Abstrakt

Tato diplomovd prace se zaméfuje na inovativni pristup kombinujici dvé
vysokokapacitni metody, DNA metabarkddovani a bottom-up proteomickou analyzu pro
detekei a identifikaci alergend v prachu vcetné rizikovych organismd.

Teoretickd Cast se zaméfuje na slozeni prachu, jeho fyzikdlné-chemické vlastnosti
a hlavni skupiny alergend a pivodce alergenti jako jsou rozto€i, houby, bakterie a rtzné
environmentalni ¢astice.

Metodicka cast se vénuje moznostem vzorkovani prachovych castic, metodam detekce
a identifikaci alergenli. Jako efektivnéj$i alternativa k imunochemickym metoddm je
pfedstavena proteomicka analyza, kterd umozituje komplexni identifikaci Sirokého spektra
proteinii a alergenti, vCetné potencialnich dosud necharakterizovanych alergenii a proteinti
indikujicich pfitomnost rizikovych mikroorganismi. Moderni pfistup zahrnujici DNA
sekvenovani je popsan jako komplementarni metoda, kterd poskytuje detailni informace
o taxonomickém slozeni vzorkl,, coz vyrazné zlepsSuje presnost identifikace na proteinové
urovni.

Praktickd cast prace kombinuje proteomickou a genomickou analyzu pro detailni
charakterizaci prachovych vzorkl. Byla provedena optimalizace protokolu izolace DNA,
nasledné bylo provedeno uspésné sekvenovani amplifikovanych 16S rRNA a 18S rRNA
genu, které poskytlo informace o prokaryotickych a eukaryotickych organismech. Informace
zDNA metabarkédovani byly vyuzity pro vytvofeni databdze pro vyhodnoceni
proteomickych dat znanoLC-MS/MS. Tento kombinovany pfistup umoznil identifikovat
Siroké spektrum alergenti z trav, zvifecich alergend, lidskych proteini ¢i bézné vnitini i
venkovni mikroorganismy jako je Cladosporium, Aspergillus, Cladosporium a Alternaria.
Byl rovnéz testovan piistup zaloZeny na spajkovani proteinti pomoci exkrementi roztoce D.
farinae, ktery slouzil jako standard pro hodnoceni ptitomnosti rozto¢ovych alergenti ve
vzorku prachu. Testovany byly vzorky z rtiznych prostiedi, v¢etné vefejnych mist s vysokou
kumulaci osob a prostori CARC, které jsou bohaté na producenty alergent. Vzorky byly
odebirany dvéma zptisoby — stérem a pomoci Cisticky vzduchu a vysledky byly porovnany.

Celkov¢ tato prace demonstruje, ze kombinace proteomickych a genomickych metod a
integrace dat z nich umoznuje ziskat komplexni obraz o biologickém sloZeni prachu a jeho

potencialnich zdravotnich rizicich a vyzdvihuje dilezitost spravného nastaveni databaze.
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