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Vroce 2023 Dr. Leno se svym tymem publikoval rychlou a nendrocnou metodu
kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii pro analyzu proteind.
Metoda spocivala ve stépeni proteinl v subkritické okyselené mobilni fazi. Tato metoda
byla Uspésné pouzita pro rychlou detekci ricinu. Dalsi potencialni vyuziti této metody

zahrnuje rychlou charakterizaci proteinovych bioléciv a rychlou identifikaci bakterii.

Proteinova bioléciva, ktera vychazeji z monoklonalnich protilatek, jsou vysoce ucinna
a bezpecna. Tato |IéCiva se vyuzivaji zejména pfi lé¢bé zdvainych onemocnéni, jako jsou
onkologickd onemocnéni a autoimunitni poruchy. ZvySeny pocet schvalenych
protilatkovych IéCiv v nedavnych letech doklada jejich vyznamny terapeuticky potencial.
Jistou nevyhodou je jejich komplexni struktura a s tim souvisejici potfeba dlikladné
analyzy a monitorovani kvality, kde by rychla online pfiprava vzorkd mohla prinést urcité

vyhody.

V soucasnosti se v klinické diagnostice bakterii uplatfuje predevsim hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF, ktera dokaze zméfit specifickd spektra i pro pfibuzné
bakterie. Tato spektra vSak neposkytuji Zadné informace o sekvenci. Pokud by
hmotnostni spektra obsahovala sekvencni informace, identifikace bakterii by se stala

mnohem jistéjsi. Tim by se také odstranila zavislost na knihovnach MALDI-TOF spekter.

Tato diplomova prace se zaméruje na dalsi optimalizaci metody Stépeni protein(
v subkritické okyselené mobilni fazi a rozsiteni jejiho mozného uplatnéni. Abychom toho
dosahli, vyuzili jsme tuto metodu k analyze péti bioléCiv na bazi monoklondlnich
protilatek (panitumumabu, bevacizumabu, cetuximabu, trastuzumabu a afliberceptu)

a tfi bakterialnich kmen (B. subtilis, E. coli, S. aureus).



Béhem optimalizace metody byla pGvodni sucha lazen nahrazena vyhfivanym blokem.
Ackoliv tento prechod vedl| k nizsSimu poctu identifikovanych peptidd, vyrazné zvysil
pohodli a bezpecnost prace. Metoda prokdzala uréitou pouzitelnost pfi analyze
protilatkovych bioléciv, aviak jeji u¢innost byla vyrazné omezena vznikem nezddoucich
modifikaci peptidU. V oblasti identifikace bakterii predstavovalo nejvétsi vyzvu nalezeni
univerzalniho postupu pro efektivni a rychlou pfipravu celobunécného lyzatu. Nejlepsi
vysledky byly dosaZzeny pfi pouZiti lyzacniho roztoku sestavajiciho ze 100% kyseliny

mravenci.

Vzhledem k tomu, Ze tvorba nezddoucich modifikaci pfi online Stépeni protein
v subkritické okyselené mobilni fazi zna¢né omezovala mozZnost efektivni kontroly
kvality proteinovych biolécéiv, byla metoda presmérovana na aplikaci v rychlé
a sekvencné specifické identifikaci bakterii. Vysledky experimentl ukazuji, Ze online
Stépeni proteind v subkritické okyselené mobilni fazi muize nabidnout zajimavou

alternativu k tradi¢ni diagnostice zaloZzené na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.
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