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1 Uvod a cil bakalarské prace

Neurosteroidy jsou steroidni latky, jez jsou syntetizované pfimo v nervoveé tkani
z cholesterolu nebo z prekurzor(, které jsou pfenaseny krvi. Tyto latky pozitivné
ovliviuji vyvoj nervové soustavy, maji vliv na stres, uCeni, pamét, agresivitu,
uzkost a patfi mezi kliCové faktory, které ovliviuji chovani v dospélosti. Zmény
v jejich koncentracich mohou vést ke vzniku patologickych stavii nebo naopak
mohou mit lIéCebné ucinky, a proto mohou byt neurosteroidy, zejména tedy
jejich syntetické derivaty, pouzity v mediciné kléCbé neurologickych a
neurodegenerativnich chorob.

Neurosteroidy, ale i jiné latky Ize stanovit pomoci imunochemickych
metod, které jsou v dnesSni dobé velice rozSifeny. Imunitni systém je schopny
rozliSit télu cizi struktury tzv. antigeny a produkovat prostfednictvim
plazmatickych bunék protilatky, které s témito antigeny specificky reaguji a vazi
se na né. Protilatky jsou znamé vice nez sto let, maji globularni charakter, proto
jsou oznacovany jako imunoglobuliny. Jedna se o glykoproteinové molekuly,
které jsou pfitomny zejména v krevnim séru. Zakladni jednotka imunoglobulinu
se sklada ze dvou tézkych a dvou lehkych polypeptidovych fetézcl, které jsou
navzajem spojeny disulfidovymi mustky. Na molekule imunoglobulinu se
nachazi vazebna mista, ktera jsou schopna specificky reagovat s antigeny,
které vyvolaly tvorbu této protilatky. Konkrétné reaguiji jen s ¢asti antigenu, ktera
se nazyva antigenni determinanta. Vznik této vazby hraje kliCovou roli
v imunochemickych metodach pro stanoveni, kvantifikaci nebo separaci
riznych latek. V dnesni dobé jsme schopni pfipravit protilatky uméle imunizaci
laboratorniho zvifete, tyto protilatky jsou poté izolovany a nasledné vyuzity
v imunochemickych metodach. Béhem imunizace vznika smés protilatek,
kazdou protilatku produkuje jiny klon lymfocytu B a kazda je specificka k jiné
antigenni determinanté. Tyto protilatky se nazyvaji polyklonalni. Monoklonalni
protilatky jsou produktem jediného klonu lymfocytu B, jsou homogenni a
specifické vac&i konkrétni antigenni determinanté. Ziskavaji se laboratorné
pomoci hybridomové technologie.

Cilem této prace bylo charakterizovat polyklonalni protilatky proti

neurosteroidu s oznacenim JB12, to bylo provedeno pomoci enzymové
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imunoanalyzy (EIA). Tyto protilatky byly nasledné navazany na vhodny sorbent,
vzniknul tak imunosorbent (imunoafinitni gel) pouzitelny pro imunoafinitni
chromatografii (IAC). Koncentrace izolovanych neurosteroidd byla méfena
pomoci ultra-vysokouc€inné kapalinové chromatografie (UHPLC) ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS). U takto pfipraveného imunosorbentu byla
stanovena jeho kapacita a na zavér byl pouzit pro izolaci neurosteroidd

ze vzorku pochazejicich pfimo od pacientu trpicich roztrouSenou sklerézou.
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2 Teoreticka cast

2.1 Neurosteroidy

Steroidni latky, které jsou syntetizovany pfimo v nervové tkani, se nazyvaji
neurosteroidy (Corpéchot et al., 1981). Neurosteroidy tvofi dulezitou
podskupinu neuroaktivnich steroidd (BiCikova a Hampl, 2004), které zahrnuiji
latky ovliviiujici nervovy systém negenomickou cestou (Knytl a Mohr, 2016).
Patfi sem tedy jiZ zminéné neurosteroidy, vznikajici v nervovém systému, a
steroidni hormony, které jsou syntetizovany v perifernich endokrinnich zlazach
a do mozku se dostavaji krvi.

Oznaceni neurosteroid poprvé pouzil v roce 1981 francouzsky fyziolog
Etienne Baulieu pro dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS), ktery byl nalezen
ve vysokych koncentracich v mozku i po odstranéni pohlavnich zZlaz a nadledvin
(Knytl a Mohr, 2016). Tento pojem je nyni Siroce pouzivam pro steroidy
syntetizované v mozku (Reddy, 2010).

Jejich syntéza probiha z cholesterolu nebo ze steroidnich prekurzoru,
které pochazi z perifernich zdroju (Cais a Vyklicky, 2006). Neurosteroidy jsou
vysoce lipofilni a mizou snadno prekrocit hematoencefalickou bariéru a vyvolat
zmény ve fungovani nervové soustavy (Reddy, 2010). Lze je rozdélit do tfi
skupin: Jsou to pregnanové neurosteroidy (napf. allopregnanolon),
androstanové neurosteroidy (napf. androstan-3,17-diol) a sulfatované

neurosteroidy (napf. pregnenolon sulfat).

cholesterol

pregnanolon pregnenolon «——pregnenolon sulfat

progesteron 17-OH-pregnenolon —, DHEA « »DHEA-S

allopregnanolon 17-OH-progesteron  5ndrostendion «—— adrostendiol

l

11-deoxykortikosteron 11-deoxykortisol estron «——— testosteron

—/ J l androsteron \ / 1
305a-THDOC / |ortikosteron dihydrotestosteron

androstandion
3a5B-THDOC

kortisol estradiol

androstandiol
aldosteron

Obr. 1: ZjednoduSena schéma biosyntézy steroid (upraveno dle Knytl a Mohr, 2016)
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2.1.1 Biosyntéza neurosteroidt

Neurosteroidy jsou CasteCné nezavislé na sekreci steroidogennich Zlaz. Tvofi
se de novo z cholesterolu nebo z prekurzori, které prekonaly
hematoencefalickou bariéru, v gliovych bufikach a v neuronech (BiCikova a
Hampl, 2007; Reddy, 2010). Steroidni prekurzory neurosteroidd jsou
syntetizovany prfevazné v pohlavnich Zlazach, nadledvinkach a v placenté
(Reddy, 2010).

V nervové tkani se vyskytuji enzymy, které se podili na tvorbé i na
degradaci biologicky aktivnich neurosteroidll (Dorda et al., 2001). Mezi enzymy,
dehydrogenazy, 5a-reduktaza, sulfataza, sulfotransferaza a 7-hydroxylaza
(Bi¢ikova a Hapl, 2007).

Astrocyty a neurony exprimuji v mozku enzym cytochrom P450, ktery
dokaze Stépit postranni fetézec cholesterolu (CYP450scc) (Reddy, 2010).
Z cholesterolu poté vznikne pregnenolon, coz je klicovy meziprodukt nezbytny
pro biosyntézu neurosteroidi (obr. 2). Enzym 3B-hydroxysteroidni
dehydrogenaza je nutna pro dalSi pfeménu pregnenolonu na progesteron.
Biosyntézy neurosteroidd se ucCastni translokatorovy protein (TSPO), dfive
nazyvany periferni nebo mitochondrialni benzodiazepinovy receptor (Reddy,
2010). Tento protein se nachazi v perifernich tkanich a mozku na vnégjsi
mitochondrialni membrané. Podporuje transport cholesterolu na vnitini
membranu, kde je dostupny pro CYP450scc a umozZnuje tak syntézu

neurosteroidd.

Astrocyt M
ito
Chondrie
Cholesterol
Pregnenolon

enzymy
Neurosteroidy
Ca% / \

Neuron
NMDA receptor GABA, receptor

Obr. 2: Biosyntéza neurosteroidt (upraveno dle Benarroch, 2007)
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2.1.2 Mechanismus plsobeni na receptory

Klasické steroidni hormony pusobi tak, Ze dochazi k vazbé steroidu na
nitrobunécné receptory, nasledné dojde k prfemisténi komplexu steroidni
hormon-receptor do jadra buriky a ovlivnéni genové transkripce, uc€inek je na
rozdil od neurosteroidd vyvolan v fadu hodin az dnd (Dorda et al., 2001).
Plsobeni neurosteroidl se v centralni nervové soustavé (CNS) projevi jiz
béhem nékolika sekund nebo dokonce milisekund, maji negenomicky ucinek.

Pfenos mezi neurony tzv. synapticky pfenos je zasadni pro schopnost
nervového systému zpracovavat a ukladat informace (Vyklicky et al., 2014).
Synapse jsou specializované kontakty mezi neurony, které se realizuji pomoci
neurotransmitert (neuropfenasecu). Neurotransmiter jednoho neuronu aktivuje
neurotransmiterové receptory na membrané neuronu dalSiho.

lonotropni GABA a NMDA receptory zprostfedkovavaji vétSinu
synaptickych pfenost v CNS, vyuzivaji k tomu jiz zminéné neurotransmitery
(Cais a Vyklicky, 2006). Neurosteroidy jsou schopné pulsobit na tyto
membranové receptory a moduluji funkce nékterych ligandem (neurotransmiter)
aktivovanych iontovych kanalld. Dochazi tak ke zméné potencialu bunécné
membrany. Ligandem aktivované iontové kanaly tedy hraji kliCovou roli
v etiologii celé Ffady neurologickych a psychiatrickych poruch. Toho mize byt

v budoucnu vyuzito v terapii a psychofarmakologii.

2.1.2.1 GABA receptory

Kyselina y-aminomaselna patfi mezi hlavni inhibi¢ni neurotransmitery v CNS
(Dorda et al., 2001). Je schopna aktivovat iontové kanaly propustné pro
chloridové ionty.

Receptory, které jsou aktivovany pomoci kyseliny y-aminomaselné se
nazyvaji GABA receptory, délime je na ionotropni GABAAa, které pfimo tvofi
iontovy kanal pro CI- (Cais a Vyklicky, 2006). Dale metabotropni GABAs
receptor, ktery je spfazen G proteinem s Na* a K* kanaly. Treti skupinou jsou
GABAc receptory, které také tvofi iontovy kanal pro Cl, ale [iSi se
podjednotkovym sloZzenim, distribuci v organismu a vlastnostmi.

GABAA receptor se sklada z péti trasmembranovych podjednotek, které
vytvafi iontovy kanal (Cais a Vyklicky, 2006). Receptor GABAAa je hlavnim cilem
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neurosteroidl. Neurosteroidy mohou byt pozitivnimi nebo negativnimi
modulatory funkce tohoto receptoru v zavislosti na struktufe steroidni molekuly
(Reddy, 2010) a podjednotkovém slozZeni receptoru (Dorda et al., 2001).

