degasérem, autosamplerem
Varian 410 (Varian, USA) a hmotnostnim spektrometrem
s elektrosprejovou ionizaci a trojitym kvadrupdlem Varian
1200L (Varian, USA).

K chromatografické separaci 8-iso PGF,, bylo pouzi-
to mobilni faze o isokratickém slozeni acetonitril:voda
(70:30 v/v) s pH upravenym triethylaminem na hodnotu 11
a kolony se stacionarni fazi tvofenou poréznim grafitovym
uhlikem (Hypercarb Thermo, 2,1 x 100 mm, zrnitost staci-
onarni faze 5 um, Thermo Electron Corporation, USA).
Prittok mobilni faze &inil 150 ul min~'. Chromatograficka
kolona byla temperovana na 30 °C. Na kolonu bylo nastfi-
kovano 20 ul vzorku. Pfi hmotnostné-spektrometrické
analyze bylo vyuZivano negativni elektrosprejové ionizace
(EST) v SRM (Selected Reaction Monitoring) modu
s kolizn¢ indukovanou disociaci (CID). Jako monitorovaci
reakce pro 8-iso PGF,, bylo pouzito 353 - 193 (Q1->Q3)
(energie CID 27,5 eV) a pro 8-iso PGF,,—dy 357 - 197
(Q1->Q3) (energie CID 27,5 eV). Parametry hmotnostniho
spektrometru byly optimalizovany na nasledujici hodnoty:
napéti na kapilafe —70V, tlak kolizniho plynu argonu
0,2 Pa, napéti na sprejovaci jehle —3000 V, teplota suSiciho
plynu 300 °C (dusik tlak 117 kPa), tlak zmlzovaciho plynu
300 kPa (vzduch). Data byla méfena a zpracovavana pro-
gramem Varian MS Workstation verze 6.52 (Varian, USA).

Piiprava polymernich imunocastic

PEG (PEG 1000; 150 mg) byl rozpustén v deionizo-
vané vodé (3,9 ml) a za soucasného zahtivani (95-98 °C)
byl postupné ptimichavan PVA (PVA 17-99; 1 g). Smés
byla zahfivana, dokud nedoSlo k vycefeni roztoku. Po
ochlazeni smési na teplotu 35 °C byl do viskozniho gelu
vnesen imunoafinitni sorbent (0,5 ml). Nasledujicim kro-
kem byla samotna piiprava polymernich ¢astic, ktera spo-
¢ivala v nanaSeni uniformnich kapek ddvkovacim zatize-
nim tak, aby byla zaji$téna jednotna velikost pfipravenych
imunocastic. Imunocastice byly vysuseny na definovanou
hmotnost a promyty fosfatovym pufrem (koncentrace
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0,1 M, pH 7,4). Promytim imunocastic v daném pufru do-
Slo k jejich rebobtnéni. Takto pfipravené polymerni imuno-
Castice byly skladovany ve fosfatovém pufru s pfidavkem
azidu sodného (0,02% w/w). Imunocastice byly pred sa-
motnym pouzitim pro separaci biomarkert z télnich teku-
tin promyty fosfatovym pufrem a nasledné vodou.

Separace biomarkert

Imunoseparace byla realizovana nasledujicim postu-
pem: 250 mg imunocéstic bylo pfidano k 1 ml moci, kde
doslo k vytvoreni komplexu mezi antigenem a protilatkou.
Imunocastice s vytvofenym komplexem byly separovany
z biologické matrice kombinaci centrifugace a dekantace.
Separované imunocastice, obsahujici komplex antigen —
protilatka, byly po promyti vodou vlozeny do 500 pl rozto-
ku glycinu (100 mM), ¢imz doSlo k rozvolnéni komplexu
auvolnéni antigenu (sledovany biomarker) do roztoku,
ktery byl pouzit pro HPLC/MS analyzu. Polymerni imuno-
Castice byly po regeneraci (opakované promyti fosfatovym
pufrem; 3 x 1 ml) znovu pouzity k dal$i separaci bez vy-
razngjsi ztraty vazebné kapacity.

