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Teze přednášky k jmenovacímu řízení profesorem přednesené na zasedání vědecké rady 2.LF UK dne 21.2.2008
Doc. RNDr. Eva Samcová, CSc. 

(vedoucí Ústavu biochemie, buněčné a molekulární biologie 3. LF UK)

1. Úvod

V posledních dvaceti letech došlo k prudkému rozvoji separačních technik, které umožňují současné stanovení širokého spektra chemických látek i ve velmi nízkých koncentracích, s potenciálními aplikacemi v chemických, biologických a lékařských oborech. Z pohledu medicíny je důležité sledování hladin  klinicky  významných látek v krvi, moči, mozkomíšním moku, nebo v tkáňových biopsiích. Spektrum těchto látek se bude nepochybně  v budoucnu rozšiřovat v souvislosti s nově získávanými poznatky v tomto oboru. Tyto biologické materiály představují pro analytického chemika velmi složité matrice, které obsahují desítky makrokomponent a stovky mikrokomponent. Provádět stanovení vybrané látky v takto složitých směsích je mnohem obtížnější, než sledování nízké koncentrace této látky v čisté vodě, a obvykle se neobejde bez použití předseparačního kroku. Účinnost a citlivost separačních metod je obvykle testována na modelových vzorcích směsí látek ve vodě, a jejich použití v analýze biologických vzorků bez předběžné úpravy není běžné.

Strategií mého vlastního výzkumu je vývoj a aplikace separačních metod, zejména kapilární elektroforézy, pro stanovení biologicky aktivních látek za účelem diagnostiky a monitorování léčby vnitřních nemocí s důrazem na a) minimální předběžnou úpravu vzorků, b) rychlost stanovení (řádově desítky sekund), c) malé objemy vzorků (řádově jednotky mikrolitrů), a d) nízké náklady na analýzu.   
Obsahem této přednášky bude stručný nástin principu metody a jeho mikročipové varianty, přehled vlastních aplikací, rozbor výsledků monitorování hladin 3-methylhistidinu u pacientů hospitalizovaných s diagnózou diabetes mellitus II jako příkladu aplikace, a závěr.
2. Princip metody     

Základním principem elektromigračních metod je rozdílná pohyblivost nabitých částic (iontů) v elektrickém poli. Z analytického hlediska je nejvýznamnější elektromigrační technikou kapilární elektroforéza (CE). Mezi výhody této metody patří malá spotřeba vzorku (ca. 1 μl), snadná příprava biologického materiálu spočívající obvykle v odstranění proteinů filtrací, a relativně vysoká rychlost analýzy (řádově desítky minut). Pro ilustrací uvádím vlastní výsledek využití CE v klinickém výzkumu - stanovení celého spektra proteinogenních aminokyselin v plodové vodě (J.Chromatogr.B, 2006, 839, s. 12-18).

Významného zvýšení rychlosti prováděných CE analýz lze docílit prováděním elektroforetické separace v mikroměřítku na polymerních nebo silikonových mikročipech. Zkrácení doby analýzy mohu demonstrovat porovnáním elektroforetické separace modelové směsi 3-methylhistidinu, 1-methylhistidinu a histidinu v konvenční elektroforéze a v elektroforéze na silikonovém mikročipu. Kromě snížené doby analýzy, je výhodou miniaturizace potenciální přenosnost CE analyzátoru.  Implementace mikročipové varianty CE separace pro analýzu biogických tekutin (v rámci ČR ojedinělá) byla umožněna spoluprací mé laboratoře a Fyzikálního ústavu AVČR podporované dvěma na sebe navazujícími projekty GAČR (203/04/0519-Mikrofluidní analytický systém pro monitorování aminokyselin v biologických tekutinách a 203/07/0896- Rychlé stanovení biologicky aktivních nízkomolekulárních látek v biologickém materiálu pomocí mikrofluidních technik), jejichž jsem byla a jsem hlavním řešitelem. 
3. Přehled vlastních aplikací kapilární elektroforézy  (úspěchy)