Neurosteroidy jako allopregnanolon nebo pregnanolon moduluji GABAA
receptor pozitivné, to znamena, Zze prodluzuji dobu, po kterou jsou otevieny
jejich iontové kanaly (Cais a Vyklicky, 2006). Vysledny ucinek je hypnoticky,
analgeticky, odstranujici uzkost a snizujici pamét, ucinky jsou podobné
benzodiazepinim (Bi¢ikova a Hampl, 2004).

Sulfataci se stavaji tyto metabolity negativnimi modulatory (BiCikova a
Hampl, 2004). Pregnanolon sulfat nebo pregnenolon sulfat pusobi na GABAa
receptory inhibicné (Cais a Vyklicky, 2006) a pfiznivé ovliviuji pamét (Reddy,
2010).

2.1.2.2 Glutamatové receptory

NevyznamnéjSim excitanim neurotransmiterem v CNS je L-glutamat (Cais a
Vyklicky, 2006).

Na zakladé mechanismu uc€inku rozliSujeme dvé skupiny glutamatovych
receptortl (Cais et al., 2009). Jsou to ionotropni glutamatové receptory, které
po aktivaci glutamatem pfimo propoustéji kationty do bunky. Druhou skupinou
jsou metabotropni glutamatové receptory, které jsou spfazeny s G proteiny.

lonotropni glutamatové receptory muizeme dale rozdélit do tfi tfid
nazvanych podle latek, které maji schopnost se k nim vazat (Cais et al., 2009).
NMDA (N-methyl-D-aspartat), KA (kainat) a AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-

NMDA receptor se sklada z nékolika podjednotek, je vysoce propustny pro
vapenaté ionty a tim ovliviiuje fadu nitrobunéénych procest (Cais a Vyklicky,
2006). Pro jeho aktivaci je potfeba pfitomnost glutamatu a glycinu.

Hraji vyznamnou roli v celé fadé bunécnych procesu, jako je napfiklad
excitotoxicita, coz je bunécna smrt zplusobena v dlisledku nadmérné aktivace
glutamatovych receptort, ¢imz dojde k naruSeni homeostazy (Cais et al., 2009).
NMDA receptory se podileji na tvorbé paméti a procesu uceni, ale takeé plni roli
pfi vzniku a pribéhu fady patologickych stavid CNS (ischemické poSkozeni,

Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, schizofrenie).
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U neurosteroidu, které maji pfimy vliv na NMDA receptory, se vyskytuje
v poloze C3 sulfatova skupina (Cais a Vyklicky, 2006). Pregnenolon sulfat ma
na NMDA receptory potenciacni ucinek, zvySuje se pravdépodobnost otevieni
iontového kanalu. Pozitivni modulatory (pregnenolon, pregnenolon sulfat,
dehydroepiandrosteron, dehydroepiandrosteron sulfat) pamét’ zvysuji (BiCikova
a Hampl, 2007). Potenciacni ucinek je vétsi, pokud je neurosteroid aplikovan
pfed glutamatem (Cais et al., 2009). Mechanismus pusobeni tohoto
neurosteroidu je komplexnégjsi. Bylo zjisténo, Zze ma i inhibi¢ni ucinek, ktery je
ale v8ak maskovan mnohonasobné silngjSi potenciaci. Pusobeni neurosteroidl
s potenciacnim ucinkem je zavislé na fosforylaci.

Pregnanolon sulfat se liSi absenci jedné dvojné vazby a odpovédi NMDA
receptord inhibuje, snizuje pravdépodobnost otevieni iontového kanalu (Cais a
Vyklicky, 2006). Kone¢ny ucinek zavisi na podjednotkovém slozeni NMDA
receptor. Spole€nym rysem inhibi¢nich steroidu je to, Ze maiji nabitou skupinu
na C3 steroidniho jadra a dale je prostorové uspofadani chiralniho uhliku C3 a
C5 takové, aby davalo celé molekule zlomeny tvar (5B), jak je ukazano na
obr. 3 (Cais et al., 2009). K inhibici dojde, jen pokud byly receptory pfedem

aktivovany agonistou.

o, O
N o 0O
TN 5 N3
o) N
o )
Obr. 3: Struktura a tvar molekuly: allopregnanolon sulfat (5a) a pregnanolon sulfat (58)
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2.1.3 Vliv na chovani

Bylo zjisténo, Ze neurosteroidy ovliviuji pamét, schopnost uéeni, reakci na
stres, agresivitu a uzkost. (Cais a Vyklicky, 2006). Jsou dulezité pro spravny
vyvoj a fungovani mozku (Knytl a Mohr, 2016).

Zména v hladinach neurosteroidd, predevsim tedy jejich snizena tvorba,
muze vést ke vzniku Fady patologickych stavul jako je napfiklad premenstruaéni
syndrom, ruzné druhy deprese, nékteré formy epilepsie a také mohou pfispivat
k rozvoji neurodegenerativnich chorob (Bi¢ikova a Hampl, 2007). Bylo by je
tedy mozné potencionalné vyuzit klécbé neurologickych a psychiatrickych
onemocnéni (Cais a Vyklicky, 2006).

Nékteré neurosteroidy vykazuji protikieCové uc€inky, ¢ehoz mulze byt
vyuZzito u osob trpicich epilepsii (Dorda et al., 2001). Pfirozené se vyskytujici
allopregnanolon nebo pregnanolon snizuji uzkost, stejné u€inky maiji i jejich
syntetické analogy. Mohli by tak byt alternativou k dnes pouzivanym lékim proti
uzkosti (napf. benzodiazepiny), které mohou zpUsobovat poruchy paméti.
Progesteron a allopregnanolon rovnéz zkracuji dobu potfebnou k navozeni
spanku a prodluzuji dobu non-REM faze spanku, je tedy mozné, Ze hraji
prirozenou roli v regulaci spanku a mohli by byt pouZity pro 1éEbu nespavosti.

Pfirodni neurosteroidy maji nizkou biologickou dostupnost, mohou byt
tedy rychle inaktivovany a odstranény (Reddy, 2010). Syntetické analogy maji
lepSi farmakokinetiku a ucinnost, jsou vyuzivany jako sedativa a léky proti

uzkosti (minaxolon), anestetika (alfaxolon) a proti epilepsii (ganaxolon).

2.1.4 Allopregnanolon

Allopregnanolon (3a-hydroxy-5a-pregnan-20-on) je nejstudovanéjSim
neurosteroidem, a to vzhledem ke svym pozitivnim vlastnostem (Starka a
DusSkova, 2015). Jeho struktura je uvedena na obr. 5. Pusobi sedativng,
antidepresivné, proti kfe€im, uzkosti, tlumi bolest, chrani nervovy systém a
pfiznivé ovliviiuje tvorbu myelinovych pochev. Je to metabolit progesteronu,
ktery vznika z progesteronu v periferii i v mozku pusobenim dvou enzymu: 5a-
reduktazy a 3a-hydroxysteroidni dehydrogenazy (BiCikova a Hampl, 2004;
Starka a Duskova, 2015). Tato syntéza je znazornéna na obr. 4.
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5a-reduktaza 3a-hydroxysteroidni dehydrogenaza
progesteron —— > dihydroprogesteron allopregnanolon

Obr. 4: Schéma syntézy allopregnanolonu

K [éCebnému pouziti se moc nehodi, protoZze ma kratky biologicky poloCas
(Reddy, 2010) a muze byt metabolizovan na nezadouci produkty (BiCikova a
Hampl, 2004). Vyznamné jsou jeho syntetické derivaty. DalSi moznosti je
podpora tvorby neurosteroidd pfimo v mozku napfiklad zvySenim transportu
cholesterolu na vnitfni mitochondrialni membranu (Starka a Duskova, 2015).

Ve stresovych situacich nebo u onemocnéni spojenych se stresem
(uzkosti, panika, deprese) byly zjistény zmény v hladinach neurosteroidu
(Starka a Duskova, 2015). Akutni stres ma za nasledek zvySeni hladiny
allopregnanolonu. Dlouhodobé stresové situace vedou k poklesu jeho hladiny.
U lidi s velkymi depresemi jsou hladiny allopregnanolonu snizeny, zvySeni jejich
koncentrace ma antidepresivni ucinky. Allopregnanolon, ale i jiné derivaty
progesteronu, Ize pouzit i v 1éEbé epileptickych stava.

Allopregnanolon by bylo mozné pouzit v terapii traumatického poskozeni
mozku (Starka a Duskova, 2015). Uginkuje na mozkova traumata tak, Ze
snizuje otok, zanét, apoptézu, oxidacni stres a chrani mozek pfed ischemickym
poskozenim. Byl pozorovan pfiznivy ucinek allopregnanolonu na Alzheimerovu,
Parkinsonovu nemoc a roztrousenou sklerézu. Allopregnanolon vyvolava tvorbu
neuronu a oligodendrocyta.

V téhotenstvi je produkovan ve zvySené mife (Starka a DuSkova, 2015).
Pomaha prfekonat stres a zasahuje do sekrece oxytocinu a brani jeho
pfedCasnému vyplavovani. U plodu chrani nervovy systém a povzbuzuje vyvoj
mozku. Je to klicovy faktor ve zrani nervového systému a nasledné i pro

chovani v dospélosti.

o)
N\ CH,

CH,

HOY

Obr. 5: Struktura allopregnanolonu
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2.2 Protilatky a antigeny

Protilatky jsou znamy pres sto let (Ferencik et al., 2005). Jiz koncem 19. stoleti
se védélo, Ze krevni sérum lidi a zvifat po pfekonani urcittho onemocnéni
obsahuje latky, které jsou schopné ochranit jedince pfed timto onemocnénim
v budoucnu. Paul Ehrlich tyto latky roku 1891 nazval jako protilatky.
Spolu s lljou llji¢em Mec&nikovem dostal Nobelovu cenu za vypracovani prvni
teorie tvorby protilatek. K podrobnéj§imu poznani jejich struktury doslo
v 50. letech 20. stoleti (Jilek, 2014). Pozdé&ji doSlo k vysvétleni mechanismu
vzniku variability protilatek a byl objeven zpusob, jak pfipravit monoklonalni
protilatky.