Vysledky a diskuse
Piiprava polymerni imunocastice

Polymerni imunocastice, jako nastroj pro rychlou
a efektivni separaci latky (napf. biomarkeru patologického
procesu) z komplexni biologické matrice (mo¢, plazma,
mozkomisni mok, dechovy kondenzat atd.), byly ptiprave-
ny s cilem vyuziti principu vysoce selektivni a specifické
reakce antigen — protiltka. Podstatou je imobilizace vyso-
komolekularni protilatky proti 8-iso PGF,, (IgG proti 8-iso
PGF,,) do polymerni matrice, aniZ by ztratila svoji biolo-
gickou funkci. KliCovym parametrem je ovSem povrchova
struktura polymerni imunocastice, kterd musi spliovat
nejen pozadavek na nemoznost pruchodu protilatky z jadra
do okolniho prostiedi (biologicka matrice), kde se biomar-
ker vyskytuje, ale rovnéz musi umoznit prichodu antigenu
— biomarkeru (8-iso PGF,,) k protilatce bez vyznamnych
difuznich omezeni. Moznosti, jak snizit naroky na pozada-
vek jemného ladéni parametru velikosti pord v polymerni
struktufe, je vyuzit zvySeni rozdilu ve velikosti obou klico-
vych molekul (antigen vs. protilatka) zakotvenim protilat-
ky na vhodny polymerni nosi¢. Toto bylo realizovano vyu-
zitim protilatky zakotvené na Sepharose 4B (viz obr. 1).

Prvni faze ptipravy imunocastic spoCiva v pfiptraveé
polymerniho roztoku skladajiciho se zPVA, PEG a vody
pii teplote 95-97 °C. V této fazi dochazi k zesitovani
PVA. Po ochlazeni smési na teplotu 35-37 °C jsou piimi-
chany protilatky na Sepharose 4B. Polymerni roztok je pfi
teploté 35-37 °C nanasen na polyethylenové desticky ve
tvaru Cocek. Povrch pfipravenych cocek je vysuSen, aby
nedochéazelo k jejich rozpousténi pfi nasledném kroku —
rebobtnani ve fosfatovém pufru, kdy dochazi k vymyvani
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Imunodastice

Povrch imunoéastice

Obr. 1. Schéma imunodéastice

PEG zpovrchu ¢ocky a vzniku poérovité struktury (viz
obr. 2). Takto pripravené¢ Cocky se pouzivaji k separaci
biomarkeru z komplexni matrice. Polymerni imunocastice,
skladajici se ze zakotvené protilatky na Sepharose 4B imo-
bilizované v polymerni porézni matrici, byly pfipraveny
s cilem optimalizace vSech parametri piipravy, které za-
sadnim zptisobem ovliviiuji vlastnosti imunocastice a tim
nasledné cely separani proces izolace biomarkeru
z komplexni matrice, kterou v tomto piipad¢ byla moc, ale
stejné tak by ji mohla byt i jina biologickd matrice (krevni
plazma, mozkomi$ni mok, kondenzat vydechovaného
vzduchu atd.). Parametry ptfipravy se zasadnim vlivem na
strukturu a vlastnosti polymernich imunocastic, kterym
byla vénovana pozornost, byly : (1) typ PVA a PEG, ve
smyslu jejich molekuldrnich vlastnosti; (2) optimalni po-
mér vychozich surovin (PVA, PEG a voda); (3) mnozstvi
odpatené vody pfi gelaci imunocastic a (4) pouzity roztok
pro rebobtnani imunocastic. Pfi optimalizaci parametrii
byly monitorovany vlastnosti, které by mohly zpilisobit
denaturaci protilatky (napt. pH, pfitomnost soli ad.).
Priméarnim ukolem bylo nalezeni poméru vychozich
latek, pti kterém je mozné pripravit sol, do kterého jsou
pridany protilatky pfi teploté¢ 35-37 °C, kdy nehrozi jejich
teplotni denaturace a zaroven dochdazi k tvorbé stabilniho
gelu. Experimentalné bylo zjisténo, Ze optimalni mnozstvi
vody vzhledem k PVA (za konstantniho mnozstvi PEG)

