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SOUHRN
Uvod:

Diagnostika onemocnéni hromadného vyskytu (cluster chorob sdruzujicich
se do tzv. metabolického syndromu, choroby skeletu, vybrana maligni onemocnéni,
atp.) je zaloZena Casto na nepfimych a méné specifickych vySetiovacich postupech.
V posledni dobé se do poptedi dostava diagnostika téchto chorob pomoci laboratornich
metod, které jsou charakteristické vysokou diagnostickou efektivitou stanoveni.

Do clusteru chorob, které jsou propojeny s metabolickym syndromem patii
i vybrana onemocnéni mozku. Diagnostika chorob centralni nervové soustavy (CNS)
je Casto obtizna (piedevsim pro lékafe prvni linie - mozkové piihody, Alzheimerova
nemoc, traumata centralni nervové soustavy, atp.). Jde pfitom o zavazny zdravotné
socialni problém. Napi. mozkové piihody jsou tfeti nejcastéjsi pri¢inou smrti
po chorobach kardiovaskularniho systému a nadorovych onemocnénich. Idealni
biomarker poskozeni centralni nervové soustavy, ktery by bylo mozno vysSetfit
v periferni krvi, a spliioval by podobné naroky jako napf. srdecni troponiny nebo
natriuretické peptidy pfi postizeni myokardu, nemame zatim k dispozici, nicméné
probiha intenzivni snaha o jeho hledéani.

Podobné jako u onemocnéni uvedenych vyse jsou i choroby skeletu
obtizné diagnostikovatelné, a to predevsim v jejich casné fazi. Tato latence muiize byt
z hlediska dalsi progn6zy choroby nebezpeéna pro svou ireversibilitu.

Také v ramci onkologické diagnostiky jsou diky moderni a sofistikované
terapie hledany ukazatele, které jsou vysoce specifické a dostatecné senzitivni
pro zachyt ¢asnych fazi maligniho onemocnéni.

Cile disertacni prace:

Hlavnim cilem mé disertacni prace byla spoluprace na vyvoji ELISA
souprav pro specificka stanoveni koncentraci vybranych molekul, ovéfeni jejich
analytickych charakteristik provedenim zakladni laboratorni validace a soucasné
provedeni klinického testovani efektivity stanoveni vybranych molekul.

1. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro stanoveni koncentrace

osteokrinu a ovéteni efektivity tohoto testu u pacientl s osteoporézou.

2. Ovéfeni diive publikovaného piedpokladu na jiném typu populace
(japonska) o eventualni souvislosti mezi koncentraci PEDF v séru
a rizikem rozvoje metabolického syndromu u kavkazské populace.

3. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro specifické
stanoveni sérové koncentrace lidského VILIP-1. Hledani souvislosti mezi
koncentraci VILIP-1 v séru a ostatnimi ukazateli poskozeni mozkovych
bunék u pacienti s mozkovou mrtvici.



4. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro specifické
stanoveni sérové koncentrace lidského sekretagoginu. Hledani souvislosti
mezi koncentraci sekretagoginu v séru a ostatnimi ukazateli poskozeni
mozkovych bunék u pacientli s mozkovou mrtvici. Stanoveni referen¢nich
hodnot pro sekretagogin u zdravych fyziologickych novorozencu.

5. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro rychlé stanoveni
Dkk-1 a ovéteni efektivity tohoto testu u pacientil s osteoporodzou.

6. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro stanoveni
koncentrace chemerinu a ovéfeni efektivity tohoto testu u pacientd
s metabolickym syndromem.

7. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro stanoveni PSP-94
a oveéfeni diagnostické efektivity stanoveni PSP-94 u pacienti
s karcinomem prostaty.

8. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro stanoveni TFF
a ovéfeni diagnostické efektivity stanoveni TFF v ruznych situacich.

9. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro stanoveni
S100A a ovéfeni diagnostické efektivity stanoveni S100A u Zen
s karcinomem endometria.

Experimentilni ¢ast:

V ramci spoluprace na vyvoji ELISA souprav pro specifickd stanoveni
koncentraci vybranych molekul byly vyvinuty a validovany soupravy
pro stanoveni VILIP-1, Dkk-1, osteokrinu, sekretagoginu, chemerinu, PEDF,
PSP-94, TFF a S100-A11.

Pro ovéteni funkénosti téchto souprav a jejich vyuziti v klinické praxi bylo

provedeno celkem 9 klinickych studii, které se zabyvaly stanovenim koncentrace
VILIP-1 u osob s mozkovou piihodou (2 studie, 10+33 probandi), Dkk-1 u osob
s osteopordzou (34 probandil), osteokrinu u osob s osteoporézou (118 probandi),
chemerinu a PEDF u osob s metabolickym syndromem (231 probandi a 112
probandu), sekretagoginu u osob s kraniotraumatem (139 probandi), fyziologickych
novorozencti (686 probandll) a kontrolni skupinou zdravych darcti (41 probandi),
PSP-94 u 0sob s podezienim na karcinom prostaty (121 probandt), TFF a SI00A-11
u zen s podezienim na karcinom endometria (44 probandu).

V ramci klinickych studii byly vySetfeny v rizném zastoupeni a frekvenci
i dal$i laboratorni ukazatele; byly stanoveny sérové koncentrace TAG, LDL, HDL
i celkového cholesterolu, ApoA-I, ApoB, albuminu, CRP, cystatinu C, fibrinogenu,
IgG, IgA, IgM, haptoglobinu, PSA, volného PSA, prealbuminu, AIF-I, Ca-125,
S100A-11, glukoézy, kyseliny mocové, inzulinu. Soucasné byly u vybranych osob



zméfeny v séru aktivity ALT, AST, CK. U vybranych pacientii byly stanoveny
i podobné parametry v likvoru; navic vném byly jest¢ méfeny koncentrace t-proteinu
a B-amyloidu.

Vramei n&kterych studii byl vypoéten index télesné hmotnosti BMI (kg m?)
a zmétena kostni densita (DEXa, pfistroj Hologic 4500).

Vysledky:
1. Byla vyvinuta ELISA souprava pro stanoveni osteokrinu v séru. Mez

detekce ¢&inila 0,5 pg 17, opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehld preciznost
(CV) <10 %, vytéznost 94 %, linearita 120 %.

V ramci pilotni klinické byla vySetfena skupina 98 jedinct 1éCenych pro
metabolicky syndrom a skupina zdravych osob (20 osob, neléfenych ani
nesledovanych pro zadné onemocnéni). Nebyly zjistény zadné souvislosti mezi
hodnotami osteokrinu a ostatnimi meéfenymi ukazateli. Koncentrace osteokrinu
v séru se nelisily ani podle pohlavi, podle vyskytu rezistence k inzulinu ani vyskytu
dyslipidemie.

2. Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava pro stanoveni
PEDF v séru. Mez detekce &nila 0,045 pg I'' , mez stanovitelnosti 0,36 mg 17,
opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehla preciznost (CV) <10 %, vytéznost 101 %,
linearita 97 %; pfi testovani kiizové reaktivity pouzitych protilatek se souborem sér
jinych zivocisnych druht byla zjisténa kiizova reaktivita pouze u koci¢iho a opic¢iho
séra - protilatky pouzité v ELISA jsou specifické pro lidsky PEDF; nebyl zjistén vliv
zamrazeni/rozmrazeni (5%) vzorkl ani skladovani vzorku pfi 2-8 °C po dobu 7 dnt
na koncentraci PEDF ve vzorcich.

V ramci klinické studie bylo zjisténo, ze koncentrace PEDF v séru se
nelidila mezi muzi a Yenami (pramér 15,9 vs. 16,7 mg I'') a korelovala s BMI
(r=0,32, p < 0,01), CRP (r = 0,33, p < 0,01) a inzulinem (r = 0,082, p < 0,05).
Jedinci s MetSy (kritéria NCEP ATPIII, n=72) méli signifikantné zvySenou
koncentraci PEDF v séru oproti zdravym jedincim bez MetSy (bez pfitomnosti
slozek metabolického syndromu, n=40, median 15,6 mg I''vs. 11,2 mg 1", p <0,01).
Senzitivita a specifi¢nost stanoveni koncentrace PEDF v séru pro diagnostiku
prfitomnosti MetSy byla 57,9 %, respektive 86,7 % pii zvolené hodnoté cut-off
14,9 mg I'" (plocha pod operaéni kiivkou ROC 0,75; 95 % interval spolehlivosti
0,55-0,87).

3. Byla wvyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava
pro stanoveni VILIP-1 vséru i likvoru. Mez detekce &inila 0,027 ug 1", mez



stanovitelnosti 0,081 pg I', opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehl4 preciznost (CV)
<10 %, vytéznost 105 %, linearita 88,9 %; pfi testovani kiizové reaktivity pouzitych
protilatek se souborem sér jinych zivoc¢isnych druhi byla zjisténa kiizova reaktivita
pouze u koziho séra - protilatky pouzité v ELISA testu jsou specifické pro lidsky
VILIP-1; nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) vzorkd ani skladovani
vzorku pii 2-8 °C po dobu 7 dnii na koncentraci VILIP-1 ve vzorcich.

V ramci 2 klinickych studii bylo zji§téno, Ze osoby s mozkovou ptithodou
(n=10) mély vyssi hodnoty VILIP-1 v séru nez osoby bez neurologického
postizeni CNS (n=10); vsichni jedinci s CMP méli hodnoty VILIP-1>0,05 pg I
' p<0,01); jedinci bez postizeni CNS mé&li hodnoty <0,05 pg I"' (senzitivita
85,7 %, specifi¢nost 100 %.

Byly nalezeny signifikantni rozdily v koncentraci VILIP-1 v séru i likvoru
mezi skupinou zdravych (#=17) a s mozkovou mrtvici (n=16): v séru 0,03/1,78 pg I,
p<0,01 av likvoru 0,07/0,16 pg 1, p<0,01; senzitivita i specifi¢nost stanoveni
koncentrace VILIP-1 v séru pro klinickou diagnostiku mozkové mrtvice Cinila
v rameci téchto studii 100 %.

Sérové hladiny VILIP-1 korelovaly s koncentraci ApoA-I (=-0,23, p=0,02),
s indexem ApoA-I likvor/sérum (r=-0,23, p=0,04) a koncentraci VILIP-1 v likvoru
(r=0,4, p<0,01).

4. Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava pro
stanoveni sekretagoginu v séru. Mez detekce byla 11 ng 1", mez stanovitelnosti
33 ng I'!, opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehl4 preciznost (CV) <10 %, vyt&znost
92 %, linearita 107 %; nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) vzorkl ani
skladovani vzorkt pfi 2-8 °C po dobu 7 dnii na koncentraci sekretagoginu ve vzorcich.

Pfi klinickém ovéfeni diagnostické efektivity za pomoci ROC analyzy
pro stanoveni SCGN v séru u pacienti s kraniotraumatem (»=98) byla urcena pfi
cut-off hodnoté 96 ng I'' senzitivita 85 % a specifiénost 89 %; plocha pod operaéni
kiivkou ROC byla 0,87 (p<0,01) (mediany 25 vs. 194 ng I'"). Diagnostick efektivita
se neliSila mezi stanovenim S100 a SCGN, byla vSak vyznamné vys$si nez u pNF-H,
GFAP i Hsp70 (p<0,05).

Vramci druhé casti pilotni studie byly stanoveny referencni hodnoty
u fyziologickych zdravych novorozencii (n=686, 99 % CI 5-64 ng I'', pramér 29,5
ng 1!, normalni rozloZeni dat). Nebyla nalezena souvislost mezi Apgar-skore ani pH
krve.



5. Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava
pro stanoveni Dkk-1v séru. Mez detekce &inila 0,01 pg I, mez stanovitelnosti
0,03 pg I"', opakovatelnost (CV) <10%, mezilehla preciznost (CV) <10%, vyt&znost
95 %, linearita 93 %;nebyla zjisténa kiizova reaktivita pouzitych protilatek se séry
jinych zivocisnych druhti; nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) vzorku
ani skladovani vzorki pfi 2-8°C po dobu 7 dnti na koncentraci Dkk-1 ve vzorcich.

Vramci klinické studie (n=34) byly nalezeny vyznamné rozdily mezi
hodnotami Dkk-1 podle pfitomnosti osteopordzy. Vyznamnost rozdilii pretrvavala
ipo adjustaci na pohlavi, vék a dal§i sledované parametry. Efektivita testu
pro klinické ucely byla uspokojiva (plocha pod operacni kiivkou ROC 0,92; 95%
interval spolehlivosti 0,78-0,99; senzitivita 78%, specifi¢nost 100%, pozitivni
prediktivni hodnota 100 % pii hodnot& Dkk-1>3,86 pg 17).

6. Byla wvyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava
pro stanoveni chemerinu v séru. Mez detekce ¢inila 0,1 pg 1", mez stanovitelnosti
10 ug 1", opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehla preciznost (CV) <10 %, v{t&znost
96 %, linearita 103 %; nebyla zjisténa kiizova reaktivita pouzitych protilatek se séry
jinych zivocisnych druhd, nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) vzorkd ani
skladovani vzorku pii 2-8 °C po dobu 7 dnii na koncentraci chemerinu ve vzorcich.

V ramci klinické studie ve skupiné zdravych jedinct (#n=50) nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil v koncentraci chemerinu mezi muzi a zenami (primérné
hodnoty u Zen 196,7ug I''; u muzi 171,2pg I'Y). Ve skuping jedincii (n=59)
s vysokym rizikem metabolického syndromu (MetSy) byla zjiSténa vyznamné
zvySena koncentrace chemerinu v séru v porovnani sjedinci (n=122) bez
pritomnosti MetSy nebo zdravymi jedinci (nenormalni rozlozeni dat, median 266,
230, 192,5 pg I'; p<0,01). Byly nalezeny vyznamné pozitivni korelace mezi
koncentraci chemerinu v séru a vékem probandi (r=0,23; p<0,01), chemerinem a
glukézou (r=0,23; p<0,01), chemerinem a HDL cholesterolem (r=-0,19; p<0,01),
chemerinem a TAG (r=0,22; p<0,01), chemerinem a systolickym/diastolickym
krevnim tlakem (r=0,40,p<0,01;r=0,24, p<0,01).

ROC analyzou byla stanovena diagnosticka efektivita stanoveni sérového
chemerinu pro diagnostiku pfitomnosti MetSy. Bylo zjisténo, Ze stanoveni ma
senzitivitu 75 % a specifi¢nost 67 % (plocha pod operacni kiivkou ROC 0,75; 95%
interval spolehlivosti 0,68-0,81) pii sérové hodnots (cut-off) chemerinu 240 pg I'".
Byla nalezena vyznamna pozitivni souvislost mezi koncentraci chemerinu v séru
a poctem kritérii pro diagnostiku MetSy a tato shoda byla potvrzena provedenim
chi kvadrét testu (x*=66,5;p<0,01).



