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1. Uvod

Hledéani novych biomarkerti u zavaznych diagnoz je
velkou vyzvou pro soucasnou medicinu. Jen ma-
lo biomarkerti pouzivanych v klinické praxi totiz spliiuje
vSechny pozadavky kladené na idealni biomarker. Typic-
kym ptikladem je prostaticky specificky antigen (PSA)
pouzitelny nejen ke sledovani G¢innosti terapie, predpove-
di rekurence nadoru, ale také k diagnostice nadord pro-
staty'. BohuZel vét§inu v sou¢asnosti vyuzivanych biomar-
kerd 1ze jen malokdy pouzit k pfimé diagnostice onemoc-
néni a musi byt podpoteny dal$im, nejlépe zobrazovacim

* Autofi se na praci podileli stejnym dilem.
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vySetfenim. Nejcastéj$im problémem biomarkeri je jejich
nizké specificita, nebot’ zvoleny protein mize byt uvolilo-
van zvice zdrojd, pfipadné mize indikovat pfitomnost
riznych onemocnéni. Jako piiklad mtze poslouzit pravé
vyse zminény PSA, ktery je pouzivan k diagnostice nado-
ri, ale mize byt zvySeny také u zanétlivych onemocnéni
prostatyz.

K hledani novych biomarkerti 1ze s vyhodou vyuzit
tzv. omické pfistupy, jako je genomika, metabolomika
a proteomika, kdy vyuzivame paralelni charakterizaci sou-
borti gent, proteinti nebo metabolitli a identifikujeme ty,
které odlisi nemocné jedince od zdravych®*. Vyznamny
pokrok v této oblasti byl zaznamenan v souvislosti
s rozvojem hmotnostni spektrometrie, kterd umoznila ptes-
nou identifikaci proteinli v biologické matrici aje diky
tomu klicovou metodou vétSiny citovanych praci.

Tento referat je zaméfen na proteomické biomarkery
ziskavané z t€lnich tekutin s vyjimkou krve.

2. Zdroje biomarkeri

Jednou znejlépe zvladnutych diagnéz pti hledani
biomarkerd je nadorové onemocnéni, kdy cilovou tkani je
nador a jim postizeny organ®. V této souvislosti by byla
nejbohat§im zdrojem studovaného biomarkeru samotna
nadorova tkan. Biopsie suspektniho nadoru je sice prove-
ditelna, ale je to invazivni vykon, mnohdy vyzadujici hos-
pitalizaci a pfinasejici riziko moznych komplikaci napf.
infekce, krvaceni, v nékterych lokalizacich je obtizn¢ pro-
veditelny a v disledku nemozny pro rutinni screening rizi-
kové populace.

Nejcastéji vySetfovanym materialem v klinické praxi
je z fady dtvodu krev. Jeji odbér a zpracovani jsou rutinné
zavedeny a spojeny s minimem rizik. Dostate¢né senzitiv-
ni a specificky biomarker identifikovany v tomto materialu
je proto cilem fady klinickych studii. Nevyhodou krve je
ale jeji nejvyssi proteomicka komplexita ze vSech studova-
nych biologickych matric®, zejména diky tomu, Ze se misi
v celém organismu, protéka vSemi organy a plni fadu sys-
témovych funkci.

Na druhou stranu témét kazdy organ sekretuje speci-
fickou télni tekutinu. V téchto ,,proximalnich® tekutinach
mohou byt biomarkery jesté ve vyssich koncentracich nez
v systémové krvi. Jejich ptiklady a biomarkery v nich stu-
dované jsou uvedeny v dal§ich kapitolach.
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3. Ptiklady télnich tekutin pro detekci
biomarkert

T¢lni tekutiny, jako zdroj biomarker(, mizeme rozli-
Sit na dal$i dveé skupiny dle invazivity odbéru. Bez nutnosti
porusit integritu lidského téla je moZné ziskat naptiklad
mo¢, sliny, slzy, sputum, kondenzat vydechovaného vzdu-
chu, ale také sperma nebo cervikalni hlen. V diagnostice se
ovsem nékdy bez biologického materialu odebraného inva-
zivnim zpisobem neni mozné obejit. Typickym ptikladem
je relativné béZné€ odebirany mozkomisni mok, pankreatic-
ké $téava, Zluc¢, plodova voda, piipadné bronchoalveolarni
tekutina.