PEG VODA PVA

—_—
1gG proti 8-iso PGF,,
zakotveny na
Sepharose 4B
t=95-97°C t=35-37°C
A) B)
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IgG  Antigen IgG na Sepharose 4B
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pro pripravu polymerniho gelu lze vyjadfit linearni zavis-
losti: mnozstvi vody = 2,82 x mnozstvi PVA + 2,05. Dana
zavislost mnozstvi vody na mnozstvi PVA pii pfipravé
gelu vymezuje v grafu (viz obr. 3) tfi oblasti: (1) oblast
optimalniho sloZzeni gelu a oblasti (2) a (3) s neidealnim
pomérem PVA a vody. V oblasti (2) nedochazi ke vzniku
gelu a reaktanty zistavaji pfitomny ve formé nepravého
roztoku (solu). V oblasti (3) se vytvari vysoce viskozni gel
Jiz pfi vyS8i teploté a tim neumoziluje pfidani protilatek pii
teploté 35-37 °C. Jako optimalni pro pfipravu imunocastic
byl zvolen pomér jednotlivych slozek PVA (17-99) : PEG
(1000) : deionizovana voda 20 : 3 : 77.

K ptipravé polymernich ¢astic bylo pouZito nékolika
typt PVA lisicich se viskozitou a mirou hydrolyzy aceta-
tovych skupin pfi ptipravé PVA z polyvinylacetatu: PVA
4-88 (viskozita 4 Pas — mira hydrolyzy polyvinylacetatu
88 mol.%), PVA 40-88, PVA 20-98 a PVA 17-99. Pouzité
PVA se lisily rozdilnou rozpustnosti ve vode, ktera je za-
visld na stupni hydrolyzy PVA. Pii niz8i mife hydrolyzy
acetatovych skupin PVA (88) nebylo mozné imunocastice
pfipravit, protoze dochazelo k jejich rozpousSténi pfi re-
bobtnani. Pfi sledovani vlivu pouzitého druhu PEG (PEG
570-630, PEG 1000 a PEG 1305-1395; ¢iselné hodnoty
vyjadfuji molekulovou hmotnost PEG v g mol™) ligiciho
se prumérnou molekulovou hmotnosti, kterd ovliviiuje
viskozitu PEG, byly pfipraveny polymerni imunocastice se

REBOBTNANI
FOSFATOVY PUFR

D)

Obr. 2. Schéma pripravy imunoéastic. Do pfipravené polymerni matrice (A) jsou pfimichany protilatky zakotvené na Sepharose 4B (B).
Vznikla matrice je nanaSena ve formé ¢o¢ek na PE podklad, kde dochazi k vysuSeni povrchu imumocastice (C). VysuSené imumocastice

jsou rebobtnany (D)
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Obr. 3. Stanoveni optimalniho poméru vychozich latek (PVA,
PEG a vody) pro piipravu gelu; ¢ — optimalni pomér surovin;
m — gel tuhne pii teploté > 35°C; A — gel netuhne pfi laboratorni
teploté

stejnym pomérem jednotlivych slozek jako pfi optimaliza-
ci druhu PVA. Gel vyrobeny z PEG o vétsi molekulové
hmotnosti (PEG 1305-1395) vykazoval velmi vysokou
viskozitu. Pokud bylo pouzito PEG 570-630, m¢l gel vis-
kozitu pfili§ nizkou. V obou krajnich piipadech nebylo
mozné zvyrobeného gelu pfipravit imunocastice
(dochazelo k ztuhnuti gelu pfi teploté vyssi nez 37 °C
(PEG 1305-1395), anebo k tvorbé gelu pii laboratorni tep-
loté viibec nedoslo (PEG 570-630)).

Dal$im sledovanym parametrem pfi pfipravé matrice
byl vliv mnozstvi odpaiené vody pfi suSeni imunocastic po
gelaci na jejich kvalitu. Pfi malém mnoZstvi odpafené vo-
dy v rozmezi od 10 do 50 hm.% dochézelo pfi rebobtnani
¢astic k jejich rozpousténi. Jako optimalni mnoZzstvi odpa-
fené vody z gelu, ktery byl nanesen ve formé ¢ocek na PE
podlozku, byl zvolen interval 60—70 hm.%. V tomto roz-
mezi bylo dosahovéano stabilniho povrchu imunocastice,
kdy doslo k vymyti PEG z povrchu imunocastice a vytvo-
feni pora (pfi vysSim ubytku vody > 70 hm.% nedochéazelo
k vymyti PEG), ale nebylo sledovano rozpousténi PVA
jako pii odpafeni mensiho mnozstvi vody (< 60 hm.%).