7. Byla wvyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava
pro stanoveni PSP-94 v séru. Mez detekce &inila 0,12 pug 1", mez stanovitelnosti
0,6 ug 1" ,opakovatelnost (CV) <10 %, mezilehl4 preciznost (CV) <10 %, vyt&znost
94,4 %, linearita 104,2 %; nebyla zji§téna kiizova reaktivita pouzitych protilatek
se séry jinych zivocisnych druht; nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%)
vzorkl ani skladovani vzorku pii 2-8 °C po dobu 7 dnii na koncentraci PSP-94
ve vzorcich.

Vramci klinické studie bylo zjisténo, Zze 49 osob nemélo zadné
onemocnéni, 27 mélo chronicky zanét prostaty a 45 bylo po radikalni prostatektomii
(RAPPE). Hodnoty PSP-94 souvisely s koncentraci PSA a volnym PSA (r=0,41,
p<0,01). Osoby po RAPPE m¢li nejnizsi hodnoty PSA, nicméné v hodnotach PSP-94
se testovani pacienti vyznamné neligili (16 vs. 20 vs. 11,8 pg I''; zdravi vs. prostatitis
vs.RAPPE), i kdyz jedinci po RAPPE m¢li hodnoty nejnizsi. Souvislost mezi
Gleasonskym skore a PSP-94 se nepodafilo prokazat.

8. Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava pro stanoveni
TFF-1, TFF-2 a TFF-3 v séru. Mez detekce pro TFF-1 byla 0,019 pg I, pro TFF-
20,044 pg 1" a pro TFF-3 0,007 pg I, mez stanovitelnosti 0,095/0,22/0,035 pg I
' (TFF-1/TFF-2/TFF-3), opakovatelnost (CV) <10%, mezilehld preciznost (CV)
<10%, vytéznost 106,3/98,9/102,7 %, linearita 102,6/97,4/95,0 % (TFF-1/TFF-2/TFF-
3); nebyla zjisténa kiizova reaktivita pouzitych protilatek se séry jinych zivocisnych
druhii; nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) vzorkt ani skladovani vzorkd
pii 2-8 °C po dobu 7 dnti na koncentraci TFF ve vzorcich.

V ramci klinické studie (n=44) bylo zjisténo, ze Zeny s karcinomem mély
vyznamné zvySené sérové hodnoty TFF-3 (TFF-3 2,7 vs. 1,0 pg 17, p<0,05).
Ve skupiné Zen skarcinomem endometria nebyl zjistén vyznamny rozdil
v koncentracich Ca-125, TFF-1, TFF-2 a AIF-1.

9. Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana ELISA souprava
pro stanoveni S100A-11 v séru. Mez detekce &inila 0,007 pg I"', mez stanovitelnosti
0,021 pg I, opakovatelnost (CV) <12 %, mezilehld preciznost (CV) <12 %,
vytéznost 99 %, linearita 94 %; pii testovani kiizové reaktivity pouzitych protilatek
se souborem sér jinych Zivo¢isnych druhl byla zjisténa kiizova reaktivita se séry
téchto druhti: opice, kiecek, prase, kralik a krysa; nebyl zjistén vliv
zamrazeni/rozmrazeni (5%) vzorkl ani skladovani vzorku pii 2-8 °C po dobu 7 dnt
na koncentraci S100A-11 ve vzorcich.



V ramci klinické studie (n=44) bylo zjisténo, ze Zeny s karcinomem mély
vyznamng zvyiené sérové hodnoty S100A-11 (S100A-11 7,2 vs. 4,2 pg I'', p <0,01).
Ve skupiné zen skarcinomem endometria nebyl zjistén vyznamny rozdil
v koncentracich Ca-125, TFF-1, TFF-2 a AIF-1. Na zaklad¢ vysledkii regresni
analyzy (data nejsou uvedena) bylo, jako ukazatel prvni volby pii diagnostice
karcinomu endometria, doporuceno vyuzit ze vSech parametrii pouze stanoveni
sérové koncentrace S100A-11.

Zavéry:

Byla navrzena, optimalizovana a validovana diagnostickd souprava
pro stanoveni osteokrinu, PEDF, VILIP-1, sekretagoginu, chemerinu, PSP-94, TFF-
1/2/3 v séru i plazm¢. Dkk-1 a SI00A-11bylo doporuceno stanovovat pouze v séru.
VILIP-1 lze stanovit vséru i vlikvoru. VSechny ELISA soupravy vykazovaly
uspokojivé analytické charakteristiky a potenciondlni klinickd diagnosticka
vyuzitelnost byla ovétena v deviti klinickych studiich.

Na zékladé poznatkd, vyplyvajicich zprovedenych Kklinickych studii
az toho, ze vétSina znové vyvinutych ELISA souprav nasla uplatnéni na tadé
pracovist, se lze domnivat, ze by mohlo jit o nezavislé a potencialni ukazatele
vyuzitelné nejen ve védeckych studiich, ale pravdépodobné i pii diagnostice
vybranych onemocnéni hromadného vyskytu.

Pii interpretaci zaveért je tfeba zddraznit fakt, Ze exprese gend se Casto lisi
od koncentrace jejich produktd v séru, a Ze fada hypotéz o mozném praktickém
vyuziti znalosti koncentrace novych molekul na zaklad¢ znalosti jejich exprese
v klinické praxi mize selhavat. Je tedy nezbytné odliSit mezi expresi genu (mRNA)
a koncentraci jeho produktu v cirkulaci.

Klicova slova:
VILIP-1, Dkk-1, osteokrin, sekretagogin, chemerin, PEDF, PSP-94, TFF, ELISA,
metabolicky syndrom, osteopordza, karcinom endometria, karcinom prostaty.



SUMMARY
Introduction:

The diagnosis of diseases of mass occurrence including a cluster
of diseases associated with the so-called metabolic syndrome, bone disease and
selected malignant disease, is based on circumstantial and less often specific
investigative procedures. Recently, to the forefront in the diagnosis of these diseases
have come laboratory methods characterized by high specificity of determination.

First, the diagnosis of diseases and conditions of the central nervous
system (CNS) including stroke, Alzheimer's disease and trauma is often difficult,
especially for first line physicians - etc. This is a serious health and social problem
given for example that stroke is the third leading cause of death after cardiovascular
disease and cancer. There is no ideal biomarker of CNS damage which could be
examined in peripheral blood and which would meet similar criteria to cardiac
troponins and natriuretic peptides in cardiology .

Second, like CNS conditions, bone diseases are difficult to diagnose,
especially in the early phase. This delay can have serious consequences
for prognosis given the irreversibility of the disease.

Third, in oncological diagnostics there are also potentially useful trefoils
proteins (TFF). TFF are a family of at least three related low molecular weight
peptides. If damaged mucosa is formed, there is an increase in their concentration and
this contributes to mucosal healing and renewal of the epithelium. Their presence,
however, is associated with various systemic inflammatory conditions and cancers.

The aim of this dissertation thesis:

1. The development, validation and verification of ELISA test
for determining the concentration of osteocrin in serum and confirming
the validity of this test in patients with osteoporosis.

2. Verification whether PEDF serum levels are related to the risk
of developing the metabolic syndrome in Caucasians.

3. The development, validation and clinical testing of specific ELISA kits
for determining VILIP-1 in human serum and search for correlations
between concentration of VILIP-1 levels and other indicators of brain cell

damage in patients with stroke.

4.  The development, validation and clinical testing of specific ELISA kits for
determining secretagogin in human serum; relationships between the
concentration and other indicators of cell damage in patients with stroke.
Determination of reference values for secretagogin in healthy physiological
infants.



5. The development, validation and verification of ELISA assay
for determining Dkk-1 and testing the validity of this test in patients with
0Steoporosis.

6.  Verification of determination of chemerin concentration and its clinical
efficacy in the diagnostics of the metabolic syndrome.

7. The development, validation and clinical testing of specific ELISA kits
for determining PSP-94;verification of the effectiveness of the diagnostic
determination of PSP-94 in patients with prostate cancer.

8. Verification of the diagnostic efficiency of TFF determination in different
situations.

9. The development, validation and clinical testing of specific ELISA kits
for determining S100A;verification of the effectiveness of the diagnostic
determination of PSP-94 in women with endometrial carcinomas.

Experimental part:

Cooperation in the development of ELISA kits specific for the
determination of concentrations of selected molecules were developed and validated
kits for VILIP-1, Dkk-1, osteocrin, secretagogin, chemerin, PEDF, PSP-94 and TFF.
To verify the functionality of these kits and their use in clinical practice, a total of
9 clinical studies that address the determination of the concentration of VILIP-1
in patients with stroke (2 studies, 10 + 33 probands), Dkk-1 in patients
with osteoporosis (34 probands), osteocrin in patients with osteoporosis
(118 probands), chemerin and PEDF in subjects with metabolic syndrome
(231 probands and 112 probands), secretagogin in patients with cranial trauma,
infants (686 probands) and a control group of healthy donors (41 probands), PSP-94
in patients with suspected prostate cancer (121 probands) and TFF in women
with suspected endometrial carcinoma (44 probands).

In clinical studies were investigated other laboratory markers with
different frequency, TAG, LDL, HDL, cholesterol, ApoA, ApoB, albumin, TAU
protein, amyloid-beta, clusterin, CRP, cystatin-C, fibrinogen, haptoglobin, IgA, IgG,
IgM, prealbumin, PSA, free PSA, AIF-1, Ca-125, S100-11, glucose, uric acid, CK,
insulin, ALT, AST, body mass index (BMI, kg/m”) and measured bone density
(DEXa, Hologic 4500 device).

Results:

1. The kit for determination of osteocrin has been developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection
0.5 ug I, intra-assay reproducibility (CV) <10%, inter-assay reproducibility (CV)
<10%, %, spiking recovery > 94 %, linearity > 120%; no cross-reactivity was found



with sera from other animal species, no effect of sample freezing/thawing (5%)
or concentration of osteokrin in the samples stored at 2-8 °C for 7 days.

In clinical studies, there was no relation between the values of osteocrin
and other measured parameters;concentration of osteocrin did not differ by gender,
according to resistance to insulin, or dyslipidemia.

2. The kit for determination of PEDF was developed, optimised
and validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection
0.045 pg I'' , intra-assay reproducibility (CV) < 10%, inter-assay reproducibility
(CV) < 10%, spiking recovery 101 %, linearity 97 %; no cross-reactivity was found
with sera from other animal species; no effect of sample freezing/thawing (5%)
or concentration of PEDF in samples stored at 2-8 °C for 7 days.

In the clinical study, there was no significant difference
in the concentration of PEDF for males and females (mean 15.9 vs. 16.7 mg I"") but
there was acorrelation with BMI (r = 0.32, P < 0.01) CRP (r=0.33, P <0.01)
and insulin (r = 0.082, P < 0.05). Individuals with metabolic syndrome (NCEP
ATPII criteria, n = 72) had significantly higher concentrations of PEDF
compared to healthy subjects without metabolic syndrome (without
the presence of components of metabolic syndrome, n = 40), (median
15.6mg 1" and 11.2 mg I'", P < 0.01).

Sensitivity and specificity of the concentration of PEDF for diagnosing
the metabolic syndrome was 57.9 % respectively 86.7 % at the chosen cut-off value
of 14.9 mg I'' (AUC 0.75; 95% CI 0.55 to 0.87).

3. The kit for determination of VILIP was developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection
0.027ug 1", intra-assay reproducibility (CV) < 10%, inter-assay reproducibility
(CV) < 10%, spiking recovery 105 %, linearity 88,9 %; no cross-reactivity was
found with sera from other animal species, no effect of samplefreezing / thawing
(5%) or concentration of VILIP-1 in the samples stored at 2-8 °C for 7 days.

During the 2 clinical studies we found that people with stroke (» = 10) had
higher values of VILIP-1 than those without CNS impairment (all individuals with
CMP had values VILIP-1 > 0.05 mg P < 0.01), individuals without CNS
involvement had values VILIP-1 < 0.05 mg 1" (sensitivity 85.7 %, specificity 100
%) and there was no significant difference in the concentration of VILIP-1 in serum
and cerebrospinal fluid of healthy persons or persons with stroke.

Significant differences were found in the concentration of VILIP-1
in serum and cerebrospinal fluid of healthy people and patients with stroke: 0.03 /



1.78 mg I'', P < 0.01, and CSF 0.07/0.16 mg 1", P < 0.01; sensitivity and specificity
for the serum concentration of VILIP-1 for clinical diagnosis of stroke was 100 %.

Serum concentration of VILIP-1 correlated with the concentration of
ApoA-I (r = -0.23, P = 0.02), with an index of ApoA-I, CSF / serum (r = -0.23,
P =0.04) and concentration VILIP-1 in CSF (r=0.4, P <0.01).

4. The kit for determination of secretagogin was developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection 11 ng 1™,
intra-assay reproducibility (CV) < 10 %, inter-assay reproducibility (CV) < 10 %,
spiking recovery 92 %, linearity 107 %; no cross-reactivity was found with sera
from other animal species; no effect of sample freezing/thawing (5%) or
concentration of secretagogin in samplesstored at 2-8 °C for 7 days.

Sensitivity and specificity of the concentration of SCGN for patients with
cranial trauma (n=98) was 85 % and specificity 89 %, AUC 0.87 (P<0.01).
Diagnostic efficiency did not differ between the determination of S100 and SCGN, but
was significantly higher than pNF-H, GFAP and Hsp70 (P < 0.05). In the second study
reference values for healthy infants were determined (n=686, 99 % CI 5-64 ng 1,
mean 29,5 ng I'"). No relationship between Apgar-score and blood pH was found.

S. The kit for determination of Dkk-1 was developed, optimized and
validated. Tt showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection 0.01 pg 17,
intra-assay reproducibility (CV) < 10 %, inter-assay reproducibility (CV) < 10 %,
spiking recovery 95 %, linearity 93 %; was found no cross-reactivity with sera from
other animal species, no influence for samples freezing/thawing (5%) or
concentration of Dkk-1 in the samples stored at 2-8 °C for 7 days.

In clinical studies (#=34) have found significant differences between the
values of Dkk-1 by the presence of osteoporosis. The significance of differences
persisted even after adjusting for gender, age and other monitored parameters.
Efficiency for clinical purposes was excellent (AUC 0.92; 95 % CI 0.78-0.99;
sensitivity 78 %, specificity 100 %, 100 % positive predictive value at a value of
Dkk-1>3.86 pg I').

6. The kit for determination of chemerin was developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection
0.1 pg!', intra-assay reproducibility (CV)<10 %, inter-assay reproducibility
(CV) <10 %, spiking recovery 96 %, linearity 103 %;no cross-reactivity was found
with sera from other animal species; no effect of samplefreezing/thawing (5x) or
concentration of chemerin in samples stored at 2-8 °C for 7 days.