Vývojem elektroforetických metod pro stanovení resp monitorování různých složek biologických tekutin jsem se zabývala  od roku 1984.
a) Expoziční test pro vinylchlorid (VCM). Kyselina thiodiglykolová (TdGA), jako hlavní metabolit vylučovaný močí po expozici monomeru VCM, je vhodným indikátorem expozice této karcinogenní látce. Po vypracování elektroforetické metody přímého stanovení TdGA v moči ve spolupráci s Ústavem analytické chemie AV ČR (Electrophoresis, 1984, 5, s. 226-230), jsme navrhli expoziční test (Prac. lék.1984, 36, s.163-165). Sledování TDGA v moči jsem pak provedla na souboru 35 osob exponovaných VC a souboru 20 neexponovaných osob,  u kterých byly zjištěny významně odlišné koncentrace (Prac.lék. 1995, 47, s. 58-63) a určen poločas vylučování (Prac.lék. 1995, 47, s. 64-67).
b) Oxidační stres. Oxidační stres je důležitým faktorem v mnoha patologických a toxikologických procesech. Jedním z jeho biomarkerů  je 8-hydroxy-deoxyguanosin (8-OHdG), který je hydroxylačním produktem poškození DNA, a jehož hladinu lze stanovit v moči nebo v tkáních. U zdravých jedinců se koncentrace 8-OHdG v moči pohybují v rozmezí 1-50 nM. I když zatím nejcitlivější metodou pro jeho stanovení je HPLC (LOD 0,6 nM), bylo možno přímým stanovením v moči s použitím CE detekovat zvýšené hladiny  8-OHdG u některých onkologických pacientů po radiační terapii (100-390 nM, LOD 42 nM, J.Chromatogr. B, 2004, 813, s. 255-261). 
c) Heparin. Typické terapeutické hladiny antikoagulačního činidla heparinu v krevní plasmě se pohybují v rozmezí 0,1-1 U/ml (0,06-0,6 (M); při chirurgických zákrocích jsou o řád vyšší. Ukázali jsme, že CE separace heparinu je možná, limit detekce 1,3  (M však není dostatečně nízký (Collection Czech.Chem. Communs, 2007, v tisku). Pro přímou detekci heparinu v krevní plasmě jsme ve spolupráci s Ústavem fyzikální chemie J. Heyrovského vyvinuli amperometrickou metodu s detekčním limitem 0,2 U/ml (Electroanalysis, 2006, 18, s. 1329-1338), která by mohla být alternativou klasického koagulačního testu.

d) Aminokyseliny (AMK). Hladiny volných aminokyselin v tělních tekutinách (krevní plasma, moč, tkáňový mok, plodová voda) jsou ukazatelem aktuálního výživového stavu příp. některých metabolických vad. Vysoká účinnost CE umožňuje během jedné analýzy vzorku krevní plasmy úplné oddělení 18 z 20 proteinogenních AMK a kreatininu, jejichž průměrné koncentrace u 9 zdravých jedinců odpovídají literárním údajům (Electroanalysis, 2006, 18, s. 152-157). V plodové vodě umožňuje CE separaci všech 20 proteinogenních AMK, jejichž hladiny u 24 gravidních žen s podezřením na abnormální vývoj plodu byly významně zvýšeny, oproti hladinám u 20 gravidních žen s věkem nad 35 let (J.Chromatogr. B, 2006, 839, s. 12-18).     