3.1. Mo¢

Moc¢ je spolecné s krvi nejcastéji odebiranym materia-
lem. Odbér je neinvazivni a pacient je schopny vzorek
odebrat sdm a to i v domacim prostfedi. Moc¢ vSak za nor-
malnich podminek obsahuje jen velmi malou koncentraci
proteini — maximalné 0,2 mgml'. Vy$8i koncentrace
proteini je oznaCovana jako proteinuric a je znamkou
zhorSené filtraéni funkce ledvin. Na druhou stranu je mo¢
k dispozici ve vétsich objemech nez jiné tekutiny, snad
pouze s vyjimkou oligurickych pacientii se selhanim led-
vin. Nicmén¢ v tomto piipad¢ je mozné hledat proteinové
biomarkery v dialyzatu, coz je odpadni tekutina pti hemo-
dialyze a nebo peritonealni dialyze. V minulosti byly takto
popséany napf. karbonylované derivaty albuminu’, fibrino-
genu®, ceruloplasminu’ a haptoglobinu'®, pfi¢emz tato
jejich modifikace vzdy indikovala alteraci jejich funkce
s vyznamnymi  prognostickymi disledky. Proteomicka
analyza moc¢i je tedy moznd, musi ale zahrnovat koncen-
tracni kroky jako ultracentrifugaci, ultrafiltraci, nebo lyofi-
lizaci. Proteinovy obsah modi je velmi variabilni, jsou zde
ale pfitomny rizné markery jako napt. endogenni
»housekeeping™ peptidy, které jsou vysoce stabilni
a v moci se vyskytuji nezavisle na véku, pohlavi a neméni
se &asto ani po farmakoterapii''.

Proteomicka analyza moci byla vyuzita pii hledani
biomarkerd selhani ledvin, nadort prostaty, polycystické
choroby ledvin, chronické transplanta¢ni nefropatie, lupu-
sové nefritidy, ledvinovych kamend, malignit ledvin
a mo¢ového méchyte'!. V soudasnosti se jiZz vyuziva n&ko-
lik proteinovych biomarkerd obsaZzenych v mo¢i v klinické
praxi. Jako pfiklad mohou poslouzit biomarkery spojené
s akutnim selhavanim ledvin: neutrofilni s gelatinasou
asociovany lipokalin (NGAL), cystatin C a dalgi'?. Dalgim
ptikladem vyznamnych proteinovych markert dostupnych
z mo¢i jsou protein nuklearni matrix 22 (NMP22) a anti-
gen karcinomu mocového méchyte (UBC), které byly
schvaleny americkym ufadem FDA (Food and Drug
Administration) k diagnostice nadorti mo¢ového méchyie'".

3.2. Sliny
Sliny jsou kapalné vymésky vylucované ze tii vel-

kych slinnych zlaz (pfiusni, podjazykové a Celistni) a drob-
nych slinnych zlaz (retni, tvafové, stolickové, patrové
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a jazykové). Sliny mohou obsahovat ¢asti bunék, zubniho
plaku, bakterii, sekrety z nosu, sekrety z dychacich cest
a krev. Chemicky se jedna o slabé kysely roztok o pH 6-7
slozeny z 99 % vody, 0,3 % bilkovin a 0,2 % elektrolytd.
Funké¢né se sliny podili na zpracovani potravy, zprostied-
kovavaji vniméni chuti a pomdahaji remineralizovat sklovi-
nu. Ve slinach bylo dosud identifikovano vice nez 3000
proteinti, nejvice abundantni jsou vSak alfa-amylasa,
anexin Al, kalgranulin-B, desmoplakin a albumin. Tyto
proteiny zastupuji 16 % celkového slinného proteomu. Ve
slinach byly, diky jejich snadné dostupnosti, studovany
biomarkery celé fady nemoci, napf. autismu, nadort plic,
ustnich malignit, Sjogrenova syndromu a reakce Stépu
proti hostiteli' "',