In a clinical study in healthy subjects (n=50), there was no significant
difference in concentration of chemerin between men and women (women 196.7 pg
I, males 171.2 pg I'"). In subjects with a high risk of MetSy (n=59) significantly
elevated concentration of chemerin levels were found compared to individuals
without the presence of MetSy (n=122) and healthy individuals (non-normal
distribution of the data, median 266, 230, 192.5 pug L p <0.01). We found a
significant positive correlation between chemerin and age (r = 0.23, P < 0.01),
chemerin and glucose (r = 0.23, P <0.01), and HDL cholesterol and chemerin (r = -
0,19, P < 0.01); chemerin and TAG synthesis (r = 0.22, P < 0.01);chemerin and
systolic/diastolic blood pressure (r=0.40,P<0.01,r=0.24, P <0.01.
The efficiency for diagnosing the presence of the metabolic syndrome was excellent:
sensitivity 75 %, specificity 67 % (AUC 0.75; 95 % CI 0.68-0.81; LR + 2.22) when
the cut-off of chemerin was set to 240.0 pg I'". A significant agreement between
chemerin concentrations in serum and number of criteria for the diagnosis of
metabolic syndrome was found and confirmed by a highly significant the chi-
squared test (x2 = 66.5, P <0.01).

7. The kit for determination of PSP-94 was developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection 0.12 pg 1™,
intra-assay reproducibility (CV) < 10 %, inter-assay reproducibility (CV) <10 %,
spiking recovery 94.4 %, linearity 104.2 %; we found no cross-reactivity with sera
from other animal species, no effect of samplefreezing/thawing (5%) or
concentration of PSP-94 in samplesstored at 2-8 °C for 7 days.

In the clinical study, there were 49 individuals with no disease, 27 had
chronic prostatitis and 45 were after RAPPE. PSP-94 values were related to the
concentrations of PSA and free PSA (r > 0.41, P < 0.01). Persons after RAPPE had
the lowest values of PSA, but the values of patients tested for PSP-94 did not differ
significantly (16 vs 20 vs 11.8 pg I'; health, with prostatitis, stp RAPPE), although
individuals after RAPPE had the lowest value of PSP-94. No relationship between
Gleason’s score and PSP-94 was confirmed.

8. The kit for determination of TFF-1, TFF-2 and TFF-3 was developed,
optimized and validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of
detection 0.019 / 0.044 / 0.007 ug I"' (TFF-1/ TFF-2 / TFF-3), intra-assay reproducibility
(CV) < 10 %, inter-assay reproducibility (CV) < 10 %, spiking recovery 106.3 / 98.9 /
102.7 %, linearity 102.6 / 97.4 / 95.0 % (TFF-1 / TFF-2 / TFF-3); we found no cross-
reactivity with sera from other animal species, no influence on sample freezing/thawing
(5%) or concentration of TFF-1, TFF-2 and TFF-3 in samplesstored at 2-8 °C for 7 days.



In the clinical study (n=44), we found that women with cancer had
significantly elevated serum concentration of TFF-3 (TFF-3 2.7 vs. 1.0 pg I';
P <0.05). In women with endometrial carcinoma there was no significant difference
in the concentrations of Ca-125, the TFF-1, TFF-2 and AIF-1.

9. The kit for determination of S100A-11 was developed, optimized and
validated. It showed satisfactory analytical characteristics (limit of detection
0.007 ug 1", intra-assay reproducibility (CV) < 12 %, inter-assay reproducibility
(CV) < 12 %, spiking recovery 99 %, linearity 94 %; we found no cross-reactivity
with sera from other animal species, no influence on sample freezing/thawing (5x)
or concentration of SI00A-11 in samplesstored at 2-8 °C for 7 days.

In the clinical study (n=44), we found that women with cancer had
significantly elevated serum concentration of SI00A-11 (SI00A-11 7.2 vs. 4.2 pg I,
P <0.01). In women with endometrial carcinoma, there was no significant
difference in the concentrations of Ca-125, the TFF-1, TFF-2 and AIF-1. Based on the
results of the regression analysis (data not shown), as an indicator of first choice in
the diagnosis of endometrial cancer, the use of determining S100A-11concentration
in serum was recommended.

Conclusion:

We have  designed, optimized and validated diagnostic kits for
determining VILIP-1, Dkk-1, secretagogin, chemerin, PEDF, PSP-94, TFF and
S100A-11 ELISA kits with satisfactory analytical characteristics. We tested them in
several clinical studies.

- Patients with stroke have higher VILIP-1 than those without neurological impairment.

- VILIP-1 could be a highly effective serum biomarker for stroke.

- Dkk-1 is a promising indicator, which could be usedfor diagnosing osteoporosis.

- We developed a new ELISA method, used in clinical testing to determine osteocrin levels.

- Determination of secretagogin in patients with cranial trauma showed a sensitivity of
85 % and specificity 89 %, diagnostic efficiency did not differ between the determination
of S100 and SCGN, but was significantly higher than pNF-H and GFAP). The reference
values for healthy physiological infants were 5-64 ng "' (99 % CI, mean 29,5 ng I'").

- In subjects with a high risk of MetSy we found significantly elevated concentration of
chemerin levels compared to individuals without MetSy and healthy individuals.

- Concentration of PEDF levels correlated with BMI. Individuals with the metabolic
syndrome had a significantly increased concentration of PEDF compared to healthy
subjects without metabolic syndrome (without the presence of components of the



metabolic syndrome).

- PSP-94 is, along with the determination of PSA and free PSA, a potential marker
fordetermination of prostate cancer.

- Women with endometrial carcinoma had significantly elevated serum concentration
of S100A-11 and TFF-3.

There are two caveats to bear in mind in interpreting these findings.
1. the expression of molecules are often different from their concentration in the
serum. 2. Many hypotheses on the practical application of peptide measurement, are
not confirmed in clinical practice.

Key words:
VILIP-1, Dkk-1, osteocrin, secretagogin, chemerin, PEDF, PSP-94, TFF,

ELISA, metabolic syndrome, osteoporosis, endometrial carcinoma, prostate cancer.
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vysvétleni

3T3-L1 buné¢na linie odvozena z mysich fibroblastt

Ab protilatka

AbAg komplex protilatka-antigen

ABTS 2,2’-azino-bis-(3-etylbenzthiazolin-6-sulfonat)

AD Alzheimerova choroba

AFABP Adipocyte fatty acid-binding protein
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AGS adrenogenitalni syndrom

AIF-1 Allograft inflammatory factor-1 (cytokin exprimovany v makrofazich)

Akt protein kinaza B

ALT alanin-aminotransferaza

AMK aminokyselina

ANOVA metoda analyzy rozptylu dat

AP alkalicka fosfataza

AST aspartat aminotransferaza

BCA kyselina bicinchoninova

BMI Body Mass Index

BPH benigni hyperplazie prostaty

BSA hovézi sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CaP karcinom prostaty

CI interval spolehlivosti (%)

CK kreatinkinaza

CMP cévni mozkova piihoda

CNS centralni nervova soustava

CRP C-reaktivni protein

CRISP-3 Cysteine-Rich Secretory Protein-3

CT pocitacova tomografie

CTGF rustovy faktor pro pojivovou tkan

CTRP1 Complement Clq tumor necrosis factor-related protein 1

CcVv varia¢ni koeficient

CYP11B2 aldosteron syntaza

Db/Db mysi fenotyp bez funkéniho leptinového receptoru
(dlouhé formy ObRb)

DEXa dvoufotonova kostni denzitometrie

Dkk-1 Dickkopf-1

DLB demence zptsobena Lewyho télisky

DM2 Diabetes mellitus 2. typu

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPD deoxypyridinolin

EGF epidermalni ristovy faktor

EGFR receptor pro epidermalni rtistovy faktor

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ES karcinom endometria

FSH folikuly stimulujici hormon

GFAP glial fibrillary acidic protein

GIT gastrointestinalni trakt

Glu kyselina glutamova

GLUT4 inzulinem regulovany transportér pro glukézu

HAMA lidské anti-mysi protilatky




Zkratka Vysvétleni

HbAlc glykovany hemoglobin- frakce Alc

HDL cholesterol o vysoké hustoté (HDL cholesterol)

HEK 293 Human Embryonic Kidney Cells
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HRP kienova peroxidaza

HSP lidsky spasmolyticky polypeptid

1cc intrahepatalni cholangiokarcinom

1gG imunoglobulin G

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

IVD znacka pro diagnostika schvalené pro in vitro pouziti

Kas asociacni konstanta

LDL cholesterol o nizké hustoté (LDL cholestrol)

LoD mez detekce

LoQ mez stanovitelnosti

LR vérohodnostni pomér

LRP-5 transmembranovy ko-receptor z rodiny Lrp

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MetSy metabolicky syndrom

NaCl chlorid sodny

NaH2PO4 dihydrogenfosfore¢nan sodny

NCEP ATP III National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel
(Adult Treatment Panel I1I)

NPR-C receptor natriuretickych peptida typu C

OPD o-fenylendiamin

Ostn osteokrin

PBS fosfatovy pufr

PCOS Syndrom polycystickych ovarii

PEDF pigmentovy faktor odvozeny od epitelu

PI3K Fosfatidylinositol 3-kinaza

pNF-H vysokomolekularni forma neurofilamentové podjednotky

PPARy receptor aktivovany proliferatory peroxizomu

pRSET restrikéni misto expresniho vektoru

PSA prostata-specificky antigen

PSP praseci spasmolyticky polypeptid

PSP-94 prostaticky sekre¢ni protein 94

PTH parathormon

QUICKI kvantitativni index index rezistence k inzulinu

R korela¢ni koeficient

RAGE Receptor pro pokrocilé produkty gylykace (AGE)

RAPPE radikalni prostatektomie pro karcinom

RARRES 2 respondér receptoru kyseliny retinoidové 2

RefSeq ptistupové ¢islo pro ur¢itou sekvenci v genetické databazi

RF revmatoidni faktor

SCGN sekretagogin

SDS PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

Ser serin

SML1 spasmolysin 1

SP spasmolyticky polypeptid

TAG triacylglycerol

TBS Tris Buffered Saline

TBS-Tw TBS - Tween

TFF1 trefoils (trojlistkovy) protein 1
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transforming growth factor
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visinin like protein-1
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‘Wnt -signalni draha (rodina rtistovych faktorl zajist'ujicich
homeostazu, regeneraci ¢i embryonalni vyvoj organismu)




1. Teoreticka ¢ast
1.1 UVOoD

Diagnostika onemocnéni hromadného vyskytu (cluster chorob
sdruzujicich se do tzv. metabolického syndromu, choroby skeletu, vybrana
maligni onemocnéni, atp.) je zalozena casto na nepiimych a méné
specifickych vysettovacich postupech. V posledni dobé se do poptedi dostava
diagnostika téchto chorob pomoci laboratornich metod, které jsou
charakteristické vysokou efektivitou stanoveni. Ve své disertacni praci jsem
se zabyval stanovenim vybranych ukazateli v ramci onemocnéni skeletu,
metabolického syndromu, centrdlni mozkové soustavy ¢i vyuzitim pomocného
ukazatele diagnostiky karcinomu prostaty.

1.1.1 Osteokrin (Ostn)

Osteokrin (musclin, Ostn) je protein o relativni molekulové
hmotnosti 11,4 kDa, ktery podléhd proteolytickému Stépeni na aktivni C-
terminalni peptid. Je produkovany osteoblasty, buiikami kosterniho svalu
a vazivovymi buiikami (Nishizawa H et al: 2004; Yasui A et al: 2007). Jde
onedavno objeveny protein, ktery vykazuje vysokou homologii
s natriuretickymi  peptidy, coz umoznuje jeho vazbu na receptor
natriuretickych peptidi typu C (NPR-C) a inhibici jejich odbouravani (Liu Y
et al: 2008; Moffatt P et al: 2007). Pfesnd funkce zatim nebyla objasnéna,
nicméné neddvné studie naznacuji, ze kromé stimulace diferenciace
osteoblasti (exprese Ostn v kostni tkani se snizuje po pfidani 1,25-
dihydroxyvitaminu D3 a chronické pfidani Ostn ke kostni tkani vede
k inhibici mineralizace, snizené expresi osteokalcinu a kostni alkalické
fosfatazy) (Thomas G et al: 2003), mize Ostn ovliviiovat energeticky
metabolismus a inzulinovou senzitivitu. Zda se totiz, ze builkky kosterniho
svalstva produkuji fadu bioaktivnich latek, které ovliviiuji metabolismus
podobn¢ jako adipokiny. Na mys$ich modelech bylo prokazano, ze se exprese
Ostn (mRNA) v pfiéné pruhovaném svalu pfi hladovéni snizuje a k jejimu
opétovnému zvyseni dochazi po obnoveni pfijmu potravy. Soucasné bylo
zjisténo, ze exprese Ostn se zvySuje UCinkem inzulinu a naopak k jejimu
snizeni dochazi pusobenim adrenalinu nebo isoproterenolu (Nishizawa H
et al: 2004; Yasui A et al: 2007). Obézni mysi s rezistenci na inzulin mély
vys8i expresi Ostn, a lze tedy odvodit, Ze osteokrin by mohl byt peptid, ktery
vyvolava rezistenci k inzulinu (Nishizawa H et al., 2004; Yasui A et al: 2007;
Moffatt P et al: 2007). V tomto kontextu je zajimavé, ze Ostn snizuje



inzulinem stimulované vstfebavani glukoézy svalovymi bunikami, syntézu
glykogenu v jatrech a je pravdépodobné, ze osteokrin plsobi na celou
inzulinovou signaliza¢ni drahu (Nishizawa H et al: 2004; Liu Y et al: 2008).
Ackoliv bylo nedavno provedeno nékolik studii, které hodnotily expresi genu
Ostn, neni stale dostupnd komeréni souprava pro stanoveni koncentrace
tohoto proteinu v biologickych vzorcich. Ve vétSiné publikaci byl vyznam
Ostn posuzovan pomoci zvitecich genetickych modeld (mys$i, krysi), ptipadné
na kulturdach embryonalnich lidskych renalnich bunék (HEK 293-Human
Embryonic Kidney Cells).

Je mozné, ze tento protein by mohl hrat roli v diagnostice,
ev. monitorovani terapie osteopatii a pfi hledani vztaht mezi kostnim
a energetickym metabolismem.