Imunitni systém ma schopnost rozliSit cizi struktury a reagovat na né
specifickou imunitni odpovédi, ¢imz dojde ke zneSkodnéni a vyloucCeni télu
cizorodé latky (Hamplova et al., 2015). Molekularni nebo bunécné struktury,
které maji schopnost reagovat specificky s protilatkou, se nazyvaji antigeny
(Fukal a Holubova, 2007). Antigeny mohou byt pfirozeného nebo syntetického
puvodu (Lochmanova, 2014). Kompletni antigen je c&asto nazyvan jako
imunogen, ma schopnost navodit imunitni odpovéd (tvorba protilatek, zapojeni
lymfocytd) a je schopny reagovat s protilatkami a lymfocyty. Imunogen se
sklada z vysokomolekularniho nosiCe a z nizkomolekularnich determinantnich
skupin (antigenni determinanty, epitopy) (Fukal, 1989). Nekompletni antigen se
nazyva hapten. Je to nizkomolekularni latka, ktera sama nedokaze vyvolat
imunitni odpovéd (Barto$ et al., 2013). Toho je schopna jen po navazani na
vhodny vysokomolekularni nosi¢. Imunogen ma tedy vzdy vlastnosti antigenu,

ale antigen nemusi vzdy navodit tvorbu protilatek (Fukal a Holubova, 2007).

2.2.1 Struktura protilatek

Protilatky maji globularni charakter, proto patfi mezi tzv. imunoglobuliny (Ig)
(Fukal a Holubova, 2007). Z chemického hlediska se jedna o glykoproteinové
molekuly, tedy proteiny s navazanymi sacharidy (Bartinkova a Paulik, 2011).
Protilatky jsou charakterizovany dvéma zakladnimi vlastnostmi: specificita
a rozmanitost (Lochmanova, 2014). Protilatky vznikaji specificky proti konkrétni
antigenni struktufe. Vytvafi se tak ohromna rozmanitost, ktera umoznuje reakci

protilatek s velkym mnozstvim rliznych antigennich struktur.
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Kazda molekula imunoglobulinu obsahuje nejméné jednu zakladni
jednotku, ktera je tvofena 4 polypeptidovymi fetézci (Lochmanova, 2014; Jilek,
2014; Bartunkova a Paulik, 2011). Jeji struktura je uspofadana do tvaru
pismene ypsilon (obr. 6). Dva identické delSi Fetézce se oznaduji jako tézké
fetézce (H - Heavy) a dva identické kratSi se nazyvaji lehké fetézce (L - Light)
(Jilek, 2014). Lehké fetézce existuji ve dvou typech, a to kappa (1) nebo
lambda (M) (Ferencik et al., 2005). Molekula imunoglobulinu obsahuje vzdy jen
jeden typ lehkého fetézce (Fukal a Holubova, 2007). Tézké fetézce existuji
v péti typech (a, y, v, 6, €) a podle nich se protilatky zarazuji do 5 tfid (IgA, IgM,
IgG, IgD, IgE) a nasledné i podtfid (Ferencik et al., 2005). Na konstantni ¢ast
tézkého fetézce je navazan oligosacharid (Fukal a Holubova, 2007).

Retézce jsou navzajem spojeny disulfidovymi vazbami mezi dvéma
aminokyselinami (cysteiny) (Jilek, 2014). Disulfidové vazby se nachazi i uvnitf
fetézce, dochazi tak ke vzniku kruhovitych smycek - domeén. Nazvy domeén
vychazeji z variabilniho (V) nebo konstantniho (C) pofadi aminokyselin v dané
Casti fetézce (Lochmanova, 2014). Lehky fetézec obsahuje doménu
variabilni (VL) a konstantni (CL), tézky fetézec jednu doménu variabilni (VH) a

3—-4 domény konstantni (CH1-4).

ézﬂn
v

VARIABILNI
DOMENY L +H

KONSTANTNI
DOMENY L +H
Pantova oblast

Lehky Fetézec

KONSTANTNI FC

DOMENY H

COOH COOH
Obr. 6: Struktura imunoglobulinu (upraveno dle Ferencik et. al, 2005)
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Konstantni domény slouzi k aktivaci komplementu, vazbé na fagocyty,
opsonizaci atd. (Jilek, 2014). Variabilni domény téZzkého a lehkého fetézce
slouzi k navazani molekuly protilatky na antigenni determinantu. V molekule
imunoglobulinu jsou dvé shodna vazebna mista (Ferencik et al., 2005).
Specificnost protilatky je urfena uspofadanim aminokyselin ve vazebném
misté. Vazebné misto tvofi 3 hypervariabilni useky (CDR - Complementarity
Determining Region), v téchto usecich muze dochazet k zaméné aminokyselin
(Fukal a Holubova, 2007). Tyto useky jsou prostoupeny relativné konstantnimi
oblastmi, (FR - Framework Region) které tvofi kostru variabilni oblasti.

Protilatky reaguji pouze s malymi Castmi antigenu, které se nazyvaji
antigenni determinanty (epitopy) (Jilek, 2014). Jejich struktura zavisi na typu
antigenu, tvofi ji aminokyselinové nebo monosacharidové jednotky (Fukal a
Holubova, 2007). Protilatky maji jedineénou schopnost rozliSovat i nepatrné
rozdily jednotlivych antigennich determinant (Jilek, 2014). Pfi vzniku vazby mezi
antigenni determinantou a vazebnym mistem protilatky se uplatfiuji rdzné druhy
interakci: hydrofobni interakce, vodikové mdastky, van der Waalsovy sily a
elektrostatické sily. Vazebné misto protilatky je vzdy svym tvarem
komplementarni k epitopu na povrchu antigenu. Vznika imunokomplex, ktery je
reverzibilni (Hofejsi et al., 2013).

Oblast, ktera se nachazi v poloviné tézkych fetézcl je nazyvana jako
pantova oblast (Hinge), jelikoz vykazuje znacnou prostorovou flexibilitu
(Lochmanova, 2014). Tato oblast je citliva na pusobeni enzymu. Papein nebo
pepsin je schopny v tomto misté oddélit antigen vazici fragment Fab-fragment
(Fragment Antigen Binding) od Fc-fragmentu (Fragment Crystalizable), ktery
slouzi k vazbé protilatky s Fc-receptorem fady bunék.

2.2.2 Tridy imunoglobulint

Protilatky tfidy IgG, IgD, IgE a sérovy IgA maiji tvar pismene ypsilon (Ferencik
et al., 2005). Sekre¢ni IgA je dimer, molekula IgM se vyskytuje jako pentamer
v krevnim séru a monomer jako soucast antigenniho receptoru B-lymfocytl.
Molekuly v8ech tfid maji stejné lehké fetézce, liSi se navzajem tézkymi fetézci.
Imunoglobuliny se vyskytuji pfedev§im v krevnim séru (Fukal a Holubova,

2007). V menSim mnozstvi také v jinych télnich tekutinach, intracelularnim
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prostoru a cytoplazmatické membrané B-lymfocytl. IgG a IgM patfi mezi typické
protilatky cirkulujici v krvi, tvofi se pfi specifické imunitni reakci vyvolané
antigenem, ktery pronikl do krve (Ferencik et al., 2005). Pfi prvnim kontaktu
s antigenem vznikaji protilatky IgM, pfi dalSim kontaktu protilatky IgG, které jsou
soucasti celkové imunitni reakce. NejvétSi koncentraci v krevnim séru ma IgG.
Protilatky IgA se tvofi, pokud se antigen do organismu dostane sliznici, vznika
pak mistni imunitni reakce. V sekretech sliznic se nachazi sekre¢ni IgA,
v krevnim séru pak jeho monomerni forma. IgD je soucasti receptorl, které
rozeznavaji antigen na B-lymfocytech. IgE vznika jako odpovéd na alergeny a
ucastni se Casnych alergickych reakci z pfecitlivélosti a chrani sliznice pfed

parazity.

2.2.3 Tvorba protilatek

U Clovéka imunizace probiha pfirozené béhem vyvoje jedince nebo umélym
podavanim ockovaci latky za ucelem ochrany proti infekénim onemocnénim
(FerencCik, 1989). Zvifata se imunizuji za uCelem ziskani protilatek ve formé
imunniho séra tzv. antiséra. Tvorby protilatek se ucastni plazmatické buriky,
které vznikaji z lymfocytl B (Bartunkova a Paulik, 2011). Heterogenita protilatek
je umoznéna diky velké variabilit€ v sekvenci aminokyselin jednotlivych
polypeptidovych Fetézcu (Barto$ et al., 2013). K rozrlznéni dochazi béhem
zrani B-lymfocytu, kdy dochazi k nahodnému preskupovani strukturalnich gena,
které jsou slozeny ze subgenu lehkych a tézkych Fetézch. Obrovska
rozmanitost protilatek je umoznéna kombinaci lehkych a tézkych fetézcu.

Na povrchu B-lymfocytu se nachazi receptor pro antigen, ktery se nazyva
BCR (B-cell receptor) (Bartlrikova a Paulik, 2011). Tento receptor je tvofen
molekulami imunoglobulinG (IgD a monomerni IgM) (Ferencik et al., 2005).
Kazda skupina B-lymfocytd ma jinou specificnost, to znamena, Ze reaguji
s jinym antigenem. Pokud je navazan antigen na BCR receptor, dojde k tvorbé
informacnich molekul v cytoplazmé lymfocytd B (Jilek, 2014). Tyto molekuly
dokazou v jadfe spustit pfepis genl pro imunoglobuliny nebo pfipravovat

bunécéné déleni.
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Aktivovany B-lymfocyt se zaCne délit a diferenciovat na plazmatické
buriky, tyto buriky syntetizuji a vyluCuji protilatky se stejnou specificnosti, jako
mél imunoglobulin % BCR receptorech aktivované skupiny
lymfocytd B (FerencCik et al., 2005). Takto pfimo mohou aktivovat B-lymfocyty
predevsSim polysacharidové antigeny. Proteinové antigeny musi byt nejdfive
upraveny v burikach prezentujicich antigen a vyzaduji také zapojeni pomocnych

lymfocyth T (TH).

antigen

~ \
burika
prezentujici
antigen (APC) l

6.00
| | | I
. . xaf , -b vk
l plazmatlcke buriky 1 pamétové B-buriky

protllatky
Obr. 7: Aktivace B-lymfocyt specifickym antigenem

2.2.4 Priprava protilatek

Protilatky se nejCastéji ziskavaji umélym aplikovanim imunogenu laboratornim
zvifatlim. Tento proces se nazyva imunizace (Barto$ et al., 2013). Nejvétsi
mnozstvi protilatek se nachazi v krvi, izolace specifickych protilatek je velmi
slozita, proto se nejCastéji pouziva kompletni krevni sérum imunizovaného
zvifete (antisérum), pfipadné Ize pouzit izolovana globulinova frakce nebo
vyjimecné izolované specifické protilatky (Fukal a Holubova, 2007).
V laboratornich podminkach se na pfipravu protilatek pouzivaji mysSi a kralici,
pfi potfebé vétSiho mnozZstvi antiséra se vyuZivaji kozy, prasata, ovce nebo

koné. Imunogen je do téla zvifete vpraven injekéné spolu s podplrnymi latkami
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(adjuvans), které maji za ukol chranit imunogen pfed rychlym odbouranim a
stimulovat imunitni odpovéd. Dochazi tak ke stimulaci riznych klonu
lymfocytd B, jejich proliferaci a diferenciaci na plazmatické burky (Bartos et al.,
2013). Kazdy klon reaguje na jiny epitop, proto vznikaji i protilatky proti riznym
epitopim daného antigenu. Tyto protilatky se nazyvaji polyklonaini.