Pro diagnostiku tstnich nadorti ze slin je komerc¢né
dostupny kit ,,Oral fluid nanosensor test“ (OFNASET),
ktery analyzuje dva proteinové markery (thioredoxin
a interleukin 8) a étyfi mRNA markery ze slin'®. Ve fizi
vyvoje je kit pro diagnostiku zanétt dasni, ktery méfi hla-
dinu matrix-metaloproteinasy 8 (cit.'”).

3.3. Slzy

Slzy se vyuzivaji jako potencidlni zdroj biomarkert
onemocnéni oka, ale také nekterych systémovych onemoc-
néni''. Slzy rozdélujeme do tfi kategorii — slzy bazalni,
reflexni aemocni. Bazalni slzy jsou ty slzy, které
v klidovém stavu oplachuji oko. Reflexni slzy jsou vyluco-
vany pii podrazdéni oka. Od bazalnich slz se odlisuji
zejména vySSim objemem, ale také mirn¢ odlisnym obsa-
hem protein'®. Slzy emoéni jsou specifické pro &lovéka
ana rozdil od reflexnich slz jsou fizeny a spoustény akti-
vaci limbického systému'’. Pro studium proteomickych
biomarkerd se pouzivaji slzy bazélni. Jednak maji nejvyssi
koncentraci proteinii a nejlépe odpovidaji piirozenému
biologickému stavu. Odbér slz je pouze minimalné inva-
zivni, slzy se odebiraji pomoci papirku pro Schirmertv test
suchého oka, piipadné pomoci sklenéné kapilary®.

Proteomické biomarkery byly v slzach studovany za
ucelem diagnostiky a pochopeni mechanismu oc¢nich one-
mocnéni, a to u syndromu suchého oka, blefaritidy, diabe-
tické retinopatie, nebo keratokonu. Biomarkery ze slz byly
sledovany také u systémovych onemocnéni, jako jsou na-
dorova onemocnéni, roztrousena skleroza, nebo Alzheime-
rova nemoc. Ze slz jiz bylo identifikovano nejméné 47
potencialnich a 10 validovanych biomarkeri pro vSechna
vy$e zminéna onemocnéni''?'. Testy zalozené na identifi-
kaci matrixové metaloproteinasy, imunoglobulinu E
a laktoferinu v slzach''*' slouzici k diagnostice zanétli-
vych onemocnéni oka a syndromu suchého oka jsou jiz
komeréng dostupné (InflammaDry** a TearScan Micro-
Assay System®).

3.4. Sputum

Sputum je viskozni, hlenovity biologicky material
vyluovany dychacim Ustrojim auvoliovany pfi kasli.
Proteomickd analyza sputa je zatim v pocatcich, v tuto
chvili je studovdna zejména v souvislosti s astmatem,
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chronickou obstrukéni plicni nemoci®, tuberkulézou®
a plicnimi nadory®®. Odbér sputa je neinvazivni, nékdy je
ale vyhodna jeho indukce inhalaci hypertonického solného
roztoku. Takto indukované sputum ma vyssi kvalitu a Zi-
votnost obsazenych bungk?’.