1.1.2 Pigment epithelium-derived factor (PEDF)

PEDF je multifunkéni protein patfici do rodiny serpind (serpiny -
skupina inhibitort serinovych proteaz). Je syntetizovan pievazné v jatrech,
ledvinach, ale napf. i v plicni, mozkové a tukové tkani a vykazuje
neurotrofické, gliastatické, antiangiogenni a antitumorogenni vlastnosti
ovliviiujici naptiklad diferenciacni aktivitu bunék odvozenych z retiny a CNS
(Yang S et al: 2013). PEDF je silny inhibitor angiogeneze blokujici fibrogenezi
v ledvinach diabetikl prostfednictvim inhibice exprese a funkce rlstového
faktoru beta a ristového faktoru odvozeného z pojivové tkdné (Wang J J et al:
2006); in vitro snizuje poSkozeni bunék endotelu, coz by mohlo naznacovat
jeho vliv v procesu vzniku aterosklerdzy (Chen H et al: 2008). V bunécéné
kultufe u zivo¢isnych modeld PEDF inhibuje rist endotelialnich bunék, jejich migraci
a suprimuje ischémii-vyvolanou neovaskularizaci (Yamagishi S et al: 2006).

Hlavnim mistem produkce PDEF jsou pravdépodobné jatra, odkud se
PEDF dostava do cirkulace (Yamagishi S et al: 2006). V mensi mife je také PEDF
produkovan i tukovou tkani, nicméné i u jedinct s obezitou a inzulinovou rezistenci
je zdojem vétSiny PEDF v cirkulaci tukova tkan (Moreno-Navarrete J M et al: 2013).
Exprese PEDF v tukové tkéani je snizena béhem diferenciace adipocytii a zvysSena
u obezity (Matsuzawa Y: 2006).

PEDF pravdépodobné hraje dulezitou roli u obezitou indukované
inzulinové rezistence (protektivni efekty) a dokonce bylo popsano, ze jeho
koncentrace v séru by mohla byt nezavislym ukazatelem inzulinové rezistence
iupacienti s esencidlni hypertenzi (Nakamura K et al: 2008). V souvislosti
s inzulinovou rezistenci byly zvySené hodnoty PEDF v séru pozorovany
i u neobéznich Zen se syndromem polycystickych ovarii (Lecke S B et al: 2013).



Bylo prokazano, Ze intracelularni PEDF se vaze na adipocytarni lipazu
avede k degradaci triacylglycerolti. Na zaklad¢ téchto zjisténi byla prezentovana
hypotéza, ze snizeni hladiny sérové koncentrace PEDF mize pfispét k rozvoji jaterni
steatozy (Dai Zet al: 2013). Mnoho autorti prezentovalo, Zze oxidacni stres
a chronicky zanét tukové tkané piispiva k rozvoji metabolického syndromu. Zda se,
ze PEDF svym antioxidanim a anti-inflamatornim ucinkem snizuje riziko
chronického zanétu cév, avsak dosud nebyl potvrzen jeho ucinek pii potlaceni zanétu
v tukové tkani (Matsui T et al: 2014).

Ve studiich provadénych na non-kavkazské populaci bylo zjiSténo,
ze koncentrace PEDF souvisi s rizikovymi faktory aterosklerdzy a rozvojem metabolického
syndromu (Wang P et al: 2008; Yamagishi S et al: 2006; Yamagishi S et al: 2014).

Je mozné, ze by mohlo jit o potencionalni ukazatel piitomnosti
a zavaznosti metabolického syndromu také u kavkazské populace.

1.1.3 Visinin like protein-1 (VILIP-1)

Nedavno publikovana studie prezentovala, Zze existuje vice nez 29 gent,
jejichz produkty nachazime v centralni nervové soustavé ve vyss$i koncentraci
(Laterza O F et al: 2006). Jednim z nich je pravé VILIP-1 (Visinin like protein 1);
jde o cytoplazmaticky protein s nizkou relativni molekularni hmotnosti, ktery je
témei absolutné specificky pro CNS, vyskytuje se v mozku ve vysoké koncentraci
nezavisle na lokalizaci a typu bun¢k (An W F et al: 2000; Branewell K H et al: 1999).

VILIP-1 je ¢lenem rodiny neuronalnich senzorickych kalciovych proteind

(existuje VILIP-1/2/3), ktery G¢inkuje zvySenim koncentrace cAMP v buiikach; jeho
funkéni role neni v8ak zcela jasna a jde pravdépodobné o signalni protein (spekuluje
se o tom, ze ve slinivce vede ke zvySeni sekrece inzulinu; v mozku zvysSuje expresi
nikotinovych acetylcholinovych receptort a v organismu obecné ucinkuje jako
Ltumor supresor” inhibici bunécné proliferace, adheze a invazivity) (An WF et al: 2000;
Burgoyne RD et al: 2004). Kromé toho VILIP-1 mtize byt i jednim z prognostickych
ukazatell, vyuzitelnych pii diagnostice Alzheimerovy choroby (Hasegawa S et al:
2013) nebo demence zptisobené Lewyho télisky (Luo X et al: 2013).
Lze tedy obecné fici, ze VILIP-1 nalezi do rodiny proteint, které se vyskytuji
v centralni nervové soustavé a podileji se na mnoha fyziologickych procesech, které
zahrnuji napiiklad modulaci bolesti, energeticky metabolismus, myokardialni procesy
¢i karcinogenezi. Na molekularni urovni se tyto proteiny podileji na kontrole
neuronalnich funkei. (Buttgereit J et al: 2010; Gierke P. et al: 2008).

Mimo mozkovou tkan se VILIP-1 vyskytuje také v pankreatu, kde plsobi
ve funkci represorového genu pro inzulin a u¢inkuje pravdépodobné zvysenim sekrece
inzulinu (Dai FF et al: 2006).



Z hlediska stanoveni tohoto proteinu bylo popsano pouze n€kolik in-house
diagnostickych souprav, ne v§ak metodou ELISA.

Az do niZe uvedeného projektu, na kterém jsem se zaCastnil a popisuji jej
v ramci disertacni prace, nebyla publikovana studie, ktera by hodnotila koncentraci
VILIP-1 u jedinct s ischemickou mozkovou piihodou.

1.1.4 Sekretagogin (SCGN)

Sekretagogin (SCGN) je kalcium vazajici protein o relativni molekulové
hmotnosti 32 kDa (jedna molekula SCGN vaze celkem &tyfi vapenaté ionty vazbou
o nizke afinité) (Gyenqesi E et al: 2013; Rogstam A et al: 2007).

Tato bilkovina patti do rodiny EF-hand proteinti (spolu s parvalbuminem
a kalretininem). SCGN byl nejdiive nalezen v f-buiikdch Langerhansenovych
ostrivkd v pankreatu a nasledn¢ byla jeho pfitomnost detekovana v riznych castech
centralni i periferni nervové soustavy vcetné sitnice. Na animalnim modelu byla
popsana souvislost exprese SCGN v mozku i slinivee s koncentraci inzulinu a glukozy
v cirkulaci (Weltzien F et al: 2014, Maj M et al: 2012).

Zda se, ze SCGN je multifunkéni protein s mnohostrannym ucinkem, ktery

se ucastni pravdépodobné metabolismu neuront, jejich diferenciace, proliferace,
vezikularni exocytézy neuroaktivnich latek; soucasné vykazuje neuroprotektivni
ucinky (Kosaka K et al: 2013).
SCGN je mimo slinivky exprimovan pievazné v CNS; zejména v mozecku,
hypofyze a hypotalamu. Z toho vyplynul i na$ predpoklad zda-li by SCGN nemohl
slouzit jako laboratorni ukazatel pro odhad zralosti CNS nebo parametrd rozvoje ¢i
poskozeni CNS u novorozencu. Ke stanoveni zralosti a stavajiciho zdravotniho
stavu novorozence se totiz bézné vyuziva fada klinickych  (Apgar-skore)
i laboratornich testt (pH, laktat, S-100, atp.). PfedevS§im pro odhad zralosti CNS,
ktery mize byt zatizen bezprosttedné po porodu chybou, se hledaji dalsi laboratorni
ukazatele, které by mohly vbudoucnu slouzit jako parametry rozvoje nebo
poskozeni CNS.

1.1.5 Dickkopf-1 protein (Dkk-1)

Podobné jako je tomu u onemocnéni CNS jsou choroby skeletu obtizné
diagnostikovatelné, a to ptedev§im v jejich Casné fazi. Tato latence miize byt
z hlediska dal$i prognézy choroby nebezpeéna i pro svoji Castecnou
ireversibilitu. Jednim z potencialnich ukazatelti kostni remodelace by mohl byt
nedavno popsany Dickkopf-1 protein (Dkk-1).



Dkk-1 je rozpustny protein, ktery byl nedavno identifikovan jako
komponenta pfenosu signalu parathormonu; soucasné¢ jde o inhibitor signalni
kaskady Wnt/LRPS. Tato kaskada je v lidském organismu pravdépodobné
jednou z hlavnich regula¢nich komponent osteogenetickych i osteoresorpcnich
procesu. Diky tomu jej lze povazovat za supresor kostni formace, ktery vede
k poklesu kostni hmoty (experimentalni modely).

Dkk-1 je exprimovany predev§sim chondrocyty a inhibuje destrukci
chrupavky pfi osteoartritidé tim, Ze je schopen inhibovat expresi katabolickych faktort
zprostiedkovanou Wnt, proto lze pfedpokladat mozné terapeutické vyuziti stanoveni
Dkk-1 v séru pfi 1é¢bé osteoartritid (Oh H et al: 2012). Signalni kaskada Wnt hraje
dulezitou roli v rozvoji a regulaci bunééného ristu, proliferace a diferenciace bunék,
jejich prezivani a apoptdze. Ztrata regulace této signalni drahy mize vést k rozvoji
nadorového bujeni. Velikost exprese Dkk-1 se lisi podle histologického typu nadort
a je ovliviiovana i mikroprostfedim v tkanich (Jiang T et al: 2013; Sun Z et al: 2014).

Informace o vyznamu Dkk-1 jsou vSak rozporuplné, protoze né&které

autorské skupiny nenalezly vztahy mezi Dkk-1 v séru, parametry kostniho
obratu a stavem kostni hmoty (Cejka D et al: 2011; Peé¢ina-Slaus N: 2010). Jini
autofi naopak prokazali, Ze produkce tohoto kostniho cytokinu je v kosti silné
zastoupena a jeho exprese se zvySuje v misté fragilnich zlomenin (D"Amelio P
et al: 2011); zvySené hodnoty Dkk-1 v séru byly nalezeny také u jedinct
s vy$$im kostnim obratem (Liu Y Y et al: 2010; Glantschnig H et al: 2010).
Pii zkoumani potencidlni role Dkk-1 a TRAPSDb (tartrate-resistance acid phosphatase 5b)
u osob s dnovou artritidou byla zjisténa vyznamné zvySend hladina Dkk-1, ktera
souvisela s koncentraci TRAPSb, coz ukazuje také na moznou ulohu Dkk-1 pii
destrukei kostni tkdné u dnové artritidy (Zhao W et al: 2012).

Vzhledem k vySe uvedenému je zajimavé, ze souvislosti Dkk-1 se zménou
density nebo kostnimi ukazateli byly popsany ojedinéle a byly slabé (Long L et al: 2010).

Vyssi hladiny Dkk-1 v séru byly nalezeny v experimentech pfedev§im
u jedinct s malignimi onemocnénimi metastazujicimi do skeletu, karcinomem
plic, kolorektalnim karcinomem, u nadord vaje¢nikl, u osob s revmatoidni
artritidou ¢i systémovym lupus erythematodes (Garnero P et al: 2008; Liu Y Y
et al: 2010;Voorzanger-Rousselot N et al: 2009; Tao J et al: 2009).

V posledni dobé se také objevuji informace o vlivu protilatek proti Dkk-1
v 1é¢beé osteopordzy (Tai N et al: 2014). Za zajimavou lze také povazovat informaci
o negativni souvislosti mezi koncentraci Dkk-1 a aterosklerotickymi platy u africko-
americké populace diabetikti 2. typu (Register TC et al: 2013) Nedavno bylo dokonce
popsano, ze koncentrace Dkk-1 by mohla byt prediktorem vzniku akutniho
koronarniho syndromu (Wang L et al: 2013).



1.1.6 Chemerin

Chemerin, znamy také jako tazarotenem indukovany gen 2 (TIG2) nebo
respondér receptoru kyseliny retinoidové (RARRES2) se v organismu vyskytuje
ve dvou formach. Jednak jako nativni protein o relativni molekulové hmotnosti
18 kDa a jednak jako jeho kratka forma o relativni molekulové hmotnosti 16 kDa,
kterd vznikd odstépenim 5 az 10 aminokyselin na terminalnim C-konci pomoci
serinovych proteaz a ma vyrazné vys$si bilogickou aktivitu neZz nativni protein
(Zabel BA et al: 2006). Zdroj cirkulujiciho chemerinu je doposud nejasny.
Chemerinovda mRNA je nejvice exprimovana v tukové, jaterni a ledvinné tkani
(Goralski K B et al: 2007). Gen pro chemerin, ktery koduje signalni peptid je také
exprimovan fadou dalsich bunék jako jsou endotelidlni bunky a fibroblasty.

Chemerin pusobi jako prozanétlivy cytokin, ktery aktivuje bunky
imunitniho systému prostfednictvim vazby na receptor pro chemerin (ChemR23)
(Bozaoglu K et al. 2007).

Exprese chemerinu a jeho receptoru sezvySuje béhem diferenciace
preadipocyti naadipocyty. Chemerin navozuje lipolyzu v diferenciovanych
adipocytech a 3T3-L1 bunkach, stimuluje intracelularni uvolfiovani vapniku a inhibuje
akumulaci cAMP (Roh S et al: 2007; Goralski K B et al: 2007; Wittamer V et al: 2003;
MacDougald O A et al: 2007). Chemerin je produkovan jako inaktivni pre-protein
anasledné je serinovou proteazou odstépena C-terminalni ¢ast pre-proteinu a vznika
aktivni chemerin pfitomny v séru nebo plazmé.

Chemerin hraje pravdépodobné dualezitou roli v éasné fazi regulace
diferenciace a rustu adipocytl a ovliviiuje inzulinovou rezistenci.

Chemerin pozitivné koreluje s hodnotou BMI, inulinovou rezistenci,
krevnim tlakem, koncentraci triacylglycerold a negativné koreluje s koncentraci
adiponektinu a HDL cholesterolem (Aronis N K et al: 2014). ZvySena hladina
chemerinu byla nalezena u jedinci s centrdlnim typem obezity a u pacientd
s nealkoholickou steatohepatitidou (Roman A A et al: 2012). Pfi hubnuti dochazi
ke snizeni exprese chemerinu buiikami tukové tkané a ke snizeni koncentrace
cirkulujiciho chemerinu v krvi (Chakaroun R et al: 2012). Hladinu chemerinu také
nepiimo ovlivituje intenzita fyzické zatéze (Polyzos S A et al: 2014).