Po prvni aplikaci imunogenu je vyvolana primarni imunitni odpovéd,
vznika malé mnozstvi protilatek predevsim tfidy IgM (Fukal a Holubova, 2007).
Proto je zvife imunizovano opakované po dobu nékolika tydnt az mésicu podle
navrzenych imunizacnich schémat, aby doSlo ke vzniku sekundarni imunitni
odpovédi. Z antiséra je mozné izolovat imunoglobulinovou frakci srazenim
siranem amonnym, ionexovou nebo gelovou chromatografii atd. Takto
pripravené protilatky jsou smési protilatek, jsou tedy znacné heterogenni. Proto
byl v 70. letech minulého stoleti vypracovan postup pfipravy monoklonalnich
protilatek. Monoklonalni protilatky jsou produktem plazmatickych bunék
odvozenych od jednoho B-lymfocytu a jsou specifické proti jednomu epitopu
(Bartunkova a Paulik, 2011). Jedna se o homogenni protilatky, které jsou
naprosto identické, se stejnou strukturou, specificitou a afinitou k antigenu
(Fukal a Holubova, 2007). Monoklonalni protilatky tedy umoznuji standardizaci
imunochemickych metod. Plazmatické buriky nejsou schopné neomezeného
mnozeni, proto se fuzuji s nadorovymi burikami (myelomové buriky), které jsou
nesmrtelné (Chromy, 2011). Vysledkem je hybridomova burfika (hybridom),
ktera ma vlastnosti lymfocytd i myelomovych bunék (Novak, 2002).
To znamena, zZe je schopna tvofit protilatky a zachovala si nesmrtelnost
myelomové linie. Monoklonalni protilatky vznikaji v organismu prfedevSim za

patologickych okolnosti (Hofejsi et al., 2013).

2.3 Imunochemie a imunoanalyza

Poznatky zimunologie, ktera se zabyva studiem imunitniho systému, jeho
strukturou, organizaci a funkci, v dnesni dobé pronikly do mnoho dalSich oborq,
jako je napfiklad alergologie, imunogenetika, bunéfna imunologie a
imunochemie (Hamplova et al., 2015). Pojem imunochemie poprvé pouzil
Svédsky chemik S. A. Arhenius vroce 1907 (Chromy, 2011).
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Imunochemie zkouma imunitni procesy na molekularni urovni, biosyntézu,
strukturu, biologickou aktivitu a interakce molekul imunitniho systému
(pfedevsim antigenu a protilatek) (Fukal, 1989).

Imunochemické metody jsou zaloZeny na specifické interakci mezi
protilatkou a antigenem (nebo haptenem), proti kterému byla tato protilatka
vytvofena (Barto$ et al., 2013). Tyto metody mohou byt vyuzZity pro detekci,
stanoveni nebo separaci riznych biologicky aktivnich latek. Slouzi ke sledovani
koncentraci antigend, haptend i protilatek, coz umoznuje stanovit diagnézu,
zZjistit zbytkovou koncentraci |éCiv nebo odhalit nepovolené pouzivani
navykovych a podplrnych latek (Fukal a Holubova, 2007). V poslednich dvou
desetiletich doslo k velkému rozvoji a vyuziti téchto technik imunoanalyzy

predevsim v biochemickych a medicinskych oborech.

2.3.1 Enzymova imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA) je vysoce citliva imunochemicka metoda
vyuzivajici reakci mezi antigenem a protilatkou (Lochmanova, 2014). Slouzi
k detekci nebo kvantifikaci stanovované latky (Fukal a Holubova, 2007).

Detekce imunokoplexu (protilatka a antigen) se provadi za pouZiti
enzymaticky znacené protilatky nebo antigenu (BartGnikova a Paulik, 2011).
Enzymy byly k zna€eni v imunoanalyze poprvé pouzity v roce 1971. Nahradily
nékteré radionuklidy, které byly do té doby pouzivany (Chromy 2011).

Enzym je chemicky vazan na protilatku nebo na antigen, takto oznacena
latka se nazyva konjugat (Bartos et al., 2013). Enzymy vhodné pro pouZiti musi
mit malou molekulovou hmotnost, musi byt schopné vazby na protilatky nebo
antigeny, musi byt stabilni, musi mit vysokou enzymovou aktivitu, reakcni
produkt musi byt barevny nebo snadno detekovatelny a enzym musi byt snadno
dostupny (Lochmanova, 2014). NejpouzivanéjSim enzymem pro EIA je kifenova
peroxidaza. Jejim substratem je obvykle peroxid vodiku. Pfi reakci enzymu se
substratem se uvoliuje kyslik, ktery v spfazené reakci oxiduje chromogen a
vznika barevny reakCni produkt. Jako chromogen je vyuzivan napfiklad TBM
(3,3, 5,5'-tetrametylbenzidin), oxidaci tohoto chromogenu vznikaji jasné modré
reakéni produkty (Fukal a Holubova, 2007). Enzymova reakce je nasledné

zastavena kyselinou a barva produktll se méni na Zlutou s absorpénim
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maximem 450 nm. DalSimi vhodnymi enzymy jsou alkalicka fosfataza, beta

galaktozidaza a glukozaoxidaza (Lochmanova, 2014).

2.3.1.1 Homogenni enzymova imunoanalyza

Homogenni kompetitivni imunoanalyza vyuziva kompetice mezi znamym
mnozstvim antigenu, ktery je znaCen enzymem a neznacenym (stanovovanym)
antigenem o vazbu na omezeném mnozstvi protilatky (Lochmanova, 2014).
Aktivita volné znaCené molekuly je odliSna, nez aktivita znaCené molekuly
v komplexu protilatka-antigen (Ferencik, 1989). Homogenni stanoveni tedy
nevyzaduje oddéleni volného znaCeného antigenu a vazaného znaCeného
antigenu (Novak, 2002). Pokud dojde k navazani znaeného antigenu na
protilatku, tak dochazi k zastinéni aktivniho centra enzymu a enzym nevykazuje
aktivitu (Barto$ et al., 2013). Enzymova aktivita je tim vysSi, ¢im je vétsi
mnozstvi stanovovaného antigenu ve vzorku, protoZze se ho na protilatku
navaze vice a v nenavazané formé zUstane vice znaCeného antigenu.

Enzymova aktivita je pak pfimo umérna mnozstvi stanovovaného antigenu.

2.3.1.2 Heterogenni enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Heterogenni imunoanalyza byva oznacovana jako ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) (Lochmanova, 2014). Heterogenni stanoveni vyzaduje
oddéleni nenavazaného znafeného reaktantu od jeho vazané formy, to se
nejCastéji provadi pomoci adsorpce na pevnou fazi a naslednym promytim
(Novak, 2002). Jedna ze slozek reakce (antigen nebo protilatka) je navazana na
povrchu pevné faze (Lochmanova, 2014). Jako pevna faze se pouziva povrch
zkumavek, jamky mikrotitraCnich desti¢ek, polystyrenové nebo magnetické
Castice. Proteiny jsou na pevny nosi¢ zakotveny pomoci nespecifickych
hydrofobnich interakci (Fukal a Holubova, 2007). NejpouzivanéjSim materialem
je polystyren. Latky, které nemaji bilkovinou povahu, se nejdfive musi
konjugovat s inertnim proteinem. Mikrotitraéni desti¢ky standardniho rozméru
obsahuji 96 jamek v osmi fadcich a dvanacti sloupcich, objem jedné jamky je
okolo 300 pl.

Existuje celd fada variant usporadani této metody (Fukal a Holubova,

2007). Lze je rozdélit podle toho, zda probiha v kompetitivnim nebo
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v nekompetitivnim uspofadani a také podle imunoreaktantu, ktery je zakotven
na pevnou fazi (antigen nebo protilatka).

U kompetitivniho pfimého usporadani ELISA metody (obr. 8) soutézi
znameé mnozstvi znaCeného antigenu s neznaCenym stanovovanym antigenem
0 omezené mnozstvi vazebnych mist protilatky vazané na pevném nosicCi
(Lochmanova, 2014). Mnozstvi znaCeného antigenu je vzdy vétSi nez mnozstvi
protilatky. Proto nedojde k navazani vSech pfitomnych antigenu (Barto$ et al.,
2013). NeznacCeny (stanovovany) antigen inhibuje navazani maximalniho
mnozstvi znadeného antigenu na protilatky (Fukal a Holubova, 2007). Cim vice
je neznaCeného antigenu, tim méné dochazi k vazbé znaeného antigenu na
protilatku. Vznikaji dva komplexy, jeden znaceny (znaCeny antigen, protilatka) a
jeden neznaceny (neznaceny antigen, protilatka) (Bartos et al., 2013). MnozZstvi
vznikajiciho znaceného komplexu je nepfimo umérné mnozstvi pFitomného
neznaceného antigenu. Toto uspofadani bylo vyuZito v praktické cCasti této

prace.

oc OF o Ot o O
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Y protilatka ® antigen oc antigen znaceny enzymem
Obr. 8: Schéma pfimé ELISA metody

Po probéhnuti imunochemické reakce jsou b&hem promyti odstranény
nenavazané slozky, které nebyly navazany do imunokomplexu (Bartos et al.,
2013). Po pfidani enzymového substratu a inkubaci je substrat pomoci enzymu,
kterym byl oznacen v tomto pfipadé antigen, pfeménovan na barevny produkt.
Tato enzymaticka reakce je po urcité dobé zastavena a nasledné je provedeno
spektrofotometrické méreni.