Prestoze jsou ve sputu studovany biomarkery vyse
zminénych chorob, nedavna proteomicka charakterizace
40 indukovanych sput od nekurakt ukazala vysokou hete-
rogenitu mezi jedinci ve stejné studované skuping, kdy
zcelkem 4182 proteini identifikovanych alespoil
u 1 jednotlivce bylo pouze 73 proteinil pfitomnych ve vice
nez 90 % vzorka®®. Na druhou stranu miize byt diagnostic-
ky proteinovy podpis zaloZeny na mnohem menS§im poctu
az jednotkach identifikovanych proteind. Naptiklad
vnedavné studii  byly ve sputu identifikovany
tfi kandidatni proteinové biomarkery (UGGT1, COL6A1
a MAP4) jako odpovédi na lécbu cisplatinou u nemalobu-
n&&ného karcinomu plic®.

3.5. Kondenzat vydechovaného vzduchu

Vysetteni kondenzatu vydechovaného vzduchu je
klinicky zajimavé zejména pro nizkou invazivitu jeho od-
béru. Kondenzat se ziskava pomoci zafizeni, které chladi
jimaci nadobu, ptes kterou proudi vydechovany vzduch.
Ochlazenim dochazi ke kondenzaci vlhkosti, kterd se
v nadobé sbird. Od zdravého ¢lovéka je mozné za 10 min
ziskat az 3 ml kapalného kondenzatu. Toto mnozstvi se
muze liSit u pacientii s karcinomy plic a chronickou ob-
strukéni plicni chorobou™. V kondenzatu vydechovaného
vzduchu se nejéastdji stanovuji metabolity’’ a pH (cit.>").
Proteomické studie kondenzatu vydechovaného vzduchu
jsou spiSe v pocatcich a soustfed’uji se kromé nadorQ
plic®, astmatu a chronické obstrukéni plicni choroby
(COPD)*? také na diikladnou charakterizaci dechového
kondenzatu®. Uskalim proteomické analyzy vydechované-
ho vzduchu je velmi nizkd koncentrace proteini
v ziskaném vzorku. Od toho se odviji dalsi obtiZe pii zpra-
covani a zejména zavislost na citlivych analytickych meto-
dach zalozenych na hmotnostni spektrometrii. N&které
studie feSily problém nizkého poctu proteinli spojenim
né¢kolika vzorkt od zdravych jedinci, nebo pacientti. Tim-
to pristupem sice byla ztracena informace o heterogenité
vzorku, ale nizky pocet proteinti ve vzorku jiz nebyl pre-
kékou v Uspé&$ném provedeni proteomické analyzy >~
Dalsi strategii, jak zvySit mnozstvi analytu ve vzorku, byly
rizné metody zakoncentrovani, pficemz nejvyhodnéjsimi
se ukazaly metody zachyceni proteinti na poréznich kuli¢-
kach POROS-20-R2-RP*, vysuSovani mrazem® a chro-
matografie na reverzni fazi’’. S vyuzitim hmotnostné spek-
trometrickych piistupti s vysokym rozlisenim®**', byla
uspésné provedena proteomicka analyza i na urovni jed-
notlivych vzorkll a napiiklad v souboru 192 jedincti bylo
identifikovano 348 riznych proteinl, mezi nimiz byly
identifikovany potencialni biomarkery plicnich nadorg*’.

Pestoze z kondenzatu vydechovaného vzduchu byla
identifikovana fada potencidlnich nadorovych proteino-
vych biomarkerti (napf. cytokeratiny 1, 6, 9, 10, beta-
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hemoglobin, hornerin®’, dermcidin®® a dalsi), o jejich kli-
nickém vyuziti nejsou zatim dostupné zadné informace.

3.6. Sperma

Biomarkery ve spermatu jsou sledovany prakticky
z jediného divodu. Tim je stanoveni muzské plodnosti,
pfipadné monitorovani jeji 1écby. Byly publikovany prote-
omické studie nejen na lidech, ale také na prasatech“,
skotu® nebo rybach*. Dal3i vyzkumné metody se soustie-
di na kvalitu DNA*, vliv exogennich polutanti*®’, epige-
netiku®® nebo bakterialni infekce®.