Nedavno byla prezentovana prace o vlivu konzumace alkoholu na koncentraci
chemerinu, pfi¢emz se zd4, ze u lidi ma zvySeny piisun alkoholu za nasledek narGst
koncentrace chemerinu vséru i v bilé tukové tkani, coz by odpovidalo teorii, ze
konzumace nizkych davek alkoholu ma pro organismus profitabilni efekt (Ren R-Z et al:
2012). Na druhé strané prace jinych autorti prokézala, ze pravidelnd pohybova aktivita
vedla k poklesu koncentrace chemerinu. Tento piiklad ukazuje na fakt, ze ziskadvané
informace jsou velmi ¢asto protichtidné (Neuparth MJ, 2013).



Recentni publikace prokazaly, Ze chemerin je mimo jinych tkani produkovan
i placentou a muze hrat didlezitou roli v regulaci metabolismu béhem tehotenstvi.
Pii porovnani koncentrace chemerinu v séru béhem gestace s ukazateli inzulinové
rezistence bylo zjiSténo, Ze koncentrace chemerinu v séru byla béhem pozdni faze
gestace vyznamné zvySena v porovnani s asnou fazi gestace a negativné korelovala
s koncentraci  adiponektinu. Nebyla zjisténa zadnd vazba s koncentracemi
triacylglycerolti, celkového cholesterolu, LDL, HDL cholesterolu a inzulinu. Z tohoto
divodu se prozatim zda diskutabilni vyuziti stanoveni chemerinu v diagnostice
inzulinové rezistence béhem gestace (Garces M F et al: 2013). Je mozné, ze chemerin
ma u novorozencu jiny efekt a dokonce se spekuluje o tom, Ze jeho koncentrace by
mohla byt spojena s piitomnosti gesta¢niho diabetu mellitu (Poppel MN et al: 2013).

Podle vsech prezentovanych studii se zda, ze je menopauza spojena
s redistribuci tukové tkané a Casto s abdominalnim typem obezity. Na zakladé téchto
vysledkl existuje predpoklad, ze se hladiny chemerinu u Zen v menopauze zvySuji,
Nicméné v nasi praci jsme zjistili, ze koncentrace chemerinu nebyly u sledovaného
souboru paradoxné zavislé na hodnotdch sexageni ani napodavani hormonalni
substituce, a proto se domnivam, Ze nelze stanoveni chemerinu pro diagnostiku
piitomnosti metabolického syndromu u osob po menopauze pouzit (14).

1.1.7 Prostate secretory protein 94 (PSP-94)

PSP-94 je jeden ze ti1 predominantnich proteind, produkovanych prostatou a
byva nalezen v lidské semindlni tekutin€ spole¢né s prostatickym specifickym antigenem
(PSA) a prostatickou isoformou kyselé fosfatazy.Je to neglykosylovany protein
skladajici z 94 AMK o relativni molekulové hmotnosti 107 kDa a je také znam pod
oznacenim f-mikroseminoprotein nebo prostaticky inhibinu podobny protein. PSP-94 je
syntetizovan jako pre-protein slozeny ze 114 AMK zbytki a po proteolytickém odstépeni
signalniho proteinu 0 20 AMK vznika vlastni PSP-94 protein.

PSP-94 byl poprvé identifikovan v semenné plazmé jako sekrecni produkt
epitelidlnich bun€k prostaty. Pozdgji byl PSP-94 nalezen také napiiklad v plicnich
a prsnich epitelialnich buinkach. Bylo zjisténo, ze PSP-94 ma fungicidni uéinky, které
jsou inhibovany v pfitomnosti vapenatych iontti. PSP-94 se vyrazné uplatiuje v rozvoji
benigni hyperplazie prostaty (BPH) a nasledné na vzniku karcinomu prostaty.
Mechanismus vzniku BPH neni zcela znam, nicméné se piepoklada infekce prostaty
patogenem, primarné pii sexualni aktivité. Pokud je zachovana sekrece PSP-94 s C-
terminalnim koncem, ktery ma fungicidni u¢inky nedochazi k vyraznému zmnozeni
patogenu a nemoc piejde do svého chronického stavu, ktery pretrvava bud’ nékolik
meésict nebo po cely zivot. Tento stav je charakterizovan zvysenym poctem leukocytt
v prostatické tekutiné (Laurence M: 2013).



PSP-94 vsak neni lokalizovan pouze na epitel prostaty, ale je produkovan
1 v respiraénim a gastrointestinalnim traktu (v nejvétsi mite je exprimovan zaludeéni
sliznici). V plazmé PSP-94 tvofi vysokoafinitni komplexy sPSP-94 vazajicim
proteinem a s CRISP-3 proteinem (cysteine-rich secretory protein 3). Lze
predpokladat, Ze tento protein ovliviluje i apoptézu nadorovych bunék prostaty. Jako
u ostatnich proteini produkovanych prostatou, je PSP-94 pii nadorovém bujeni
uvolnén do krve a mize byt méfena jeho koncentrace v séru. Pfi rozvoji ristu
nadort prostaty ze stadia hormonalné zavislého do stadia hormonalné nezavislého
dochdzi k wvyraznému poklesu koncentrace tvofeného PSP-94, az do stavu
postupného vymizeni produkce PSP-94 u pokrocilych metastazujicich karcinomu
prostaty.

Zda se, ze pokles v produkci PSP-94 by mohl byt pouzit v klinické praxi
jako prognosticky ukazatel pro odliSeni pacientll s agresivni metastazujici formou
karcinomu prostaty. Byla prokazana souvislost mezi koncentraci PSP-94 v séru a
seminalni plazmé, coz podporuje potencialni vyuziti stanoveni PSP-94 v séru jako
markeru sekrecni funkce prostaty. (Shukeir N et al: 2004; Laurence M: 2013).

1.1.8 Trefoils factors (TFF proteiny, TFF-1; TFF-2; TFF-3)

Skupina (rodina) trefoil faktorG patfi mezi peptidy, které maji
charakteristickou doménu tvotfenou tiemi smyckami, které jsou umistény vedle sebe
(Thima et al: 2005). TFF-1 a TFF-3 maji pouze jednu tuto doménu. TFF-2 obsahuje
tyto domény dvé. Struktura proteintl je evolucné stabilni a je odolna proti uc¢inktim
tepla nebo enzymatickému $tépeni (Samson M H et al: 2008).

TFF-1 je povazovan za sekre¢ni protein o relativni molekulové hmotnosti
6,5 kDa (dimer 14 kDa), ktery je tvofen pouze jednou trojlistkovou doménou,
a ktery je nutny pro tvorbu dimernich struktur (tvofi homodimery nebo heterodimery
s gastrokinem 2) (Kjellev S: 2009). Vysoka exprese TFF-1 byla nalezena mimo jin
v prudusnici (Oertel M et al: 2001). TFF-2 je tvofen dvéma trojlistkovymi
doménami s velmi kompaktni strukturou zpusobujici jeho zvySenou odolnost
v prostiedi gastrointestinalniho traktu. TFF-3 protein je tvofen tfemi trojlistkovymi
doménami, které obsahuji sedm cysteinovych zbytkd. TFF-3 je exprimovan
prevazné v bunkach stfevni sliznice, kde se podili na udrzovani integrity mukézni
vrstvy a tim chrani epitelové bunky pred poskozenim. Pokud je poSkozena sliznice,
kterou jsou tvofeny, dochazi ke zvyseni jejich koncentrace, coz pfispiva k hojeni
sliznice a obnové daného epitelu. Jejich vyskyt je ovSem spojeny s rlznymi
zanétlivymi stavy v téle, napiiklad u pacientd s Crohnovou chorobou dochazi



ke zvyseni koncentrace TFF-1 a TFF-2 v séru (Vestergaard E M et al: 2004), a objevuji
se 1 pii nékterych typech rakoviny.

Vysoka koncentrace TFF-1, TFF-2 a TFF-3 byla zjisténa u pacientl
s rakovinou prostaty, ale i u jinych typi nadorG (nadory prsu, tlustého stfeva
a vajecnikl) (Samson M H et al: 2008).

Doména je tvofena pies tfi intramolekuldrni disulfidické mustky
a charakterizuje ji tzv. ,trojlistkova“ struktura (Kinoshita K et al: 2000; Samson MH
et al: 2008). Samotnd doména obsahuje sekvenci 38 nebo 39 aminokyselin,
ve kterych se nachazi 6 zbytkti cysteinu. Pravidelnost struktury je zachovana
rozestupem jiz zminénych disulfidickych mustkia a to v 1-5, 2-4 a 3-6 konformaci
(Thima L et al: 2005).

V ramci onkologické diagnostiky se ovazuje o vSech 3 trefoils proteinech,
které patii do rodiny minimalné tii pfibuznych nizkomolekularnich peptidi (Thima
et al: 2005). Struktura proteinti je evolucné stabilni a je odolna proti uc¢inkiim tepla
nebo enzymatickému §tépeni (Samson M H et al: 2008). Doména obsahuje tfi
intramolekularni disulfidické mustky a charakterizuje ji tzv. ,.trojlistkova“ struktura
(Kinoshita K et al: 2000; Samson M H et al: 2008). Disulfidické vazby jsou tvoteny
mezi Sesti cysteinovymi zbytky.

1.1.9 S100A-11

S100A-11 (n€kdy oznacovany i S100C) patii do rodiny proteini S100,
které ve své molekule obsahuji dva vapnik vazajici EF-hand motivy. Polypeptidovy
fetézec se skladd ze 105 aminokyselinovych zbytkii o relativni molekulové
hmotnosti 17,74 kDa. S100A-11 se miZe v zavislosti na iontové sile vyskytovat jak
v monomerni, tak homodimerni formé. Poprvé byl izolovan z bun€k hladké
svaloviny kufeciho zaludku. Lidsky homolog byl pozdé&ji izolovan jak z bunék
zdravé kolorektalni sliznice, tak i z bun€k kolorektalniho karcinomu, s mnohem
vy$si expresi v nddorovych buiikach (Tanaka M et al: 1995). V molekule S100A-11
muze byt fosforylovana aminokyselina threonin (T10), coz ma za nasledek vyznamné
zmény ve struktue molekuly proteinu (Kouno T et al: 2008).

Proteiny rodiny S100 hraji roli v regulaci fady bunénych procesu. Snizenim
exprese S100A-11 dochazi k destabilizaci proteinu p21 prostfednictvim negativni
regulace fosfatidylinozitol 3-kindzy a aktivaci glykogensyntdzy kindzy 3 (Foertsch F
etal: 2013). Jednotlivé proteiny typu S100 jsou piitomny v fadé specifickych tkani
a ovliviyji fadu specifickych nemoci véetné karcinomti (mimo jiné i indukci apoptozy;
Makino et al: 2004). V zavislosti na lokalizaci nadoru se mize exprese S100A-11
zvySovat bud’ pti potla¢eni nddorového bujeni (nadory mocového méchyte nebo
nadory ledvin; Memon A A et al: 2005) nebo naopak snizovat pfi jeho rozvoji



(nadory prostaty, prsu a pankreatu (Rehman I et al: 2004). Exprese S100A-11
délozni sliznici ovliviiuje, prostfednictvim regulace koncentrace Ca>* v buiice,
aktivaci EGFR, coz miZze hrat ddlezitou roli pfi implantacich embrya pii podani
exogenniho EGF (Liu X M et al: 2012).

1.1.10 Metabolicky syndrom (MetSy)

Definice metabolického syndromu podle NCEP ATP III (National
cholesterol educationprogram adult treatment panel III, Executive Summary of the
Third Report. JAMA 2001). Pfi pfitomnosti tii nebo vice z uvedenych péti
rizikovych faktori se jedna o metabolicky syndrom:

- obvod pasu> 102 cm u muzii a> 88 cm u Zen

- hladina triacylglycerold (> 1,7 mmol/l)

- HDL-cholesterol (< 1,0 mmmol/l u muzi a < 1,3 mmol/l u Zen)

- zvySeny krevni tlak (> 130/85 mm/Hg)

- zvySena glykémie na lacno (> 5,6 mmol/l)

1.2 ELISA(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
1.2.1 Obecny tvod

Zakladem imunochemickych metod je vyuziti in vitro reakce protilatka —
antigen. Vyuziva se pfitom schopnosti protilatek vazat se na Siroké mnozstvi
sloucenin, bun€k i vird, které se chovaji jako antigeny, specificity protilatky
pro reagujici latku a sily vazby protilatky s antigenem (Thomas L: 1998).

Antigen

Antigen je jakakoli latka, se kterou specificky reaguje protilatka. Jsou to
makromolekularni 14tky, jejichz pfitomnost v organismu stimuluje tvorbu protilatek,
respektive navozuje specifickou imunitni odpovéd’(Thomas L: 1998).

Antigeny maji rtiznou chemickou strukturu. Mala oblast molekuly
rozeznavajici imunitni receptory se nazyva epitop. Komplexy vzniklé diky vazbé
antigenu s protilitkami a s komplementovymi fragmenty se nazyvaji
imunokomplexy (Thomas L: 1998).

Antigen mize byt bud’ kompletni (imunogen) nebo nekompletni
(hapten).Imunogenje  charakterizovan  imunogenicitou a  specificitou
(imunogenicita—schopnost navodit imunitni odpoveéd’;specificita—schopnost
reagovat pouze s protilatkami a lymfocyty jejichz tvorbu dany imunogen
vyvolal).Hapten je nizkomolekularni sloucenina (M,<2000), ktera je schopna
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specifické vazby na protilatky, ale neni schopna vyvolat imunitni odpovéd.
Hapten je tedy pouze ¢ast kompletniho antigenu (napi. nékterd 1é¢iva, resp. jejich
metabolity, nizkomolekularni hormony nebo nékteré peptidy) (Thomas L: 1998).

Kazdy antigen je slozen z makromolekuldrniho nosice
a nizkomolekularnich determinantnich skupin tzv. epitopt. Epitop je tvoifen
58 AMK nebo monosacharidovymi jednotkami, které se strukturalné¢ nachazeji
blizko u sebe. Ruzné antigeny obsahuji rizné antigenni determinanty, kdy kazda
zména AMK nebo monosacharidu vyvolava tvorbu odlisnych protilatek. Schopnost
protilatek rozliSovat rozdily epitopti je zakladem specifity imunitnich
reakci.Aby imunogen vyvolal tvorbu protilatek musi spliiovat nekteré fyzikalni
(M >10000, rozpustnost, elektricky naboj, konformacni struktura, dostupnost
epitopll), chemické (mezi nejsiln€j§i imunogeny patii proteiny a polysacharidy;
imunogenicita lipida stoupa s vazbou s proteiny nebo polysacharidy) a biologické
(geneticka odlisnost—¢im vétsi rozdil mezi zdrojem antigenu a piijemcem, tim vetsi
bude jeho imunogenicita) (Thomas L: 1998).