K spektrofotometrické detekci se pouziva ELISA-reader (Bartirikova a
Paulik, 2011). Jedna se o modifikovany spektrofotometr, ktery umoznuje méfeni
barevné reakce v jamkach mikrotitracni desticky pfi rdznych vinovych délkach.

Druhym typem je nekompetitivni enzymova imunoanalyza (Lochmanova,

2014). P¥i stanoveni antigenu je na pevnou fazi navazana specificka protilatka,
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ktera je vzhledem ke stanovovanému analytu v pfebytku. S ni reaguje
stanovovany antigen (Barto$ et al., 2013). Pro kvantifikaci slouzi druha
specificka protilatka, ktera je vhodné oznacena. Pfidava se v nadbytku a vaze
se na tento antigen na jinou antigenni determinantu. Po promyti se
spektrofotometricky méfi enzymova aktivita. Mnozstvi komplexu (protilatka,
antigen a znaCena protilatka) je pfimo umérné mnozstvi stanovovaného

antigenu. Tato metoda je oznaCovana jako sendviCova (obr. 9).

/(EAEAE)E »){ E

E
Y protilatka ® antigen A protilatka znacena enzymem
Obr. 9: Schéma sendvi¢ové ELISA metody

2.3.2 Imunoafintini chromatografie

Dal$i metodou je imunoafinitni chromatografie (IAC). Radi se mezi separaéni
techniky (Kas et al.,, 2005). Pracuje na stejném principu jako jiné afinitni
chromatografie, které vyuzivaji pfirozené schopnosti fady latek rozpoznat jiné
molekuly.

Dochazi ke specifické interakci mezi ligandem kovalentné navazanym na
pevném nosiCi a latkou, ktera ma byt izolovana (Fukal a Holubova, 2007).
V pripadé imunoafinitni chromatografie (obr. 10) spolu interaguje protilatka a
antigen nebo hapten. Jeden €len z této dvojice tzv. ligand je navazan na pevny
nosi¢ (Ferencik, 1989). Na tento nosi¢ se poté nanese roztok, ktery obsahuje
riznou smés latek. Na ligand se budou vazat jen molekuly druhého ¢lena z
dané dvojice, které maji k ligandu afinitu. Molekuly této druhé latky se poté
uvoliuji desorpci a ziskavaji se v Cistém stavu. Pokud je izolovana protilatka,
tak ligandem je antigen, kdyz je izolovan antigen, tak ligandem je protilatka.
Ligand pouzivany pfi analyze musi mit schopnost vazat molekuly, které maji byt
izolované a také musi obsahovat reaktivni skupinu, prostfednictvim které se
navaze na nosic¢ (Ferencik, 1989).

Nosi¢ (imunosorbent), na ktery je zakotven ligand, musi splfiovat urcité

vlastnosti (Fukal a Holubova, 2007). Jeho chemicka reaktivita musi umoznit
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navazat ligand (dostatek aktivnich skupin), imunosorbent musi byt nerozpustny
a chemicky stabilni pfi interakci se vzorkem a pfi eluci, musi byt odolny proti
enzymové a mikrobialni degradaci, musi mit nizké nespecifické sorpce, mél by
mit hydrofilni charakter a jeho Castice by mély mit vhodny tvar a velikost.
Jako imunosorbenty spliujici tyto pozadavky se pouzivaji nosiCe na bazi
agarozy, celuldzy, skrobu, polyakrylamidu, hydroxyalkylmetakrylatu a porézniho
skla. Napriklad Affi-Gel 10 a 15, coz je N-hydroxysukcinimidovy ester derivatu
zesitované agardzy. Tento derivat je schopny reagovat s primarnimi aminovymi
skupinami, které se nachazi v proteinech. Imunoglobuliny tak mohou byt
ukotveny v nosi¢i a vznika imunosorbent (Ferencik, 1989). Imunosorbent je
umistén do plastové kolonky, pres kterou se necha protéct sérum nebo jiny
roztok, z kterého jsou izolovany antigeny nebo protilatky.

Pfi imunoafinitni chromatografii dojde k interakci antigenu s protilatkou
navazanou na nosi¢ (Fukal a Holubova, 2007). Tento specificky navazany
antigen nebo hapten musi byt z imunosorbentu uvolnén. Provadi se to zménou
chemickych a fyzikalnich podminek, pfi které dochazi ke zméné sekundarni a
terciarni struktury obou partnerd imunoreakce a naslednému rozstépeni
imunokoplexu. Tyto konformaéni zmény by mély byt vratné, aby mohl byt
antigen izolovan v nativni formé a aby byla zachovana imunoreaktivita
imunosorbentu a mohl byt tak opakované vyuzivan. K uvolnéni antigenu se
nejCastéji pouziva zmeéna pH, sniZzeni iontové sily (destilovana voda),

chaotropni €inidla, denaturaéni Cinidla nebo nepolarni rozpoustéla.
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Obr. 10: Schéma imunoafinitni chromatografie
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3 Prakticka cast

3.1 Pristroje, chemikalie a roztoky

3.1.1 Pristroje

Vortex (Infrared Vortex Mixer - Wizard, VELP Scientifica, Italie), ultrazvukova
Cisticka (Elmasonic S10, ElIma, Némecko), centrifuga (Heraeus Biofuge Stratos,
Thermo Scientific, USA), pH metr (pH 700, Eutech instruments, Nizozemsko),
Rotator (Rotator SB3, Stuart, UK), spektrofotometr (UV-1601, Shimadzu,
Japonsko), ELISA-reader (Microplate reader, Finstruments, Finsko), odparka
(Turbo VAP, LV, Caliper Life Sciences, USA), automaticka plnicka (Labsystems
Multidrop DW, Thermo Scientific, USA).

3.1.2 Chemikalie

Siran amonny (Lach-Ner, CR), amoniak (Lach-Ner, CR), chlorid sodny (Lach-
Ner, CR), dihydrat dihydrogenfosforeénanu sodného (Lach-Ner, CR),
dodekahydrat hydrogenfosforeénanu disodného (Lach-Ner, CR), uhligitan sodny
(Lachema, CR), hydrogenuhligitan sodny (Lachema, CR), TWEEN2o (Sigma-
Aldrich, USA), hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA), octan sodny
(Lachema, CR), kyselina citronova (Lachema, CR), dimethylsulfoxid (DMSO)
(Sigma-Aldrich, USA), peroxid vodiku (Lach-Ner, CR), Affi-Gel 10 (Bio-Rad,
Némecko), 1 mol/l Ethanolamin hydrochlorid (pH 8) (Sigma-Aldrich, USA),
methanol (Merck KGaA, Némecko), standardy steroidd (Sigma-Aldrich, USA),
azid sodny (Sigma-Aldrich, USA), kfenova peroxidaza (HRP) (Sigma-Aldrich,
USA), kyselina sirova (Lachema, CR), acetonitryl (Merck KGaA, Némecko),
MOPS (kyselina 3-morfolinopropansulfonova) (Sigma-Aldrich, USA), referen¢ni
matrice (Biopanda Reagents, UK), interni standardy neurosteroidu (Cambridge

Isotope Laboratories, Inc., USA).

Standardy neurosteroidd s oznaenim JB12, JB13, VK 485, VK 145,
VK 146 a VK 466 byly pfipraveny v Ustavu organické chemie a biochemie
v Praze. Polyklonadlni protilatky proti antigenu JB12-BSA byly pfipraveny
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v Laboratofi rastovych regulatori, stejné jako konjugat tohoto antigenu

s kifenovou peroxidazou.

3.1.3 Roztoky

Siran amonny:. K mirné zahfaté redestilované vodé byl pfidan siran amonny,
roztok byl pfipraven mirné presyceny, pomoci amoniaku bylo pH upraveno na

7,2, byl prefiltrovan, k roztoku byl pfidan i nerozpustény siran amonny.

Pufr PBS: 0,87 g chloridu sodného a 7,8 g dihydratu dihydrogenfosfore€nanu

sodného na 1 litr destilované vody, pH 7,2

PBS pufr pro dialyzu: 9 g chloridu sodného a 17,9 g dodekahydratu

hydrogenfosfore¢nanu disodného na 1 litr destilované vody, pH 7,2

Pufr na fedéni standardd: 8,5 g chloridu sodného, 2,69 g dodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu disodného a 0,34 g dihydratu dihydrogenfosforeénanu

sodného na 1 litr destilované vody, pH 7,2

Koutovaci pufr: 1,5 g uhli€itanu sodného a 2,93 g hydrogenuhli€itanu sodného

na 1 litr destilované vody, pH 9,6
Promyvaci roztok (PBST2): 1 g TWEEN20, na 1 litr PBS pufru
Redici roztok pro tracer: 1 g BSA na 1 litr destilované vody

Roztok octanu sodného: 27,2 g octanu sodného na 100 ml destilované vody,

pH upraveno pomoci 1 mol/l kyseliny citronové na hodnotu 5,8
TBM: 0,1 g TBM na 10 ml DMSO

Redény peroxid vodiku: Peroxid vodiku 30% byl zfed&n s destilovanou vodou

v poméru 1:5.

Substrat. 10 ml destilované vody, 0,5 ml pfipraveného roztoku octanu sodného,

100 yl TBM a 10 ul fedéného peroxidu vodiku

MOPS pufr: 20,93 g MOPS (kyselina 3-morfolinopropansulfonova) a 17,53 g

chloridu sodného na 1 litr destilované vody, pH 7,2
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3.2 Metody
3.2.1 lzolace protilatek

3.2.1.1 Precipitace protilatek

V centrifugaéni zkumavce byly smichany 2 ml PBS pufru s 5 ml krevniho séra
obsahuijici protilatky proti neurosteroidu JB12. Za stalého michani na tfepacce
bylo opatrné pfikapavano 7 ml roztoku siranu amonného. Vznikla suspenze
byla ponechana 30 minut pfi laboratorni teploté, obsah centrifugaéni zkumavky
byl béhem této doby nékolikrat promichan. Nasledné byla provedena

centrifugace po dobu 20 minut, pfi teploté 4 °C a pfi 7500 rpm.