Proteomické studie spermatu se daji rozdélit na studie
spermii a seminalni plasmy’’. Rozdéleni spermatu na tyto
dvé frakce probihd prostou centrifugaci. Spermie jsou
z této dvojice paradoxné méné komplexni matrici, protoze
v procesu zrani je DNA zahusténa a zlstavaji pouze pro-
teiny specifické pro hlavicku, bi¢ik a proteiny odpovédné
za ziskavani energie. Ty jsou distribuovany rovnomérné
v celé spermii. Porovnani proteomu zdravé spermie a sper-
mie neplodnych muzli ukéazaly nejvétsi rozdily pravé
v proteinech, které se podili na energetickém metabolismu,
jako jsou naprtiklad glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa,
fruktosa-1,6-bisfosfataldolasa a dal§i®. Studium seminalni
plasmy ¢eli podobnym problémiim jako studium plasmy
krevni. Je zde pfitomno nékolik velmi abundantnich pro-
teint, které maskuji velky pocet minoritnich proteint
a vyrazné ztézuji jejich detekci. Z tohoto divodu se
v seminalni plasmé, i kdyz je to komplexnéjsi matrice,
podafilo identifikovat mnohem méné proteind nez ve sper-
miich (2545 vs. 6238)°>'. Porovnani semindlni plasmy
zdravych a neplodnych muzi vedlo k objeveni celé fady
rozdiln¢ regulovanych proteint. Tyto proteiny maji
v seminalni plasmé mnoho riznych funkci’' a jejich vali-
dace je v rzném stadiu vyzkumu. Akrozomalni vezikular-
ni protein 1 (acrosomal vesicle protein 1) je jiz soucasti
domaciho diagnostického kitu SpermCheck Fertility™ od
firmy Bio-Rad Laboratories®".

3.7. Cervikalni hlen

Cervikalni hlen je viskozni substance uzavirajici dé-
lozni ¢ipek. Odbér tohoto hlenu je neinvazivni a je mozné
jej provést pii bézné preventivni gynekologické prohlidce.
Vzhledem k tomu, Ze délozni ¢ipek je jedinou snadno do-
stupnou ¢asti délohy, je cervikalni hlen vhodnym zdrojem
biomarkerd pro studium nemoci dé€lohy. Za nejvétsi nevy-
hodu cervikalniho hlenu 1ze povazovat to, Ze se jeho sloze-
ni a to i proteinové, v prubéhu menstruacniho cyklu vyraz-
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jeho objem a stoupa viskozita a odbér je tedy mozny pouze
rozpousténim hlenu oplachem.

V soucasnosti se zacinaji objevovat nové prace studu-
jici proteomicky profil cervikalniho hlenu v prib&éhu men-
struatniho cyklu™, endometriozy™, rakoviny délozniho
gipku®, nebo HIV infekce™. Nékteré markery pro tyto
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diagnozy jsou jiz validovany, jako naptiklad alfa aktinin 4
pro nadory délozniho ¢ipku nebo myeloblastin a serpin AS
pro HIV infekce''. V cervikovaginalnim oplachu byly
studovany markery t¢hotenskych komplikaci, jako je intra-
amrgotické infekce, preeklampsie, nebo predcasny po-
rod .

3.8. Mozkomi$ni mok

Mozkomis$ni mok je télni tekutina oplachujici mozek
a michu. Jeji hlavni funkei je chranit mozek a michu pied
otfesy a ndrazy, odvadét z nervové soustavy odpadni latky,
udrzovat homeostazu a chranit mozek a michu pied ische-
mii udrzovanim nitrolebniho tlaku. Mozkomi$ni mok je
v soucasnosti rutinné odebiran a analyzovan metodou lum-
balni punkce. Biochemicka analyza mozkomisniho moku
se soustfedi zejména na fyzikalni vlastnosti, mikrobiolo-
gickou kontaminaci, obsah celkového proteinu, ptipadné
obsah albuminu nebo imunoglobulini®.