Protilatky

Protilatky (angl. antibody, Ab) jsou to glykoproteiny a patfi mezi
imunoglobuliny. Tvoii se v plazmatickych buikach, které vznikaji z B-lymfocyti
pojejich stimulaci specifickym antigenem jako sou€ast imunitni odpovédi.
V humoralnim imunitnim systému maji dvé hlavni funkce. Prvni je protilatkova
specificita, tzn. rozpoznani a vazba s komplementarni antigenni determinantou a druha je
biologicka vykonna (efektorova) funkce. Pfi provadéni imunoanalytickych metod se
k detekei analytu vyuziva jedna nebo nékolik specifickych protilatek (Thomas L: 1998).

Podle jejich fyzikalné-chemickych a bilogickych vlastnosti rozlisujeme
nékolik typt protilatek a délime je do péti tiid I1gG, IgM, IgA, IgD nebo IgE.

Vsechny tfidy imunoglobulini maji podobnou strukturu, skladaji se dvou
lehkych fetézeti (L) a dvou té€zkych fetézct (H). Lehké fetézce jsou vazany disulfidovymi
vazbami k té€zkym fetézcim, které jsou mezi sebou rovnéz vazany disulfidovymi
vazbami (Thomas L: 1998).

Lehké fetézce (L) maji variabilni (VL) a konstantni (CL) ¢ast. Rovnéz tézké
fetézce (H) maji ¢ast variabilni (VH) a konstantni (CH). Variabilni ¢asti jsou tvoteny
vzdy 100 az 110 aminokyselinovymi zbytky na N-konci fetézcll. Sekvence aminokyselin
ve variabilnich ¢astech lehkych fetézcll urcuji specifitu protilatky a vytvareji vazebné
misto pro urcitou antigenni determinantu - paratop (Thomas L: 1998).

Podle charakteru a zptsobu piipravy délime protilatky na polyklondlni
a monoklonélni. Polyklonalni protilatky se pfipravuji cilenou imunizaci zvifat. Je to
nehomogenni smés protilatek rizné afinity a specifity, vytvofené v organismu jako
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odpovéd” na imunogen. Polyklonalni protilitka mize reagovat s nékolika
antigennimi determinantami (Thomas L: 1998).

Monoklonalni protilatky jsou produkovany bunéénou kulturou, kdy se
ze sleziny imunizovaného zvifete ziskaji lymfocyty produkujici protilatky a tyto
lymfocyty jsou nasledné hybridizaci fuzovany s myelomovymi buiikami za vzniku
hybridomu. Selekci hybridomt (klonovanim) jsou vybrany ty klony, které produkuji
pozadované protilatky proti vybrané antigenni determinanté antigenu. Takto
syntetizovana protilatka je homogenni, s jedinym typem vazebného mista
a rozeznava tak pouze jednu antigenni determinantu (Thomas L: 1998).

Polyklonalni protilatky maji pfi porovnani s monoklonalnimi protilatkami
vys$si citlivost, vy$$i aviditu, mensi po¢ate¢ni naklady a neinterferuji s HAMA. Mezi
jejich nevyhody patii nutnost purifikace protilatky, velké rozdily v kvalit¢ vlivem
individualni imunologické odpovédi. Vyhodou monoklonalnich protilatek je
zejména jejich vyssi Cistota a specifita, dlouhodoba produkce a jsou dostupné
ve velkém mnoZstvi v nezménéné kvalité, nedochazi ke zkfizenym reakcim
a rozeznavaji pouze jeden epitop. Naopak monoklonalni protilatky jsou v pocatecni
imunologické odpovédi (Thomas L: 1998).

Rekombinantni protilatky jsou protilatky jejichz piiprava je zalozena
na izolaci gent kddujicich protilatky, na jejich klonovani a expresi. Mezi jejich vyhody
patii rychlejsi pifiprava oproti monoklondlnim protilatkdm, maji vyssi afinitu
a specifitu s moznosti dalsi modifikace vazebnych vlastnosti protilatek (Kas J: 2006).

Vlastnosti kazdé protilatky mitizeme charakterizovat afinitou, aviditou
nebo jeji specifitou pro dany antigen.

Afinita

Afinita charakterizuje silu vazby protilatky s jednou antigenni
determinantou antigenu a vyjadiuje miru sily interakce mezi antigenem a protilatkou
a lze ji kvantitativné vyjadfit pomoci asocia¢ni konstanty (k,,) reakce. Kvalitni
protilitky pouZivané pro tgely imunoanalyzy by mély mit k, = 10— 10" mol I
!(Thomas L: 1998).

Avidita

Avidita vyjadfuje vazebnou energii mezi celou molekulou antigenu
a protilatkou. Avidita je zavisla na afinité, ale bere v uvahu valenci antigenu
a protilatky i nespecifické faktory (multivalenéni interakce), které mohou ovliviiovat
vazby mezi antigenem a protilatkou. Vyjadiuje afinity vSech vazebnych mist
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na vSech protilatkach ptitomnych v antiséru a vSech antigennich determinant
ptitomnych na makromolekulach. Naptiklad u IgM maji vazebna mista pro antigen
stejnou afinitu jako pro IgG, ale pro multivalen¢ni antigen budou mit vyssi aviditu
jak IgG, protoze maji vice vazebnych mist a vétsi molekulu a tim i veétsi schopnost
vazat antigen (Thomas L: 1998).

Specifita

Specifita protilatky je charakterizovana minimalni interferenci s jinymi
latkami, nez je latka, pro jejiz stanoveni je urcena. Mirou specifity protilatky je
procento zkiizené reakce s latkou, pro jejiz stanoveni neni uréena. Mezi nespecifické
faktory fadime napf. interakce jinych ¢asti molekul, nez je vazebné misto protilatky
a antigennich determinant (Thomas L: 1998).

K¥iZova reaktivita

Pokud maji dva antigeny dva shodné nebo strukturné podobné antigenni
determinanty, maji protilatky vytvorené proti jednomu z nich tendenci reagovat také
s druhym antigenem, respektive je to reakce protilatky s jinym antigenem, nez ktery
vyvolal jeji tvorbu v disledku podobnych antigennich determinant. Homologni
antigen je ten, ktery byl pouzit k vyvolani tvorby protilatek a heterologni antigen je
antigen s danou protilatkou kiizové ragujici (Thomas L: 1998).

Ligand

Ligand je latka (biomolekula, antigen) nebo jeji ¢ast schopna vazby
na specificky receptor (enzym, protilatka) za vzniku komplexu. Sila vazby ligandu
ke svému receptoru se vyjadfuje afinitou, coz je disociaéni konstanta komplexu
ligand-receptor (Thomas L: 1998).

Vazebna kapacita
Vazebna kapacita vyjadiuje kapacitu receptoru (napt. protilatky) vazat se
na ligand (napt. antigen) (Thomas L: 1998).

Heterofilni protilatky

Heterofilni protilatky jsou protilatky proti imunoglobulinim rtznych
zivo€isnych druhti. Mezi heterofilni protilatky fadime i HAMA (lidské anti-mysi
protilatky) obsazené v lidském séru, které mohou reagovat s mySimi
monoklonalnimi protilatkami pouzivanymi v imunoesejich, kde mohou interferovat
napf. vazbou na protilatku imobilizovanou na mikrodesti¢ce, ¢imz dojde ke zméné
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v konformaci vazebnych mist a zablokovani vazebnych mist na protilatce
pro stanovovany antigen (Thomas L: 1998).

Revmatoidni faktor (RF)

RF jsou IgM protilatky se specifitou proti Fc fragmentu lidského IgG
a mohou ovliviiovat pribéh imunostanoveni podobné jako heterofilni protilatky. RF
mohou byt ze vzorku odstranény pfidanim reagencie obsahujici protilatky proti
lidskému IgG s naslednou centrifugaci (Thomas L: 1998).

Hook efekt

Hook efekt je disledkem saturace vazebnych mist znacené protilatky
vysokymi koncentracemi antigenu, kdy se piebyteény antigen vaze na volnou
znacenou protilatku, kterd tak nemiize tvorit komplex antigen-protilatka a vytvaret
sendviové usporadani. Vlivem hook efektu je vysledek stanoveni niz§i nez je
skute¢na koncentrace antigenu ve vzorku a zptisobuje tedy pokles signalu pfi
zvyseni koncetrace antigenu (Thomas L: 1998).

Tvorba imunokomplexu

Antigen reaguje reverzibiln€ s protilatkou za vzniku komplexu protilatka—
antigen (imunokomplexu): Ab + Ag <> AbAg. Vazba v komplexu je nekovalentni
za Ucasti hydrofobnich vazeb, vodikovych mustkli, van der Waalsovych sil
a interakce iontd. Rychlost vzniku imunokomplexu se snizuje pii pH< 7, se zvySujici
se iontovou silou a s rostouci teplotou. Velikost imunokomplexu a jeho rozpustnost
zavisi na poméru poctu epitopli a antigennich molekul k poctu dostupnych
vazebnych mist na protilatkach v reakéni smési (Thomas L: 1998).

Pokud je pocet vazebnych mist na protilatkadch vyrazné vyssi nez je pocet
epitopt, dochazi k rychlému nasyceni antigenu protilatkou jesté predtim, nez je
vytvofen imunokomplex — oblast nadbytku protilatky (Thomas L: 1998).

Pokud je pocet vazebnych mist na protilatkaich v mirném nadbytku nebo

v ekvivalenci k poctu epitopi dochazi k tvorbé nerozpustného imunokomplexu —
zona ekvivalence (Thomas L: 1998).

Pokud je pocet vazebnych mist na protildtkach vyrazné nizsi nez je pocet
epitopt, dochdzi ke vzniku malych rozpustnych imunokomplexd, z divodu
omezenych vazebnych moznosti antigen-protilatka — oblast nadbytku antigenu
(Thomas L: 1998).
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1.2.2 Zakladni déleni(Mancal P: 1987, Wild D et al: 2013)

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je test, ktery fadime mezi
heterogenni enzymové imunoanalyzy. Slouzi k detekei a kvantifikaci antigent, protilatek
a haptent. ELISA vyuziva dvou zakladnich vlastnosti imunoglobulind.
Jednak schopnosti proteind (tedy i imunoglobulind) vazat se na povrch umélych hmot
(napf. polystyrenu) a dale pak schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty svych molekul.

Heterogenni enzymoanalyza vyzaduje, na rozdil od homogenni, oddéleni
znacené reagencie vazané v imunokomplexu od volné. Nejéastéji se pouziva imobilizace
jednoho z partnerti reakce na pevné fazi a oddélovani volné a vazané reagencie pomoci
promyti promyvacim roztokem.

Mezi nejbéznéji pouzivané varianty ELISA patii: ptima ELISA, nepiima
ELISAa sendvic¢ova ELISA.

Piima ELISA

Mize slouzit k dikazu antigent i protilatek. Neznaceny antigen/protilatka
je imobilizovan na pevnou fazi (nejcastéji na povrch jamek mikrotitranich destic¢ek)
a po inkubaci a promyti je do reakéni smési ptidana znacena protilatka/antigen, ktera
se vazena imobilizovany antigen/protilatku. Nasledn¢ dochazi k oddéleni
nenavazanych protilatek/antigenu promytim, po kterém se do smési ptida vhodny
substrat a po probéhnuti enzymatické reakce je pfidano stop Cinidlo a nasleduje
spektrofotometricka detekce. Koncentrace analytu se vyhodnocuje z kalibraéni
ktivky, ktera je sestrojena vynesenim zavislosti absorbance kalibratord oproti jejich
znamé koncentraci (kalibratory jsou analyzovany spolecné se vzorky).

Piima ELISA miize byt bud’ kompetitivni nebo nekompetitivni.

Kompetitivni ELISA ma dvé¢ varianty - s imobilizovanou protilatkou nebo
s imobilizovanym antigenem. Princip Ize vysvétlit na piikladu stanoveni antigenu ve
vzorku, kdy je protilatka, ktera je pfitomna v omezeném mnozstvi, imobilizovana
na povrchu jamek mikrotitraéni desky. O jeji vazebna mista soutézi znaeny antigen,

ktery je v mirném piebytku, s antigenem neznacenym, ktery je stanovovanym
vzorkem. Mnozstvi komplexu se znaéenym antigenem je nepiimo umérné mnozstvi
stanovovaného neznaceného antigenu (¢im vyssi je koncentrace antigenu ve vzorku,
tim mén¢ znaceného antigenu bude navdzano na imobilizovanou protilatku a tim
niz§i bude intenzita méfené¢ho signalu (intenzita zbarveni reakéni smési).
Nespecifické vazby protilatek mohou byt zablokovany napt. pomoci roztoku 0,5% BSA.
Této techniky se predev§im pouziva pii kvantifikaci nizkomolekularnich latek, které se
snadno pfipravi velmi Cisté a v dostateném mnozstvi, a které maji omezené mnozstvi
vazebnych mist pro protilatku, takze nelze pouzit sendvicovou techniku.
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Nekompetitivni ELISApouziva primarni protilatku v nadbytku. Reakce se
Ucastni pouze jeden antigen a tim je analyzovana latka. Komplex protilatka-antigen
je kvantifikovan pomoci sekundarni protilatky, ktera je konjugovana s enzymem.
Po promyti a pfidani substratu je smés inkubovana a vlivem enzymatické reakce
dochazi k zbarveni reakéni smési. Po zastaveni reakce a spektrofotometrické detekci
je koncentrace analytu ve vzorku vyhodnocena z kalbra¢ni kiivky. Intenzita zbarveni
(absorbance) je pfimo imérna koncentraci analytu ve vzorku.

Piima ELISA je jednoducha provedenim, ale jeji nevyhodou je nizka
citlivost a velmi omezeny vybér primarnich protilatek.

Neprima ELISA

V tomto uspoiadani se na imobilizovany antigen vaZe neznacend primarni
protilatka (stanovovany analyt) a jeji nadbytek je po inkubaci odstranén promytim.
V dalsim kroku je pfidan konjugat (sekundarni protilatka s navazanym enzym),
ktery se vaze na primarni neznacené protilatky. Nenavazany konjugat je opét
z reakéni smési odstranén promytim. Po pfidani substratu dochazi béhem inkubace k
enzymatické reakci a k pfeméné substratu na barevny produkt, ktery je po zastaveni
reakce detekovan spektrofotometricky. Koncentrace analytu ve vzorku je
vyhodnocena z kalibracni kiivky a je pfimo imérnd zméfené absorbanci (intenzité
zbarveni roztoku) . Podminkou spolehlivosti tohoto typu ELISA je, ze sekundarni
protilatka nevaze imobilizovany antigen ani nepfilne na stény mikrotitracni desky.

Sendvicova ELISA

Sendvicovd imunoanalyza patii mezi nekompetitivni ELISA a mtize byt
sestavena jak pro detekci antigenu, tak i pro detekci protilatky, které jsou
imobilizovany na pevné fazi a musi byt v nadbytku vzhledem k analyzované latce.