3.2.1.2 Rozpusténi a dialyza protilatek

Po centrifugaci byl supernatant z centrifugacni zkumavky odstranén a sedlina
byla rozpusténa a rozmichana v minimalnim mnozstvi PBS pufru. Dialyzacni
membrana byla namocCena do destilované vody, kde doslo k jeji regeneraci.
Nasledné byl rozpustény a rozmichany supernatant z centrifugacni zkumavky
preveden do dialyzaéni membrany. Dialyza probihala proti PBS pufru 2 dny pfi
teploté 4 °C. Pufr na dialyzu byl b&éhem této doby nékolikrat vymeénén.

Nasledné byla zméfena absorbance protilatek na spektrofotometru pfi vinové
délce 280 nm a vypocitana koncentrace protilatek. Smés protilatek byla

uskladnéna s pfidavkem azidu sodného pfi -20 °C.

3.2.2 Optimalizace ELISA metody

U ziskané protilatky je nutné stanovit jeji zakladni charakteristiky, to bylo
v praktické casti této prace provedeno pomoci pfimé ELISA metody. Tato
metoda musi byt nejdfive optimalizovana pro konkrétni protilatku.

Do 96 jamkové mikrotitracni desky byly navazany protilatky. Do kazdé
jamky bylo pipetovano 150 pl roztoku protilatky o koncentraci 51 pg/mi
v koutovacim pufru. Takto pfipravené mikrotitracni desky byly inkubovany po
dobu 24 hodin pfi 4 °C.

Nasledné byl obsah jamek rychlym pfevracenim vylit do odpadu a jamky

mikrotitracni desky byly pomoci automatické plniCky dvakrat promyty (pufrem
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PBST20), aby doslo k vymyti nenavazané protilatky. Promyvaci roztok byl
rychlym pfevracenim mikrotitracni desky vylit do odpadu. Pfi druhém promyti
byl promyvaci pufr nechan pusobit po dobu 15 minut, aby doS$lo k zablokovani
nespecifickych vazeb. Poté byl pufr odstranén a deska byla vysuSena.

Do vSech jamek bylo napipetovano 100 ul PBS pufru na fedéni standardu.
Do jamek prvniho sloupce bylo napipetovano 50 pl standardu neurosteroidu
JB12 v koncentraci 10®° mol/l. Vicekandlovou pipetou byl obsah jamek
promichan. Z jamek prvniho sloupce bylo pipetovano 50 ul do sloupce druhého,
obsah byl znovu promichan a bylo znovu pipetovano 50 pl do jamek sloupce
tfetiho, postup byl opakovan az po jedenacty sloupec, ze kterého bylo 50 pl
odebrano a zlikvidovano, do dvanactého sloupce nebyl napipetovan zadny
standard neurosteroidu.

Nasledné byl pfipraven roztok znaceného antigenu. Do zkumavky bylo
napipetovano 5 ml fediciho roztoku pro tracer a 5 pl konjugatu (20 ng,
neurosteroid JB12 znaceny kifenovou peroxidazou - HRP). Obsah zkumavky byl
promichan, 50 ul roztoku bylo pomoci krokovaci pipety rychle napipetovano
do vSech jamek kromé jamky 12A, ktera obsahovala jen PBS pufr na fedéni
standardud a slouzila jako reference pro méfeni absorbance. Inkubace probihala
po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Obsah jamek byl poté vylit do odpadu
a jamky byly dvakrat promyty promyvacim roztokem. Mikrotitracni deska byla
vysusena.

Do vani¢ky pro vicekanalovou pipetu byl pfipraven substrat, tak ze bylo
smichano: 15 ml destilované vody, 750 ul octanu sodného, 150 ul TBM a 15 pl
peroxidu vodiku. Obsah vani¢ky byl promichan, substrat byl pipetovan v objemu
150 ul do v8ech jamek ELISA desky. Po inkubaci a dostateném vzniku
modrého zbarveni (15 minut) bylo pfidano 50 pl 2 mol/l kyseliny sirové.
Mikrotiraéni deska byla umisténa do spektrofotometru a byla zméfena

absorbance zlutého zbarveni pfi vinové délce 450 nm.

3.2.3 KFizova reaktivita

Kfizova reaktivita je reakce protilatky s jinym antigenem, odliSnym od toho,
ktery byl pouzit k imunizaci a vyvolal tvorbu této protilatky. K vazbé dochazi diky
strukturnim podobnostem. V tomto pfipadé byl pouzit k imunizaci laboratorniho
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zvifete neurosteroid s oznaCenim JB12 navazany na bilkovinny nosi¢ (BSA).
Jedna se o 20-oxo0-5B-pregnan-3p3-karboxylovovou kyselinu (obr. 11). Kfizova
reaktivita tohoto standardu byla tedy 100 %.

HsC

/O

CH,

CHjy

HO

O
Obr. 11: Struktura steroidu JB12

Postup ELISA testu byl stejny jako v pfipadé optimalizace, jen do jamek
C—-H prvniho sloupce byly pipetovany standardy pro studium kfiZzové reaktivity,

vzdy ve dvou opakovanich v koncentraci 10> mol/l.

1 2 3141|565 6|7 |89 10 | 11 12
A | JB12 (10°mol/I) Blank
B | JB12 (105 mol/I) Bo
C | Progesteron (10° mol/) Bo
D | Progesteron (10 mol/l) Bo
E | Testosteron (10> mol/I) Bo
F | Testosteron (107> mol/l) Bo
G | DHEA (10 mol/l) Bo
H | DHEA (10 mol/l) Bo

Obr. 12: Schéma aplikace standard na mikrotitracni desku pro testovani kfizové
reaktivity pomoci ELISA metody

3.2.4 Priprava imunoafinitniho gelu

Izolované protilatky proti neurosteroidu JB12 byly nejdfive dialyzovany, sérum
obsahuijici protilatky bylo pfevedeno do zregenerované dialyzacni membrany,
membrana byla uzavifena pomoci svorek. Do kadinky obsahujici MOPS pufr,
bylo vloZzeno michadlo a dialyzaCni membrana. Dialyza probihala po dobu
24 hodin pfi 4 °C.

Do kolonky byl pipetovan pomoci Pasteurovy pipety Affigel 10

do poZzadovaného objemu 3 ml. Gel byl promyt 10 ml redestilované vody a
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15 ml MOPS pufru. Takto pfipraveny gel byl pfenesen do vhodné centrifugaéni
zkumavky, kde byl smichan s1,5ml roztoku obsahujici protilatky
(25 mg protilatky na 1 ml gelu). Reakéni smés byla michana po dobu 4 hodin pfi
teploté 4 °C. Poté byla nadbyteCna mista blokovana pfidavkem 1 mol/l
Ethanolamin - HCI (0,1 ml na 1 ml gelu). Po jedné hodiné byl gel pfenesen
po 500 pl do 6 kolonek s fritami, gel byl proplachnut 10 ml redestilované vody a
15 ml PBS pufru. Kolonky s imunoafinitnim gelem byly uschovany v PBS pufru

s pridavkem azidu sodného pfi 4 °C.

3.2.5 Stanoveni kapacity imunoafinitniho gelu

Kapacita imunoafinitniho gelu byla stanovovena pomoci standardu
allopregnanolonu a smési standardd neurosteroidl, ktera obsahovala

pregnenolon, allopregnanolon, testosteron, progesteron a DHEA.

3.2.5.1 Priprava vzorku

Tento krok slouzi k upravé vzorku pfed imunoafinitni chromatografii, béhem této
upravy jsou odstranény proteiny. PFi stanoveni kapacity byla vyuZita referenéni
matrice, ktera méla simulovat krevni sérum a napodobit podminky izolace
neurosteroidu ze vzorkld od pacientu.

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 100 ul referenéni matrice, 25 pmol
znaéeného interniho standardu allopregnanolonu (?Hs allopregnanolon) a
allopregnanolon o latkovém mnozstvi 5 pmol, 10 pmol, 50 pmol, 100 pmol,
500 pmol a 1000 pmol. Objem v mikrozkumavkach byl dopinén methanolem
na 500 pl.

Obdobnym zplsobem byly pfipraveny vzorky obsahujici 0,1 pmol, 1 pmol,
10 pmol, 50 pmol, 100 pmol a 300 pmol smési standardl neurosteroidu
(progesteron, testosteron, pregnenolon, allopregnanolon a DHEA). Ke kazdému
vzorku bylo opét pfidano 25 pmol smési internich standardi neurosteroidd
(°Hz pregnenolon, 2Hz testosteron, 2Has allopregnanolon, 13C2 progesteron).

Vzorky byly pfipraveny v ftriplikdtech. K allopregnanolonu i ke smési
standardd byly pfipraveno Sest slepych vzorkd. Prvni dva byly pfipraveny
v mikrozkumavce z 400 pyl methanolu a 100 pl matrice. Pro allopregnanolon

byly pfipraveny dva slepé vzorky. Bylo smichano 2,5 ul (25 pmol) zna¢eného
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interniho standardu allopregnanolonu a 100 pl matrice, objem byl doplnén
methanolem do 500 ul. Stejné byly pfipraveny dva slepé vzorky pro smés
neurosteroidu, jen s pouzitim smési znacenych internich standarda.

Obsah mikrozkumavek byl promichan, mikrozkumavky byly umistény na
koloto€ na dobu 20 minut. Poté byla provedena centrifugace po dobu 10 minut,
pfi teploté 4 °C a pfi 10 000 rpm. Supernatanty byly pfeneseny na 0,2 ym
microspin filtr. Filtraty byly znovu zcentrifugovany po dobu 5 minut, pfi teploté
4°C a pfi 10 000 rpm. Filtraty byly odpafeny do sucha na vakuové rotacni
odparce. Odparky byly poté rozpustény ve 25 yl PBS a 975 ul methanolu,
mikrozkumavky byly umistény na 3 minuty do ultrazvuku a poté byl jejich obsah

promichan.

3.2.5.2 Imunoafinitni chromatografie

Z kolonky byl odstranén roztok PBS s pfidavkem azidu sodného. Nasledné byla
kolonka zregenerovana a to tak, ze byla postupné promyta 3 ml destilované
vody, 3 ml 70% acetonitrylu, 3 ml destilované vody a 3 ml PBS pufru, dalSi
roztok se vzdy prfidaval az po vykapani roztoku pfedchazejiciho. Pomoci
vzorku, které byly pfipraveny v pfedchozim kroku, byla stanovena kapacita
imunoafinitniho gelu.