Piimy kontakt s mozkem a michou a zavedend meto-
da odbéru jsou faktory, které ¢ini studium mozkomisniho
moku velmi atraktivnim. Lze v ném studovat biomarkery
Alzheimerovy’’ a Parkinsonovy choroby®®, roztrougené
sklerozy>’, mozkovych nadora®, idiopatického normotla-
kého hydrocefalu®, poranéni michy® a dalsich poruch
nervového systému. V soucasnosti se jiz v klinické praxi
vyuzivaji Cetné proteomické biomarkery, jako je protein
14-3-3 a agregované prionové proteiny, jejichZ pfitomnost
je finalnim prikazem Creutzfeldtovy-Jakobovy choroby,
oligoklonalni IgG je markerem roztrousené sklerozy
a protein S100p markerem gliozy®. Pomémé &asto je vyu-
zivana detekce protilatek vuci riznym patogeniim, ale
i autoprotilatek vici vlastnim proteinim jako naptiklad
aquaporinu 4, kterd je soucasti diagnostickych kritérii pro
neuromyelitis o&niho nervu®. Do klinické praxe vstupuji
také proteomické biomarkery paléivé Alzheimerovy nemo-
ci, jako je zejména beta-amyloidni protein 42 (AB42), cel-
kovy tau protein (tTau), fosforylovany tau protein (pTau)
a neurogranin®. Vyznamnym pfinosem téchto biomarkert
je skutecnost, ze je mozné jejich zmény detegovat jiz
25 let pfed rozvojem klinickych zndmek onemocnéni a je
zde prostor pro véasné terapeutické intervence®®’.

Vzhledem k velmi intenzivni potiebé dalSich biomar-
kerti neurologickych onemocnéni ze strany klinickych
pracovist’ byla za timto ucelem v roce 2015 zalozena mezi-
narodni Spole¢nost pro analyzu mozkomisniho moku
a klinickou neurochemii (CSF society).

3.9. Pankreaticka §t'ava

Pankreaticka $t'dva je vyméSovana slinivkou btisni do
dvanacterniku a obsahuje predevsim travici enzymy a je-
jich prekurzory trypsinogen, chymotrypsinogen, elastasu,
karboxypeptidasu, lipasy, nukleasy a amylasy. Jako zdroj
biomarkert se studuje zejména v souvislosti nadory sliniv-
ky, v mnohem mensi mife také pii studiu pankreatitidy®®.

Odbér pankreatické §tavy probihd endoskopicky po
predchozi intraveno6zni stimulaci sekretinem. Tato stimula-
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ce vede kvyrazngj§im zménam v obsahu biomarkeri
a zvysuje diagnostickou hodnotu vysetieni®.

V takto odebrané pankreatické §tavé se nestanovuji
jen proteiny, ale miZze slouzit k identifikaci nadorovych
bunék a zjiStovéani jejich mutac¢niho statusu, pficemz bylo
popsano stanoveni mutaci proteinti p53 nebo k-ras (cit.”).
Dale se pankreaticka Stava vyuziva ke stanoveni obsahu
miRNA (cit.”"), cytokinti™ nebo epigenetickych zmén
DNA (cit.”®). Samotné proteomické studie by se daly roz-
délit do dvou hlavnich kategorii. Prvni kategorii tvoii stu-
die, které hledaji nové markery. Druhou kategorii studie,
které vyuzivaji stidvajici markery, jako je napf. karcinoem-
bryondlni antigen (CEA), a zpfesiluji jejich analytické
parametry, piipadné prokazuji jejich pouzitelnost™.