Sendvi¢ova analyza pro stanoveni antigenu

Vyuziva pro kvantitativni stanoveni daného analytu dvé specifické
protilatky proti tomuto analytu. Prvni protilatka (vazebna protilatka)je imobilizovana
na mikrotitratni desce a nasledn¢ inkubovana se vzorkem.Po promyti je
k imobilizovanému komplexu protilatka analyt pfidana druha (detekéni) protilatka
za vzniku sendviCového uspofadani. Detekéni protilatka mulze, ale nemusi byt
znaCend enzymem (napt. HRP). V ptipad¢, ze detekéni protilatka neni znacena, je
potfeba do reakcéni smési pridat teti protilatku, ktera je specificka proti detekéni
protilatce znac¢enou enzymem. V piipadé, ze detekéni protilatka je znaCena biotinem
je nutno po odstranéni nenavazané biotinylované protilatky promytim pfidat
streptavidin  konjugovany s enzymem, kdy dojde k vazbé mezi biotinem
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a streptavidinem (eventualné s biotinem). V nékterych ptipadech mize byt detekéni
protilatka piimo znacend enzymem. Poté je do reakéni smésipiidan substrat, ktery
reaguje s enzymem navazanym v sendvi¢i. Enzymaticka reakce je poté zastavena
pfidanim roztoku kyseliny sirové a intenzita zbarveni roztoku je detekovana
spektrofotometricky pii dané absorbanci. Velikost absorbance je imérna koncentraci
analytu ve vzorku.

V tomto uspofadani lze kombinovat vazebnou a detekéni protilatku
nékolika nésledujicimi zpisoby:
- shodné specifické polyklonalni protilatky z jednoho Zivo¢isného druhu
- pouziti specifickych polyklonalni protilatek ze dvou zivocisnych druhti
- pouziti specifické polyklonalni protilatky a jedné monoklonalni protilatky
- pouziti dvou monoklonalnich protilatek proti riznémym epitopim
- pouziti dvou monoklonalnich protilatek proti stejnému epitopu v piipade
detekce dimeru

Velkou vyhodou této techniky je, Ze nemusi byt k dispozici znaceny ¢isty antigen
jako u kompetitivni techniky. Dalsi vyhodou je snadna optimalizace, nebot’ pevna
faze se protilatkou nasyti a nemusi se stanovovat jeji optimalni koncentrace.
Protilatky musi ovSem byt dostate¢né specifické a musi mit vysoky titr. Pro vazbu
protilatky na pevnou fazi je nutné pouzivat protilatky jiného zivocisného druhu (se
stejnou specifitou) nez je protilatka znacend, aby se zabranilo moznym
nespecifickym interakcim. Pokud pouzijeme jednu protilatku monoklonalni a druhou
polyklonalni musi stanovovany antigen obsahovat minimalné¢ dvé vazebnd mista
pro protilatku.

Sendvicova analyza pro stanoveni protilatek
Vyuziva se piedevs§im pro detekci specifickych sérovych protilatek proti
virim a parazitim, autoprotilatek a specifickych protilatek IgE proti jednotlivym

alergeniim. Antigen vazany na pevnou fazi reaguje s testovanou protilatkou a po
promyti se aplikuje druha protilatka proti lidskym imunoglobulinim znacena
enzymem. Znacené protilitky mohou byt namifeny proti jednotlivym
imunoglobulinovym tfidam (IgG, IgA, IgM ¢i IgE). Vysetfeni IgM protilatek
v nékterych piipadech znemoziuji vysoké koncentrace IgG protilatek stejné
specifity, které soutézi o vazbu na antigen nebo pfitomnost revmatoidnich faktori.
Dalsi postup je podobny jako v pfipadéstanoveni antigend. Znacena protilatka nesmi
reagovat s protilatkou ve vzorku bez pfitomnosti antigenu a nesmi také vytvaret
nespecifickou vazbu s pevnou fazi.
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Enzymy a chromogeny
Pro vybér enzymii vhodnych pro testy ELISAplati nékolik zasad:
- enzym musi mit malou molekulovou hmotnost
- musi byt schopen vazby na protilatky a rizné funk¢ni skupiny antigent
- musi zachovavat svou enzymovou aktivitu po vazb¢ na antigen nebo protilatku
- musi byt stabilni
- musi mit vysokou enzymovou aktivitu
-reakéni produkt enzymatické reakce musi byt barevny nebo jinak snadno detekovatelny
- nesmi se vyskytovat v télni tekutiné, ve které je provadéno vySetfeni

Enzym je kovalentné vazan neboli konjugovan na protilatku, antigen nebo
avidin/streptavidin.  Mezi enzymy vyuzitelné v  ELISA  testech se
spektrofotometrickou detekci patii zejména kienovd peroxiddza a alkalicka

fosfataza.

Kfenova peroxidaza (HRP, horseradish peroxidase) ma relativni molekulovou
hmotnost 40 kDa a jeji aktivni skupinou je protohemin IX (Fe®" vézané &tyfmi

substituovanymi pyrolovymi kruhy). Substratem pro peroxidazu je obvykle peroxid
vodiku, ze kterého se ucinkem enzymu uvoliuje kyslik, ktery nésledné oxiduje
bezbarvy chromogen za vzniku barevného reakéniho produktu. Mezi nejbézné&jsi
pouzivané chromogeny patii 7MB (3,3", 5,5'- tetramethylbenzidin). Béhem reakce
vznikd modfe zbarveny produkt, ktery po pfidani zastavovaciho roztoku zméni
barvu na Zlutou s maximem absorbance pii 450 nm.Mezi dal$i substraty
vyuzitelnymi pro reakce s kifenovou peroxidazou patii ABTS (2,2' azino-bis-(3-
etylbenzthiazolin-6-sulfonat) nebo OPD (o-fenylendiamin). Mala velikost HRP
umoziuje molekule pfipojeni na protilatku nebo avidin a tim zesileni vysledného
signalu. HRP muze byt pouzita v reakci z riznymi substraty, je stabilngjsi a levnéjsi
nez AP.

Alkalicka fosfatdza (AP) ma relativni molekulovou hmotnost 100 kDa. Stejné jako
kienova peroxidaza patii mezi metaloproteiny a ve své molekule obsahuje dva ionty
Zn*"). Pro alkalickou fosfatazu je nejvice pouzivanym substratem p-nitrofenylfosfat,
ktery se ucinkem enzymu S$tépi na zluty p-nitrofenol s maximem absorbance
pii 405 nm.

V ptipadé ELISA testu sendvi¢ového provedeni pro detekei antigenu muize
byt enzym navazan na sekundarni protilatku (konjugat), ktera se specificky vaze
na stanovovany antigen.
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Biotin — avidinovy systém

Pouziti tohoto systému zvySuje citlivost celkové reakce a umoziiuje
zkraceni inkubacnich ¢asu.

Biotin je ve vodé rozpustny vitamin, ktery lze navazat na antigeny i protilatky
(napt. pomoci N-hydroxysuccinimidové metody). V piipadé vazby na makromolekulu je
vhodné biotin vazat pies spacer,aby byl reakci s avidinem Iépe piistupny.

Avidin je glykoprotein z vaje¢ného bilku o relativni molekulové hmotnosti
67 kDa. Sklada se ze ¢tyt identickych podjednotek. Kazda podjednotka vaze jednu
molekulu biotinu. Reakce avidinu s biotinem je prakticky ireverzibilni vzhledem
k vysoké asociacni konstanté. Avidin je stabilni v §irokém rozmezi pH a teplot.

Streptavidin byl izolovan z bakterie Streptomyces avidinii. Sklada se
ze Ctyt podjednotek. Kazda podjednotka véze jednu molekulu biotinu.

Jak streptavidin, tak avidin jsou schopny vazby na molekulu biotinu.
Disociatni konstanta této vazby je 107°M. Proti avidinu ma streptavidin zejména
vyhody v tom, Ze neobsahuje ve své molekule cukernou slozku a nemiZze tak
nespecificky reagovat napf. s lektiny. Avidin ma hodnotu izoelektrického bodu
okolo neutralniho pH 10 a proto snidze vaze molekuly kyselejsi povahy (nukleové
kyseliny, fosfolipidy), kdezto izoelektricky bod streptavidinu je blizko neutralniho pH.

Detekce enzymatickych imunoanalyz

Spektrofotometrickd detekce je nejrozsifenéjsi typ detekce u ELISA
testi.  Principem detekce je zeslabeni intenzity svételného  toku
monochromatického svétla zbarvenym roztokem produktu enzymatické reakce.
Nejcastéji jsou pro méfeni vyuzivany vinové délky 450 nm a 405 nm pii pouziti
referenéni vinové délky kolem 620 nm.

1.2.3 Analyticka charakteristika ELISA souprav

Pro ovéteni analytickych charakteristik ELISA souprav jsme vypracovali valida¢ni
plan, pii jehoZ tvorbé jsme vychéazeli z doporuteni CSKB pro provadéni validace
a verifikace analytickych metod v klinickych laboratofi (Friedecky B: 2011) a ze
standardd (tzv. podnikové normy v systému fizeni) spolupracujici komeréni
spole¢nosti, ktera vyviji diagnostické ELISA soupravy pro védu a vyzkum
(www.biovendor.com). Byly ovétovany nésledujici parametry:

Mez detekce (LoD)

Mez detekce metody je dana nejmenSim mnoZzstvim analytu ve vzorku,
které mize byt detekovano, je to tedy uroven, nad kterou 1ze odezvu vzorku odlisit
od odezvy slepého pokusu (blank).Méfeni se provadi minimalné zméteni 16 vzorkt
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blanku. Jako blank je pouzit fedici roztok dané ELISA soupravy.Mez detekce je
definovana jako koncentrace analytu majici absorbanci vétsi nez je primérna
absorbance blanku + 3x smérodatna odchylka blanku: Ay + 3%SD pjank. Vypocitana
hodnota absorbance se poté odecte z kalibracni kiivky.

Mez stanovitelnosti (LoQ)
Mez stanovitelnosti se vypocte podle vzorce: LoQ = LoD x dilucni faktor vzorku.

Specifita

Vzorky jsou testovany se zvifecimi séry vybranych zivociSnych druhd
na kiizovou reaktivitu. Testovani se provadi na mysSim, krysim, kfe¢¢im (morcecim),
kréalicim, ov¢im, kozim, prase¢im, hovézim, koiiském, psim, koci¢im a opicim
(Rhesus monkey) séru.

Méfeni se provadi dle navodu k pouziti piisluiné ELISA soupravy. Redéni
méfenych vzorku se provede dle doporuceného fedéni sér, ktery je uveden v navodu
k pouziti ptislusné ELISA soupravy a k tomu referencni fedéni 3% (pokud se tak séra
jiz netedi). V piipadé doporuceného fedéni sérovych vzorkt do ELISA, které je 60x
a vice, se jako referencni fedéni pouzije fedéni 20% nizsi nez fedéni doporucené.

Stanovované zvifeci sérum kiizové reaguje v ptipadé vyhovujici dilucni
linearity. Pokud nebyla pozorovana zadna kiizova reaktivita ma dand ELISA
souprava vysoky stupei specifity.

Preciznost

Preciznost popisuje,jak blizko sebe jsou vysledky opakovanych méfeni
stejného vzorku.

Opakovatelnost (intra-assay)

Preciznost méfeni za souboru podminek opakovatelnosti méteni.
Podminka opakovatelnosti méfeni zahrnuje stejny postup méteni, stejny obsluzny
personal, stejny méfici systém, stejné pracovni podminky a stejné misto, a opakovani
méfeni na stejném nebo podobnych objektech v kratkém casovém useku.Vyjadiuje
stupeit shody mezi stanovovanymi vzorky v ramci jednoho méfeni (tj. na jedné desce,
v jedné Sarzi) a vyjadiuje se pomoci varia¢niho koeficientu (CV) v %.Opakovatelnost
se stanovuje v jedné Sarzi, na jedné desce, nejméné na dvou vzorcich. Koncentrace
vzorki by mély pokryvat rozsah kalibra¢ni kiivky. Vzorky se fedi a jejich koncentrace
stanovi podle navodu k piislusné ELISA soupravé, kazdy vzorek se pipetuje
minimalné do osmi jamek. Vyjadfuje se jako variacni koeficient v sérii v %.
Opakovatelnost je povazovana za vyhovujici, jestlize je variacni koeficient < 15%.
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Mezilehla preciznost (Inter-assay)

Preciznost méteni za souboru podminek mezilehlé preciznosti méfeni.
Podminka mezilehlé preciznosti méfeni zahrnuje stejny postup méfeni, stejné misto
a opakovani méfeni na stejném nebo podobnych objektech v rozsifeném Casovém
useku, ale muze obsahovat dal$i podminky zahrnujici zmény. Vyjadiuje stupen
shody mezi stanovovanymi vzorky v ramci nékolika méfenich (tj na vice deskach
stejné Saize, stanoveni jsou provedena ve vice dnech).

Mezilehla preciznost se stanovuje vjedné Sarzi, nejméné na dvou
vzorcich. Koncentrace vzorkti by mély pokryvat rozsah kalibrac¢ni kiivky. Vzorky se
fedi a jejich koncentrace se stanovuje podle navodu k pfislusné ELISA soupravé.
Meéfeni se opakuje nejméné 5x a to v péti riznych dnech. Vyjadiuje se jako variaéni
koeficient v % vypocitany z priméru koncentraci daného vzorku, naméfenych
v jednotlivych testech. Mezilehla preciznost je povazovana za vyhovujici, jestlize je
varia¢ni koeficient < 15%.

Vychyleni (BIAS)

Charakterizuje  shodnost vysledkii méfeni validované vlastnosti
s deklarovanou referen¢ni hodnotou. Ovéfuje se vnitini kontrolou kvalitys ovéfenou
koncentracinebo pouzitim vhodného referenéniho materidlu. Stanoveni se provede
podle navodu k ptislusné ELISA souprave.

Zpétny vytezek

Vytéznost udava pomér mnozstvi analytu ziskaného danou analytickou
metodou k piijaté referencni hodnote.

Do vzorkl sér se pfida definované mnozstvi standardu ve tfech riznych
hladinach pfidavku a poté se stanovi jeho celkova koncentrace dle navodu k pouziti
pfislusné ELISA soupravy.

Pridavek analytu musi byt minimalné polovina koncetrace naméfena
ve vzorku tj. napf. v séru byla naméfena koncetrace 5,0 mg/l, tudiz pfidavek musi
byt v koncentraci 2,5 mg/l a vice. Doporucené piidavky analytu: 0,5%; 1x a 2x
koncentrace vzorku. Soucet koncentrace séra a piidavku analytu by nemél
presahovat hodnotu druhého nejvyssiho standardu.

Vyhodnocuje se pomér koncentrace nameéfené/ocekdavané a musi se
pohybovat v rozmezi 80-120% vzhledem k o¢ekavané koncentraci.

Pro zjednoduseni prace je, pokud mozno, lépe pouzivat jako ptidavek standard,
ktery je soucasti soupravy (kalibrac¢ni kiivky).