Na imunoafinitni gel byl nanesen vzorek, tento vzorek prokapal kolonkou a
byl zachycen ve zkumavce, poté byl znovu nanesen na imunoafinitni gel
v kolonce. Tento proces byl sedmkrat zopakovan. Poté byla kolonka promyta
9 ml destilované vody. Do pfipravené zkumavky byl eluovan zachyceny
neurosteroid pomoci 3 ml vychlazeného methanolu. Tato zkumavka byla
vloZena do odparky, kde byl eluat odpafen do sucha. Imunoafinitni gel
v kolonce byl promyt 3 ml destilované vody a byl opét zregenerovan.
Po regeneraci bylo mozné nanést dalSi vzorky. Prace probihala sou€asné na
nékolika kolonkach. Po skoncCeni byl gel v kolonkach zregenerovan a kolonky
byly uchovany v PBS pufru s pfidavkem azidu sodného pfi 4 °C.

Vzorky z odparky byly nasledné rozpustény ve 100 yl methanolu a byly
vlozeny na 1 minutu do ultrazvuku, poté byly promichany na vortexu a

prepipetovany do vialky s insertem. Koncentrace neurosteroidu byla zméfena
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pomoci UHPLC-MS/MS. Z téchto hodnot byla vypocitana navratnost a kapacita

imunoafinitniho gelu pro allopregnanolon a pro smés neurosteroidu.

3.2.6 Kvantifikace neurosteroidi v krevnim séru a mozkomiSnim

moku

Koncentrace neurosteroidl byla stanovovana u vzorkd 8 pacientd z krevniho
séra a mozkomiSniho moku. Pfiprava vzorku probihala obdobné jako
u stanoveni kapacity imunoafinitniho gelu. Do mikrozkumavky bylo
napipetovano 100 ul vzorku (krevni sérum nebo mozkomisni mok), 20 yl smési
znacCenych internich standardt neurosteroidd (20 pmol) a 380 pl methanolu.
Vzorky byly pfichystany ve tfech opakovanich. Pro stanoveni bylo pfipraveno
6 slepych vzorka. Ctyfi slepé byly pipraveny smichanim 380 ul methanolu a
20 I smési znaCenych internich standardd neurosteroidl. Zbylé dva
obsahovaly jen 400 yl methanolu.

Mikrozkumavky byly inkubovany 60 min. pfi 4 °C, po celou dobu byly
promichavany. Poté byla provedena centrifugace po dobu 10 minut, pfi teploté
4 °C a pfi 10 000 rpm. Supernatanty byly pfeneseny na 0,2 um microspin filtr a
byly znovu zcentrifugovany po dobu 5 minut, pfi teploté 4 °C a pfi 10 000 rpm.
Filtraty byly odpafeny do sucha. Odparky byly poté rozpustény v 25 yl PBS a
975 pl methanolu, mikrozkumavky byly umistény na 3 minuty do ultrazvuku a
protfepany na tfepacce.

U takto pfipravenych vzorkl byla provedena imunoafinitni chromatografie,
podle stejného postupu, ktery je uveden pfi stanoveni kapacity imunoafinitniho

gelu. Koncentrace neurosteroidd byla stanovena pomoci UHPLC-MS/MS.
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4 Vysledky

4.1 Charakteristiky protilatky

Koncentrace izolovanych  polyklonalnich  protilatek byla  vypocCitana
z absorbance protilatek, ktera byla zméfena na spektrofotometru pfi vinové
délce 280 nm. Koncentrace protilatky proti neurosteroidu JB12, naméfena po
vysrazeni z krevniho séra a nasledné dialyze, byla 51 mg/ml.

DalSi charakteristiky protilatky byly ur€eny pomoci pfimé ELISA metody,
ktera musela byt pro tuto konkrétni protilatku nejdfive optimalizovana.
Optimalizace musi byt provedena pro kazdou protilatku zvlast, protoze rizné
protilatky maji odliSnou chemickou i biologickou aktivitu. BEhem optimalizace
metody je urCena vhodna koncentrace jednotlivych slozek ELISA metody
(protilatka, enzymaticky znaceny antigen), tak aby bylo docileno dobré vaznosti
protilatky s antigenem a také aby bylo dosahnuto vhodnych hodnot absorbance
pfi spektrofotometrickém méfeni. Hlavnim cilem optimalizace je ziskat
kalibra¢ni kfivku pro standard neurosteroidu (obr. 12). Kalibraéni kfivka byla

linearizovana logaritimickou transformaci (obr. 13) pomoci vzorce:
logit B/Bo = In [B/Bo/(100-B/Bo)].
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Obr. 13: Kalibragni kfivka ELISA testu pro neurosteroidy
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ELISA log/logit transformace
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Obr. 14: Log/logit transformace kalibracni kfivky ELISA testu

Béhem optimalizace metody bylo zjiSténo idealni mnozstvi protilatky, ktera
ma byt imobilizovana do mikrotitracni desky, 51 ug/jamku a idealni mnozstvi
pfidavaného znaCeného antigenu 20 ng/jamku. DalSi charakteristikou ELISA
testu je linearni rozsah méfeni, ten je ur€en z log/logit transformace kalibracni
kiivky. Jedna se o rozsah koncentraci standardu, které jsou pro tuto metodu
pouzitelné. Linerarni rozsah méfeni je 4,56 - 10°-3,33 - 10 mol/l. Nejnizsi
mnoZzstvi analytu, které jesté vyvola odezvu odliSnou od Sumu, se nazyva
detekéni limit. Detekéni limit této metody je 4,56 - 10 mol/l, jedna se o nejnizsi
hodnotu linearniho rozsahu méreni. Pro tuto metodu byla stanovena hodnota
polovi¢niho vytésnéni 1,06 - 10" mol/l. Hodnota nespecifické vazby je 4,60 %,
hodnota variabilita testu 1,17 % a hodnota variability mezi testy 6,47 %.

VSechny zakladni parametry jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1: Zakladni parametry ELISA testu s protilatkou proti steroidu JB12

koncentrace protilatky 51 pg

mnozstvi znaéeného antigenu 20 ng

linearni rozsah méreni 4,56 - 10°-3,33 - 106 mol/l
detekeni limit 4,56 - 10° mol/l

hodnota poloviéniho vytésnéni (B/Bo) | 1,06 - 107" mol/l
nespecificka vazba 4,60 %

variabilita testu 1,17 %

variabilita mezi testy 6,47 %
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4.2 Krizova reaktivita

K imunizaci byl pouzit antigen JB12 (20-oxo-5B-pregnan-3p-karboxylovova
kyselina), ktery byl nakonjugovan na bilkovinny nosi¢ (BSA). KfiZzova reaktivita
latky, ktera byla pouzita pfi imunizaci, byla 100 %. Testovani kfizové reaktivity
bylo provedeno u 38 steroidnich latek. V8echny tyto latky i s hodnotou jejich
kiizové reaktivity jsou uvedeny v tab. 2.

Vysoké hodnoty kfizové reaktivity vykazuji steroidni latky, které jsou strukturné
podobné latce, ktera byla pouzita kimunizaci. NejvySSi hodnoty kfizove
reaktivity byly stanoveny u syntetickych derivatd (pregnanolon aspartat
328,5 %, pregnanolon glutamat 793 % a pregnanolon norvalinat 333 %), které
se navzajem lisi jen substituentem navazanym na C3 uhliku. Latka JB13 (20-
0Xx0-5B-pregnan-3a-karboxylovova kyselina) se od JB12 (20-oxo-5B-pregnan-
3B-karboxylovova kyselina) liSi jen prostorovym usporadanim na uhliku C3, jeji
kiizova reaktivita je 62,2 %. Hodnoty kfizové reaktivity vy$Si nez 10 % lze
povazovat za vysoké. Tyto hodnoty kfizové reaktivity maji vSechny latky, které
jsou odvozeny od progestagenu (napf. pregnenolon, progesteron). Nizké
hodnoty vykazuji androgeny (napf. dehydroepiandrosteron sulfat, testosteron),
estrogeny (napf. estron, estriol), glukokortikoidy (napf. Kkortizol) a

mineralokortikoidy (napf. aldosteron) vzhledem k jejich odliSné strukture.
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Tab. 2: Kfizové reaktivity latky JB12 a pfibuznych steroidu s protilatkami proti JB12

Steroidni latka

KFizova reaktivita (%)

JB12 (20-0x0-5p-pregnan-33-karboxylovova kyselina)
JB13 (20-ox0-5B-pregnan-3a-karboxylovova kyselina)
VK 485 (Pregnanolon argininat)

VK 145 (Pregnanolon aspartat)

VK 146 (Pregnanolon glutamat)

VK 466 (Pregnanolon norvalinat)

Progesteron

3-estradiol

Danazol

Norethindron

Estron

Hydrokortizon

Estriol

Prednisolon

17a-hydroxyprogesteron

17a-hydroxypregnenolon
4-pregne-17a-21-diol-3,20-dion

Kortexolon

Dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS)
Kortikosteron

11a-hydroxyprogesteron

4,16-pregnadien-3,20-dion (16-dehydroprogesteron)
Etiocholan-3a-0d-17-on (5R-androstane-3a-ol-17-on)
5a-pregnan-3,20-dion (5a-dihydroprogesteron)
4-androsten-3,17-dion

Pregnenolon

Testosteron

Cholesterol

Dihydrotestosteron

Kortison

5a-pregnane-3a,20a-diol

16 a-hydroxyprogesteron

19-norprogesteron
19-hydroxy-4-androsten-1,17-dion

Allopregnanolon

Nandrolon

Aldosteron

Pregnanolon

Dehydroepiandrosteron
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100
62,2
58,9
328,5
793
333
140
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,53
<0,01
0,013
<0,01
<0,01
<0,01
24,3
<0,01
<0,01
107
0,38
33,65
0,28
<0,01
<0,01
<0,01
53,9
1,18
32,2
<0,01
83
0,12
<0,01
51,2
0,62



4.3 Kapacita imunoafinitiniho gelu

Dulezitou vlastnosti imunoafinitniho gelu je jeho kapacita. Ta byla v této praci
stanovovana pomoci standardu allopregnanolonu (obr. 14) a smési standardl
neurosteroidl (obr. 15), kterd obsahovala pregnenolon, allopregnanolon,
testosteron, progesteron a DHEA. Se vzrlstajicim latkovym mnozstvim

standardl neurosteroidt klesa i navratnost téchto standardu.