3.10. Zlug

Proteomické biomarkery se ve Zluci studuji minimél-
né. Jsou k tomu dva divody. Prvni je, Ze ZIu¢ je komplexni
smés sloZzend zejména z metabolitl, lipidd a soli. Tyto
slozky je potieba pied proteomickou analyzou odstranit.
Druhym dovodem je vy$si invazivita odbéru vzorkd’.
Proteomické studie zamétené na hledani biomarkerti se
zam&fuji zejména na rakovinu Zluovodu™, v mnohem
mensi mife pak na nadory slinivky bigni” a zanéty Zlu¢ni-
ku’®. Napiikad v ramci studie zaméfené na nadory Zluéo-
vych cest byl ve zIuci identifikovan znamy somatomedin,
inzulinovy rastovy faktor typu 1 (IGF1), ktery byl schopen
odlisit nadory zluCovych cest od benignich onemocnéni
a nadort pankreatu’®.

3.11. Plodova voda

Plodova voda je télni tekutina, kterd vytvaii plodu
béhem t€hotenstvi jeho Zivotni prostor, chrani jej pred
mechanickou traumatizaci a umoziiuje mu pohyb. To, Ze je
plodova voda v t€sném kontaktu s plodem, plod tuto vodu
polyka a také do ni vylucuje, déla plodovou vodu nejméné
invazivnim zdrojem biomarkeri plodu. V soucasné dobé
se odbér plodové vody, amniocentéza, provadi jako druhy
stupenn novorozeneckého screeningu, a to ve chvili, kdy
prvni stupen zachytil zvySené riziko defektu plodu. Amni-
ocentéza se zpravidla provadi az po 15. tydnu té€hoten-
stvi, jelikoz odbér v Casnych fazich téhotenstvi je vice
rizikovy’.

V plodové vodé je mozné identifikovat jak transkrip-
tomické, tak i metabolomické a proteomické biomarkery’®.
Proteomické studie se vénuji zejména riziku predcasného
porodu, at’ uz zdivodu infekénich nebo genetickych.
V této oblasti bylo dosazeno vyznamného pokroku, nebot’
jiz byly charakterizovany zmény proteomu plodové vody
v pribéhu tehotenstvi, ale také proteiny charakteristické
pro zvysené riziko predéasného porodu’. Mezi nejvy-
znamn&j$i proteiny patiily apolipoproteiny A-I a A-IV,
vazebny protein pro IGF1 (IGFBP1), bikunin, faktor pro-
dukovany epitelialnimi bunikami (PEDF) a alfa-1-anti-
trypsin”.
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4. Klady a zapory proteomiky v detekci
biomarkert

Nejbéznéjsi design proteomické studie zamétené na
identifikaci biomarkerti libovolného onemocnéni je cilen
na identifikaci proteint, které jsou vyznamné rozdilné
mezi zdravou a pacientskou skupinou. Pfi dostate¢ném
poctu vzorkil v dané studii se podaii identifikovat proteiny,
které odrazi nespecifické rozdily mezi jednotlivci a které
jsou charakteristickym podpisem onemocnéni. Pfes tyto
zjevné vyhody a zfejmé vyzkumné usili v této oblasti, jen
velmi malo v soucasnosti pouzivanych biomarkert bylo
objeveno vyse uvedenym postupem. Pro tento stav existuje
vice pficin, které brzdi zavedeni kandidatniho biomarkeru
do praxe a jeho schvéleni regulaénimi autoritami®.

Typicka proteomickd studie se skladé ze tfi hlavnich
fazi (Schéma 1). Prvni je faze vyzkumna (discovery), kdy
se porovnavaji kontrolni a pacientské vzorky a hledaji se
kvalitativni  (pfitomnost nebo nepfitomnost proteinu)
a kvantitativni (rozdil v koncentraci proteinu) zmény. Pro-
teomické studie v této fazi studuji cely soubor pacientd
tak, aby byla identifikovand nespecificita biomarkert
a byly nalezeny proteiny, které jsou charakteristické pro
onemocnéni v celé populaci®’. Druhou fazi proteomické
studie nového biomarkeru je faze verifikacni. Tato faze se
zaméfuje na v prvni fazi identifikované signifikantné zmé-
néné proteiny. Toto zjisténi je nezbytné ovéfit jinou meto-
dou (cilena proteomika pomoci LC-MS, ELISA nebo wes-
tern blot), neZ byla pouzita v prvni fazi, a na jiné skupiné
pacientd. Cilem této faze je ovéfit a vyttidit skutecné jen ty
proteiny, které maji nejlepsi diagnostické vlastnosti. Jestli-
ze se béhem bézného biomarkerového proteomického ex-
perimentu identifikuji az tisice proteinti, mize se snadno
stat, ze signifikantné zménénych proteini budou desitky az
stovky. Cilem posledni validacni faze je zaméfit se pouze
na ty proteiny, které budou mit diagnostickou hodnotu
vy$§i, nez ma soucasné vysetfeni, a zaroven stanovit hladi-
ny senzitivity a specificity pro kazdy kandidatni bio-
marker®'.