e) Nízkomolekulární látky  a ionty. CE separaci jsme nedávno úspěšně použili pro stanovení odpadních produktů metabolismu dusíku (amoniaku a kreatininu) a biogenních anorganických iontů ve vzorcích lidské moče (J. Sep. Sci. 2007, v tisku). Současné CE stanovení NH4+, kreatininu, Na+, K+, Ca2+ a Mg2+ má velký potenciál pro klinickou praxi, neboť standardně je nutno pro tuto komplexní analýzu použít nejméně čtyři rozdílné metody. Jinou aplikací je detekce zvýšených koncentrací kyseliny močové (hyperuricemie) v krevní plasmě a plodové vodě kuřecích zárodků s indukovanou unilaterální renální agenesí (J.Sep. Sci. 2007, 30, s. 1947-1952).     
4. Rozbor výsledků monitorování hladin 3-methylhistidinu (3MH) v moči 
      
Jedním z indikátorů katabolismu bílkovin kosterního svalstva je aminokyselina 3MH, která vzniká při proteolýze  aktinu a myozinu,  a beze změny se vylučuje močí. Zdrojem 3MH je jednak proteolýza vlastních bílkovin, jednak přijatá potrava, především masné výrobky. Oba zdroje lze odlišit na základě sledování dalšího derivátu histidinu, 1-methylhistidinu (1MH), který pochází pouze z přijaté potravy. Současným stanovením obou methylovaných derivátů histidinu v moči tak lze sledovat proteolýzu strukturních bílkovin kosterního svalstva. S použitím CE separace 3MH, 1MH, histidinu a kreatininu, který je nutno stanovit pro potlačení vlivu diurézy, jsme analyzovali 30 vzorků moči obézních pacientů hospitalizovaných s diabetes mellitus II.typu a obézních pacientů bez diabetu, v porovnání se zdravými kontrolami (J. Chromatogr. B, 2005, 821, s. 53 - 59). Zatímco průměrné koncentrace 3 MH ve všech třech skupinách byly srovnatelné, jejich poměr se u zdravých kontrol a obou skupin pacientů výrazně liší (zdraví 0,43, diabetes mellitus 0,7, obézní 1,5). Zvýšení poměru u obézních pacientů a pacientů s diabetem je pravděpodobně důsledkem zvýšené degradace svalových proteinů u těchto skupin. Na tomto příkladu budu rovněž demonstrovat možnost separace výše uvedených složek moči s použitím mikročipové varianty CE s podstatně kratší dobou analýzy (Electrophoresis, 2007,28, s. 2174-2180).
5. Závěr
    
 Dosažené výsledky ukazují, že kapilární elektroforéza je metoda vhodná pro detekci a monitorování nízkomolekulárních složek biologického materiálu bez předseparační úpravy vzorku. Lze očekávat, že spektrum stanovovaných látek se posune k látkám vysokomolekulárním, např. proteinům. Zavedení této metody do klinické praxe není možné bez úzké spolupráce s klinickými pracovišti, od kterých vycházejí podněty k řešení, a která zajišťují odběry biologického materiálu a vyhodnocení výsledků separačních analýz z hlediska jejich dopadu na diagnostické a léčebné postupy.  V současné době připravujeme projekt zaměřený na stanovení enzymu karnosinasy u onkologických gynekologických onemocnění a u pacientek s preeklampsií, na kterém budou spolupracovat obě oddělení našeho ústavu tj. oddělení biochemie a oddělení buněčné a molekulární biologie s gynekologicko-porodnickou klinikou.     

Za úspěch svůj a své laboratoře považuji zavedení mikročipové varianty elektroforézy (spolupráce s FÚ AV ČR), která významně zvyšuje rychlost elektroforetického stanovení, snižuje jeho náklady, a  v budoucnu by mohla umožnit analyzovat biologický materiál  přímo u lůžka pacientů. Za svůj úspěch dále považuji vytvoření týmu mladých vědeckých pracovníků, kteří se účastní jak na výuce biochemie, tak na vývoji analytických metod pro klinickou praxi. Z výsledků výzkumu laboratoře vycházejí jak témata doktorských disertačních prací, tak témata diplomových prací pregraduálních studentů lékařství a přírodovědných oborů.