Dal$im experimentalné hodnocenym parametrem byl
vliv slozeni pouzitého roztoku k rebobtnani polymernich
Castic po jejich formulaci a vysuSeni. Bylo zjisténo, Ze
roztok musi mit vhodné pH, aby nedoslo ke ztraté biolo-
gické aktivity protilatek. Rovnéz bylo zjisténo, ze pH ma
vyrazny vliv na stabilizaci povrchu polymernich c¢astic
a vznikajici morfologii polymeru, kdy jemnym ladénim
hodnoty pH lze ovliviiovat difuzni vlastnosti pfipraveného
materidlu. Zkoumanymi roztoky byla voda, roztok siranu
sodného, fosfatovy a boratovy pufr. Jako optimalni
se osvédcil fosfatovy pufr (pH 7,4).

LC-ESI-MS analyza
Funkénost imunocastic byla ovéfena jejich testovanim

pii separaci biomarkeru oxidac¢niho stresu 8-iso PGF,,
pfitomného v moci, pfi¢emz jeho obsah byl stanoven

Cena Merck

HPLC-MS metodou. Optimalni mnozstvi imunocastic
potiebné pro separaci 8-iso PGF,, z moci, stejné jako Cas
imunoextrakce, byly experimentalné stanoveny. Jako opti-
malni ¢as imunoextrakce byla stanovena doba 60 min (viz
obr. 4). Po uplynuti této doby dochazi ke snizovani detego-
vaného mnozstvi 8-iso PGF,,, které je zplsobeno jeho
teplotni labilitou za laboratornich podminek'. Vazebna
kapacita pfipravenych imunocastic byla nastavena a na-
sledné experimentalné stanovena, s ohledem na fyziologic-
ké pripadn¢ patologické hladiny 8-iso PGF,, v moci, které
se v Kklinickych vzorcich pohybuji v intervalu 10 az
100 pg ml™". Zavislost mnoZstvi separovaného 8-iso PGF,,
na jeho ptivodné pfitomném mnozstvi v biologické matrici
ma charakter adsorpcni isotermy, na které je mozné for-
malné vymezit dvé oblasti (viz obr. 5). V linedrni oblasti se
srostoucim mnozstvim biomarkeru v matrici primo-
umérn€ zvySuje i mnozstvi vzniklého komplexu antigen-
protilatka (zvétSena pracovni oblast). V nelinearni oblasti
se pii vyS8im pfitomném mnozstvi 8-iso PGF,, projevuje
nedostateéné mnozstvi volnych protilatek ptitomnych
v imunocastici. Prace v linearni oblasti je zddouci s ohle-
dem na spravnost metody.

Validace metody

Pro 8-iso PGF,, byla sestrojena kalibracni zavislost
koncentrace 8-iso PGF,, na podilu plochy 8-iso PGF,,
a vnitiniho standartu 8-iso PGF,,-d;. Ziskané experimen-
talni body byly v rozmezi limitu kvantifikace az 500 pg
zpracovany metodou linearni regrese s presnosti > 0,9994
(Pearsonuiv  korelaéni koeficient). Spravnost, piesnost
a vytéznost jsou shrnuty v tab. I a byly urceny limity de-
tekce a kvantifikace pro extrakci imunocasticemi: LOD =
8pgml™, LOQ =10 pgml™.

0 20 40 60 80 100 120 140
Cas imuncextrakee, min

Obr. 4. Stanoveni optimalniho casu extrakce prFipravenymi
imunocasticemi (n=>5)
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Tabulka I
Hodnoty validace pro 8-iso PGFy, (n = 15)

Cena Merck

Pfitomné mnozstvi Detegované SD (pg) * Piesnost RSD ° [%] Spravnost RE © [%]  VytéZnost [%]
[pg] mnozstvi [pg]

25 21,0 2,0 9,5 -16,0 84,0

50 47,8 4,1 8,6 -4.4 95,6

100 87,3 6,3 7,2 -12,9 87,3

250 214,5 9,5 4,3 -14,2 85,8

“SD — smérodatna odchylka, ® RSD — relativni smérodatna odchylka, © RE — relativni chyba
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Obr. 5. Stanoveni vazebné kapacity imunocastic (mnozstvi
imunocastic — 250 mg, n=35)