V okamziku, kdy je nastaven takto robustni systém
umoziujici vybrat kandidaty s dostate¢nou vypovédni

Faze Technologie Analyty  Vzorky
= mV)[;;zkumnah LC-MS/MS| 1000 50
'/J. biomarker
Veriﬁkaéni Immuno: euisa 5-100 100
= Ovéfeni principu Proteomika: mrm
~ [ Validaéni
Rozdifenéd Ell.ﬂiﬁké ELISA 1- I 0 I 000

Schéma 1. Schéma designu studie zaméfené na vyvoj proteo-
mickych biomarkera
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hodnotou, je az zarazejici, ze se jiz mnoho ze studovanych
biomarkerd nepouziva v klinické praxi. Divodem je
zejména skutecnost, ze dalsi valida¢ni kroky jsou financné
a personalné narocné, s potfebou multicentrické klinické
studie, kterd se musi zaméfit i na dal$i pfibuznd onemoc-
néni k ovéfeni specificity testu, coz mnohdy pfesahuje
moznosti vyzkumnych skupin, které provedly vyzkumnou
a validacni fazi. V této fazi je nezbytné najit investora,
pfipadné licencovat dusevni vlastnictvi soukromému sub-
jektu, ktery vyvine diagnosticky kit a provede jeho otesto-
véni a certifikaci pfed a nasledné i po schvéleni regula¢ni
autoritou®. Poslednim faktorem je implementace vySetieni
do systému zdravotniho poji§téni a vyuzivani nového bio-
markeru zdravotniky**®.

5. Zavér

Je zfejmé, ze zejména u tekutin, jejichZ odbér je nein-
vazivni, je velky vyvojovy potencidl a dojde k objevim
novych biomarkerti, zejména pro onemocnéni k nim pfi-
lehlych tkani a organt. Detailni popis validacni faze vyvo-
je biomarkerti je nad ramec tohoto prehledu®'*. Ptes vyse
zminéné obtiZze a nezbytné translacni usili, které je nutné
vynalozit, je biomarkerim ze zmifovanych tekutin véno-
vana stale vyssi pozornost. Je tedy pravdépodobné, ze se
s nimi budeme v budoucnu setkavat stale Cast¢ji.

Prace byla podporena z programového projektu Mi-
nisterstva zdravotnictvi CR s reg. &.: AZV 16-323024, AZV
16-323184, NV18-08-00291 a z Evropského fondu pro
regiondlni  rozvoj — projekt ENOCH  (reg.c.:
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868).
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J.  Viaclavkova, T. Ozdian, M. Hajduch,
and P. DZubak (Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University, Olomouc): Body Fluids as a Source of Prote-
omic Biomarkers of Various Diseases

Proteomics is one of the crucial methods used in bi-
omarker discovery in various human diseases. The ad-
vantage of proteomics relies in its ability to identify dis-
ease-specific proteins. One very promising strategy is to
analyze body fluids that are proximal to the organ of inter-
est and are usually less complex than tissues or blood.
Such an approach increases the chance for marker defini-
tion. This article reviews current knowledge on body fluid
proteomics and proteomic biomarkers of human diseases
and highlights mass spectrometry as one of the crucial
methods in biomarker discovery.
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