Allopregnanolon
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Obr. &. 15: Zavislost navratnosti na latkovém mnozstvi allopregnanolonu
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Obr. €. 16: Navratnost testovanych steroidl v zavislosti na jejich latkovém mnozstvi
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Nejvy8Si navratnost u standardu allopregnanolonu byla 101,21 % pfi
mnozstvi 1000 pmol. Kapacita imunoafinitniho gelu pro allopregnanolon se tedy
pohybuje okolo 1 nmol/ml gelu.

U smési neurosteroidu, ktera obsahovala testosteron, DHEA, progesteron,
pregnenolon a allopregnanolon také dochazelo ktomu, Ze se zvySujici

koncentraci téchto neurosteroidu jejich navratnost postupné klesala.

4.4 Kvantifikace neurosteroidu v krevnim séru a mozkomisnim

moku

Vyvinutéa imunoafinitni chromatografie byla na zavér pouzita pro izolaci

neurosteroidl ze vzorku, které pochazely pfimo od pacientd trpicich
neurologickymi poruchami, konkrétné roztrousenou sklerézou.

Stanovovany byly neurosteroidy testosteron, DHEA, pregnenolon,
progesteron a allopregnanolon v krevnim séru a mozkomisnim moku pacientu.
Celkové bylo testovano osm pacientl rizného véku. U C&tyf pacientl byla
diagnostikovana roztrousena skleréza (dva muzi, dvé zeny), dalsi Ctyfi pacienti
(dva muzi, dvé zeny) slouzili jako kontrolni pacienti. Stanovené koncentrace

jsou zaznamenany v tab. 3.

Tab. 3: Koncentrace neurosteroidd v krevnim séru a mozkomiSnim moku (LD — Limit

detekce, RS — Roztrousena skleréza, Z — zena, M — muz)

vzorek Testosteron DHEA Pregnenolon | Progesteron | Allopregnanolon
(nmol/l) (nmol/l) (nmol/l) (nmol/l) (nmol/l)

7 (1969) 0,47 £0,02 28,17 £ 3,20 2,61+0,21 8,35+1,19 <LD

Kontrolni | Z(1991) 1,20+ 0,06 68,98 + 6,16 5,77 £ 0,90 0,13+0,03 1,10+ 0,03
pacient M (1972) 4,34 +0,44 4,12 +0,49 <LD 0,04 £ 0,01 <LD
Krevni M (1953) 17,7 +1,38 2,79+0,64 <LD 0,06 + 0,02 <LD

sérum 7(1982) 0,33+0,04 23,53 +3,12 <LD 29,17 +1,09 1,80 + 0,09
Pacients | Z(1975) | 0,30+0,001 | 10,89 +1,55 <LD 2,75+0,12 <LD
RS M (1974) 6,43 £ 0,96 4,70+ 2,15 <LD 0,04 £0,01 <LD
M (1958) 30,58 +1,87 9,52 +£0,87 <LD 0,23+0,10 <LD
7 (1969) <LD <LD <LD 0,15 +0,01 <LD
Kontrolni | Z(1991) <LD <LD <LD 0,11 +£0,03 <LD
pacient M (1972) 0,05+0,01 <LD <LD <LD <LD
Mozkomiéni M (1953) 0,05+ 0,01 <LD <LD 0,07 +0,03 <LD
mok 7(1982) <LD <LD <LD 0,24 +0,01 <LD
Pacients | Z(1975) <LD <LD <LD 0,10 +0,01 <LD
RS M (1974) 0,05+ 0,01 <LD <LD 0,04 +0,01 <LD
M (1958) 0,15 +0,05 <LD <LD 0,13 £0,09 <LD
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5 Diskuze

Z krevniho séra byly izolovany polyklonalni protilatky proti 20-oxo-5B-pregnan-
3B-karboxylovové kyseliné pomoci precipitace siranem amonnym a nasledné
dialyzy. DalSim dulezitym krokem bylo stanoveni charakteristik protilatky
pomoci pfimé ELISA metody. Nejvétsi hodnotu kfizové reaktivity s protilatkou
vykazovaly progestageny a syntetické organické latky, které byly strukturné
podobné imunogenu. Latky s vysokou hodnotou kfizové reaktivity by bylo
mozné izolovat pomoci vyvinuté imunoafinitni chromatografie, ktera byla
pfipravena za pouziti této protilatky. BEhem vyvoje imunoafinitni chromatografie
bylo nejprve nutné navazat tuto protilatku na vhodny sorbent. U takto
pfipraveného imunoafinitnino gelu byla nasledné stanovena jeho kapacita.
Kapacita imunoafinitniho gelu pro allopregnanolon se pohybuje okolo 1 nmol/mi
gelu. Latkové mnozstvi DHEA, které bylo pomoci imunoafinitni chromatografie
izolovano, bylo velmi vysoké, navzdory tomu, Ze kfiZzova reaktivita polyklonalni
protilatky s DHEA byla nizsi nez 0,1 %. Je to umozZnéno diky vysoké kapacité
imunoafinitniho gelu.

Vyvinuta imunoafinitni chromatografie byla na zavér pouzita kizolaci
neurosteroidid  z krevniho séra a mozkomiSniho moku od pacientd
s roztrousenou skler6zou (RS) a kontrolnich pacientl. Stanovené koncentrace
jsou zaznamenany v tabulce 3. lzolace neurosteroidd probihala uspésnéji
|ze neurosteroidy izolovat obtiznéji. VétSina hodnot se zde nachazela pod
limitem detekce, touto detekéni metodou je tedy nebylo mozné stanovit.
Kontrolni pacienti netrpéli roztrouSenou sklerézou, ale nelze u nich vyloucit
pfitomnost jiného neurologického postizeni nebo uzivani 1éka, které by mohlo
zpUsobit zmény v hladinach neurosteroidd. U testovanych Zen navic neni
zaznamenano, v jaké fazi menstruacniho cyklu se zrovna nachazi, zda nebyly
v dobé odbéru téhotné nebo v obdobi menopauzy, coz by mélo zasadni vliv na
hladiny neurosteroidi. Ze zjisténych hodnot tedy nelze objektivné urcit,

souvislost onemocnéni s hladinou neurosteroidd, jelikoz nejsou znamy

svos o
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U kontrolnich pacientd a pacientd s RS nebyly nalezeny statisticky
vyznamne rozdily, které by ukazovaly, Ze pacienti trpici RS maji odliSné hladiny
neurosteroidl nez pacienti kontrolni. Vysledky raznych autor se vzajemneé lisi.
Grinsted et al. (1989) zjistovali hladiny pohlavnich hormonl u Zen s RS. Studie
byla provedena u 14 pacientek fertiiniho véku, kontrolni skupinu tvofilo
14 zdravych Zen. Krevni sérum bylo u obou skupin odebrano béhem folikularni
faze. Nekonjugované steroidy (estron, estradiol, testosteron,
dihydrotestosteron) byly stanovovany pomoci radioimunoanalyzy (RIA), které
pfedchazela extrakce etherem a sloupcova chromatografie. Pacientky trpici RS
meély signifikantné vyS8Si prumérnou hladinu prolaktinu, celkového a volného
testosteronu, dihydrotestosteronu a vyrazné nizSi hladinu estron sulfatu nez
kontrolni skupina. Primérna koncentrace celkového testosteronu u pacientek
SRS byla 1,3+0,1nmol/l a u kontrolni skupiny 0,9 + 0,1 nmol/l.
Hodnoty koncentraci testosteronu zjisténé v této bakalarské praci se mirné lisi
od zavérl Grinsteda. Na tento vysledek ma zejména vliv to, Ze byl testovan
maly pocet pacientd a o pacientech nebyly znamy podrobnéjsi informace.
Vysledky také nelze plné srovnavat, jelikoz ke kvantifikaci byly pouzity rozdilné
analytické metody. Tomassini et al. (2005) zkoumali vztah mezi hladinou
pohlavnich hormonl a poskozenim CNS u muzu a zen trpicich RS pomoci
magnetické rezonance. Mezi muzZskymi pacienty a kontrolni skupinou nebyly
zaznamenany zadné vyznamneé rozdily. U Zen s RS byla detekovana vyrazné
nizSi koncentrace testosteronu ve folikularni i lutealni fazi menstruacniho cyklu.
Toto potvrzuje i prace Foroughipoura et al. (2012), ti zjistili, Ze pacientky s RS
maji nizSi hladinu testosteronu. Stanoveni provadéli pomoci metody RIA. Wei a
Lightman (1997) u 6 muzud s RS z celkového poctu 25 detekovali hladinu
testosteronu na spodni hranici normalu. Nizké hladiny testosteronu u muzi
s RS se nachazely v rozmezi od 1,7 nmol/l do 8,7 nmol/l. U hladin testosteronu
zjisténych u testovanych muzu s RS v této bakalafské praci nelze potvrdit, ze
pacienti s RS maji nizSi hodnoty hladiny testosteronu nezZ kontrolni pacienti.

Hladiny testosteronu napfiklad vyrazné ovlivhuje vék pacienta.
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6 Zaver

Neurosteroidy hraji zasadni ulohu ve vyvoji a fungovani nervové soustavy
Clovéka, zména v jejich hladinach muze vést krozvoji neurologickych a
neurodegenerativnich chorob. Z tohoto hlediska je izolace a nasledné stanoveni
neurosteroidd velmi vyznamné. Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout
imunoafinitni chromatografii, diky které je mozné tyto neurosteroidy izolovat ze
vzorkl a nasledné stanovit pomoci dalSich metod jako je napfiklad
vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnosti
spektrometrii. Toto usporadani bylo vyuzito v této bakalarské praci.

Pro vyvoj imunoafinitni chromatografie bylo na pocCatku potieba
charakterizovat polyklonalni protilatky ziskané po imunizaci pokusnych zvirat
neurosteroidem s oznaCenim JB12. Ke stanoveni charakteristik byla vyuZita
enzymova imunoanalyza, konkrétné kompetitivni pfimé usporadani ELISA
metody. Obdobné byla stanovena i kfizova reaktivita této protilatky se
strukturné podobnymi slouceninami. Po uspésné charakterizaci byly tyto
protilatky vyuzity pro pfipravu imunoafinitniho gelu. U tohoto gelu byla nasledné
stanovena i jeho kapacita. Na zavér byla tato vyvinuta imunoafinitni
chromatografie UspésSné pouzita pro izolaci neurosteroidd ze vzork(, které
pochazely pfimo od pacientl trpicich roztrousenou sklerézou. Bylo zjisténo, ze
steroidy s vysokou kfizovou reaktivitou Ize pomoci této metody vyizolovat a

stanovit i ve vzorcich télnich tekutin.
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