Klinicka studie

Samotny klinicky experiment se sklddal z diferencidl-
ni diagnostiky biomarkeru oxida¢niho stresu 8-iso PGF,,
ujedinctt s plicnimi formami onemocnéni indukova-
nych oxida¢nim  stresem, silikbzou a azbestdzou
(20 jedinctd, vek 68+8, primérna doba plsobeni asbestu
nebo kiemiku 1546 let, nekufaci) a jedinct kontrolni sku-
piny (13 jedinct, v€k 65+7, nekuféaci). Vyvinutd metoda
byla pouzita pro analyzu klinickych vzorkd moci. Tyto
vzorky byly odebirany mezi 8. a 12. hodinou. Vzorky moci
byly odstfedény a k 1 ml moci byl pfidan vnitini standard
8-iso PGFp4-ds (250 pg) a antioxidant (100 ug BHT).
Uvzorkli moci byla stanovena hladina kreatininu
(Creatinine Assay Kit; Cayman Chemical, USA), ktery
slouzi k standardizaci individualni odliSnosti v produkci
moci u jednotlivych jedinci. Mezi skupinou zahrnujici
pacienty s diagndzou azbestdzy ptipadné silikdzy na strané
jedné a kontrolni skupinou byl prokazén statisticky vy-
znamny rozdil v hladinach 8-iso PGF,, v mo¢i (viz obr. 6).
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Obr. 6. Klinicka studie (pacienti s azbestéozou a silikézou
vs. kontrolni skupina) pro biomarker oxida¢niho stresu
8-iso PGF,,

Zavér

Byly vytvoreny porézni polymerni imunocastice urce-
né k separaci biomarkerti z télnich tekutin. Jejich funkd-
nost byla potvrzena klinickou studii. Vyhodou téchto poly-
mernich ¢astic je snadna manipulace, jednoducha priprava,
vysoka efektivita a biokompatibilita materialu s télnimi
tekutinami (nedochazi k degradaci protilatek). Na této pro-
blematice se bude dale intenzivné pracovat ve snaze vyvi-
nout tzv. diagnosticky prouzek, ktery by slouZil jako orien-
tacni pomucka nejen pro 1ékate, ale i pro laickou vefejnost.
Cilem je vytvofit nastroj personalizované mediciny, ktery
by jedinctim s predispozici k ur¢itym onemocnénim dovo-
loval monitorovat ptitomnost specifickych biomarkera ve
snadno odebiratelnych télnich tekutinach (mo¢, sliny ad.).
Nékladny analyticky detekéni systém by mél byt nahrazen
kolorimetrickou indikaci, kterd se projevi v polymernim ma-
teridlu v ptipad€¢ pozitivni reakce protilatka—biomarker
(vyvazani barviva z protilatek v disledku vyssi afinity bio-
markeru k protilatce) a tim da jasny signal k navstéve 1ékare.
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Seznam zkratek

8-iso PGF,,  8-iso Prostaglandin Fy,

BHT 3,5-di-tert-4-butylhydroxytoluen
IgG imunoglobulin G

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

PEG polyethylenglykol

PVA polyvinylalkohol
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of Chemical Technology, Prague; ® Department of Occupa-
tional Medicine, Ist Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity in Prague): Preparation of Polymer Immunoparti-
cles as a Tool for Separation Oxidative Stress Bio-
markers from Body Fluids

The work deals with preparation and characterization
of polymer immunoparticles used as a separation tool for
biomarkers from biological fluids like urine, plasma etc.
Polymer imunoparticles consist of antibodies immobilized
in a polyvinyl alcohol and polyethylene glycol matrix.
Prepared immunoparticles, containing monoclonal anti-
bodies against 8-iso Prostaglandin F,,, were used as a tool
for a preliminary separation of 8-iso Prostaglandin F,,
(a marker of oxidative stress) from complex biological
matrix (urine) before a highly specific and precise detec-
tion and quantification by LC-ESI-MS method. The deve-
loped method was characterized by high precision and
accuracy. Functionality of the method was tested in a clini-
cal study where urine concentration levels of 8-iso Prosta-
glandin F,, in patients with diagnosis of asbestosis or sili-
cosis (oxidative stress induced diseases) and control group
were compared.