Priklad: pouzijeme vzorek natedény 10% (napt. 20 ul + 180 ul fediciho roztoku +
20 pl standardu o koncentraci 50 pg/l je vysledny pfidavek v jamce cca. 4,55 pg/l.
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Diluéni Linearita
Vzorky sér jsou postupné fedény fedicim roztokem a poté analyzovany.

Meéteni se provadi dle navodu k pouziti pfislusné ELISA soupravy pii pouziti
minimalné tfi vzorkd, které jsou méfeny v dubletech. Ze zékladniho fedéni se séra
dale fedi postupné 2x , 4x a 8x. U vzorkd se vyhodnocuje koncentrace namétena
vi¢i koncentraci ocekavané, linearitu vyjadiuje pomér hodnoty namétené
a ofekavané, jehoz hodnota se musi pohybovat vrozmezi 80-120% vzhledem
k o¢ekavané koncentraci.

Vliv matrice vzorku

Sleduje vliv druhu matrice vzorkl na stanoveni koncentrace sledovaného
analytu.V1liv matrice vzorku se testuje ve vzorcich séra a plazmy (citratova,
heparinovd a EDTA plazma) pfipravenych zjednoho odbéru. Méti se vzorky
z odbéri od deseti pacientli. Vzorky se fedi podle navodu k pfislusné ELISA
souprave.Srovnava se koncentrace namétena v plazmovych vzorcich s koncentraci
zjisténou v séru. Déle se vypocitaji primérmné koncentrace analytu v jednotlivych
typech vzorkil (sérum, citratova, heparinova a EDTA plazma)) a procenta analytu
naméfeného v plazmovych vzorcich vztazena na koncentraci v séru (hodnota se
musi pohybovat v rozmezi 80-120%).Eventudlné se ur¢i korelace mezi sérem
ajednotlivymi typy plazmy. Pokud je koeficient determinace u nékterého
z typti plazmy R’< 0,8, neni tento material vhodny k pouZiti pro stanoveni daného
analytu.

Vliv poétu zamraZeni/ rozmraZeni vzorku na stanovovanou koncentraci analytu

Testuji se vzorky séra, EDTA plazmy, heparinové plazmy a citratové

plazmy pftipravené z odbéra od tfech riznych pacientl, a které jsou postupné
opakované¢ 1%, 3x a 5xrozmrazeny a znovu zamrazeny. Vzorky se fedi podle navodu
k ptislusné ELISA.
Opakované rozmrazeni a zamrazeni se provadi tak, Ze se zamrazené vzorky urcené
pro rozmrazeni na 30 min nechaji temperovat pii laboratorni teploté¢ (objem
alikvotovaného vzorku 100 pl a poté se opét zamrazi. Poté se vSechny vzorky
zamrazi a uchovavaji se pii - 80 °C do doby provedeni ELISA testu.

Srovnava se koncentrace namétend u vzorkiti nékolikrat premrazenych
s referencni hodnotou, kterou je koncentrace naméfena u 1x pfemrazeného vzorku.
Analyt je povazovan za odolny vuci opakovanému rozmrazeni/zamrazeni pokud
naméfené koncentrace dosahuji 80-120% referencni hodnoty.
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Stabilita vzorku pri 2-8 °C

Sleduje se stabilita stanovovaného analytu ve vzorku uchovavaném pii 2-8 °C
po dobu jednoho a sedmi dnt.Testuji se vzorky séra, EDTA plazmy, citratové
a heparinové plazmy pfipravené z odbéri od tfech riznych pacientl. Pred testem
stability se vzorky nejprve zakonzervuji 0,1% azidem sodnym a 0,03% kyselinou
g-aminokapronovou. Alikvoty jednotlivych vzorkti se rozdéli do tii skupin. Prvni
skupina (referencni) se ihned zamrazi na - 80 °C. Druha skupina je uchovavana pfi
2-8 °C po dobu 24 h a poté je zamrazena na - 80 °C. Tteti skupina je uchovavana pri
2-8 °C po dobu 7 dnt a poté opét zamrazena na - 80 °C. Vzorky jsou uchovavany
zamrazené pii - 80 °C az do doby provedeni ELISA testu. Srovnava se koncentrace
namétend u vzorkti uchovavanych pti 2-8 °C s koncentraci vzorkti uchovavanych pti
- 80 °C. Vzorky je mozné uchovavat pti 2-8 °C po dobu jednoho resp. sedmi dni,
pokud namétené koncentrace dosahuji 80 —120% referencni hodnoty (tj. vzorku
ihned zamrazeného a uchovavaného pfi - 80 °C.

Srovnani s jinou metodou

V pfipadé, ze existuje jiny dostupny komercni ELISA kit na stanoveni
analytu, provede se srovnani na skupiné vzorkll a zjisti se korelace mezi
srovnavanymi ELISA metodami. Pokud jsou dostupné, je tiecba do souboru
testovanych vzorkti zafadit i vzorky svys$$imi naméfenymi koncentracemi
stanovovaného analytu.

1.2.4 Optimalizace podminek ELISA

Optimalizaci podminek ELISA se rozumi optimalizace doby a teploty
jednotlivych inkubaci, pocet promyvacich krokt, podminek vazby protilatky nebo
antigenu na mikrotitracni desku, jako i optimalizace koncentraci jednotlivych slozek
ELISA (vazebnych a detekcnich protilatek, standardu a vhodného fedéni vzorkl
v testu) tak, aby test ELISA spliloval pozadavky na analytickou charakteristiku
ELISA soupravy.Pfi optimalizaci diagnostickych souprav jsme vychazeli z udaji v
odborné literatuie (Mancal: 1987; Wild D et al: 2013) z vnitfni standardni normy
komeréni firmy, kterda vyrabi diagnostické soupravy pro védu a vyzkum
(www.biovendor.com).

1.2.4.1 Sestaveni ELISA
Vybér mikrotitrac¢ni desky

Mikrotitraéni desky na vazbu protilatky se pouzivaji polystyrénové 96
jamkové s vyjimatelnymi stripy a s riznou afinitou vazby. Nej€astéji jsou pouzivany
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mikrotitraéni desky s vysokou afinitou firmy COSTAR-High Binding a NUNC-
Maxisorp nebo desky se stiedni afinitou firmy NUNC-Polysorp.

Roztok pro vazbu na povrch mikrotitra¢ni desky
Jako vazebny roztok se pouziva zejména hydrogenuhli¢itanovy roztok
o pH 9 nebo uhli¢itanovy/hydrogenuhli¢itanovy roztok o pH 9,6.

Vybér protilatky pro vazbu analytu

Protilatka pro vazbu vySetfovaného analytu mulze byt specificka
polyklonalni nebo monoklonalni. Kvalita a ¢istota protilatky je dalezitym faktorem
pro uspésné sestaveni celé ELISA. Podminky pro skladovani a manipulaci
s protilatkou jsou uvedeny v produktovém listu od vyrobce. Koncentrace protilatky
na desce se pii prvnim pokusu voli kolem 2 ng/l a v prub&éhu optimalizace ELISA je
mozné ji dle potfeby ménit v rozmezi 0,5 ng/l, 1 ng/l, 3 ng/l, atd. U monoklonalnich
protilatek se doporucuje zacit s koncentraci 1 ng/l. Pfi volbé koncentrace protilatky
pouzivané pro vazbu na mikrotitracni desku je potieba brat v uvahu ocekavanou
koncentraci stanovovaného analytu, kdy napf. pti oekavané vysoké koncentraci
analytu musime volit vyS$$i koncentraci na mikrotitra¢ni desku navazané protilatky.

Vazba protilatky na mikrodesku

Pii vazbé protilatky na mikrotitrani desku se nejprve protilatka nafedi
na pozadovanou koncentraci pomoci vazebného roztoku a smés se dikladné
promicha. Poté se do vSech jamek mikrotitraéni desky davkuje 100 pl pfipraveného
roztoku protilatky. Po zakryti mikrotitracni desky vic¢kem nebo fo6lii nasleduje
inkubace pfi teploté 2-8 °C pies noc (minimalné po dobu 16 h).

Blokovani mikrotitracni desky

Po imobilizaci protilatky na povrch jamek mikrotitrani desky se volna
vazebna mista na desce zablokuji, aby se zabranilo nespecifické adsorbciostatnich
ELISA reagencii. Blokovaci roztok obsahuje kromé zakladniho pufru (TBS nebo
PBS) slozky, které miizeme rozdélit do tfech kategorii: proteinové (BSA, Zelatina,
kasein, odtu¢néné susené mléko, ovalbumin), neproteinové (sachar6za) a detergenty
(Tween 20, Triton-X-100). Soucasné s blokovanim desky se protilatka na desce
stabilizuje pro dlouhodobé uskladnéni desky.
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Postup blokovani mikrotitracni desky

Po ukonceni inkubace s vazebnou protildtkou je z mikrotitratni desky
nejprve odsat vazebny roztok s nenavazanou protilatkou a poté je deska 1x promyta
promyvacim roztokem (350—400 pl/ jamku) a znovu odsata. V dal$im kroku je do
jamek mikrotitraéni desky davkovano blokovaci ¢inidlo a nasleduje inkubace 60 min
pii laboratorni teploté. Poté je blokovaci ¢inidlo odsato. V piipadé potieby del§iho
uskladnéni se deska zatavi do hlinikové folie se susidlem a uskladni pti 4 °C.

Redici roztok

Uktinnost vazebnych reakci v ELISA je vyrazné zavisla od pouZitého
fediciho roztoku. Tato vazba zavisi na pH a iontovych silach zakladniho pufru (TBS,
PBS) a piitomnosti piidavnych latek jako jsou detergenty (Tween 20), inhibitory
proteaz, antibakteridlni konzervanty (thimerosal, azid sodny, kyselina g-amino
kapronova) a inertni proteiny (hovézi sérovy albumin, Zelatina, imunoglobuliny)
a na eliminaci nespecifickych interakci. Pro stanoveni optimalnich podminek ELISA
musi byt testovany rizné fedici pufry pro kazdou kombinaci protilatek v ELISA.

Standard

Standard mutze byt nativni nebo rekombinantni protein o zndmé
koncentraci a je nutny pro kvantitativni stanoveni mnozstvi analytu v testovanych
vzorcich. V piipadé pouziti polyklonalnich protilatek, je nejlépe jako standard volit
rekombinatni protein (antigen), ktery slouzil k imunizaci. Ze standardu se pfipravi
sada standardli s klesajici koncentraci standardu, které se pouziji k sestrojeni
kalibra¢ni ktivky. Kalibraéni kiivka se sestroji vynesenim hodnot absorbanci
standardt (Y) proti log zndmych koncentracich standardid (X), pouzitim 4-
parametrové funkce. Jinou moznosti je pouZit logit/log funkce k linearizaci kalibra¢ni
kiivky (napft. logit absorbance (Y) proti log znamych koncentracich standardu).
Protoze absorbance standardtl jsou imérné jejich koncentraci, lze z kalibra¢ni kiivky
odecist koncentrace analytu v neznamych vzorcich.
Rozsah standardni kiivky urcuje standard s nejvyssi a nejnizsi koncentraci. Jejich
hodnoty se voli podle pfedpokladané koncentrace analytu ve vzorcich. Pokud se
koncentrace analytu ve vzorcich pohybuje fadové v pg/l, rozsah kiivky se bude
pohybovat fadove v ng/l. Koncentrace stanovovaného analytu pfi urcitém fedéni by
se mély pohybovat ve stiedni ¢asti standardni kiivky.
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Piiprava standardu

Manipulace a uskladnéni standardu se fidi podle instrukei vyrobce, které
jsou uvedené v produktovém listu. Pracovni roztok standardu se pfipravi dle
predpokladaného nejvyssiho bodu kalibracni kiivky a to tak, Ze jeho koncentrace je
napf. 50x vyssi nez je koncentrace nejvyssiho standardu. Pro pfipravu pracovniho
roztoku standardu je vhodné pouzit stabilizacni roztoky, napf. roztok StabilZyme
HRP. Jednotlivé standardy se poté piipravi fedénim z pracovniho roztoku standardu
pomoci fediciho roztoku. Kalibraéni kiivka by méla mit minimalné pét bodu (tedy
pouziti péti kalibratorti v testu), optimalné Sest a v piipad¢ potieby, pro zvyseni
citlivosti stanoveni, i sedm bodu.

Vzorky

V ELISA testu mohou byt stanovovany hladiny analytu v riznych typech
biologickych vzorcich (sérum, plazma, moc¢, likvor, tkanové kultury atd).
Vzorky mohou byt méfeny ihned po odbéru, nebo mohou byt uskladnény pfi -20 °C,
pro dlouhodobé skladovani pti -80 °C. Stabilita vzorki pii 2-8 °C a vliv
opakovaného rozmrazeni/zamrazeni vzorkd je predmétem testovani analytickych
charakteristik ELISA soupravy. Redici faktor je zavisly na koncentraci analytu
ve stanovovaném vzorku a potfebné citlivosti metody. Normalni hladiny analytu
ve vzorcich pfi urcitém fedéni by se mély pohybovat ve stfedni ¢asti kalibracni
kiivky, aby bylo mozné zméfit i nizké nebo vysoké koncentrace analytu. Redéni
vzorkll do ELISA testu by nemélo byt mensi nez 3x, aby nedochazelo ke vlivu
matrice vzorku na koncentraci analytu. Pfi nutnosti vysokého fedéni vzorkd
do ELISA testu je vhodngjsi pouzit dvoukrokové fedéni vzorkl, napt. pfi fedéni
1000x se vzorek v prvnim kroku natedi 50x a v druhém kroku 20%. Minimalni
mnozstvi nativniho vzorku pouzitého k fedéni by mélo byt do objemu 5 pl
V piipadé automatického zpracovani (biorobot: DSX, DS2) by mél byt minimalné
10 ul. Pti fedéni vzorku lze pouzit diluéni stripy (diluéni mikrotitraéni desku) nebo
fedit pfimo do testovaci mikrotitracni desky (méné vhodné, ale Setfi ¢as nutny
k fedéni, napt. pii zpracovani 80 vzorki biorobotem se Cas, potiebny k nafedéni
vzorkti pohybuje okolo 30 min). Do mikrotitraéni desky je obvykle davkovano 100
pl vzorku.

Imunizace

Vsechna zvifata jsou imunizovana schvalenymi imuniza¢nimi schématy
(Ustiedni komise pro ochranu zvifat). Pro piipravu polyklonalnich protilatek se
imunizuji dva typy zvifat — ovce a kralik. Ovce se celkem odebiraji 2x (prvni odbér
cca. 8. tyden od zacatku imunizace a druhy odbér cca. 18. tyden od zacatku
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imunizace). Vytéznost z odebraného imunniho séra se pohybuje kolem 0,5 mg
polyklonalni protilatky z 1 ml séra. Pro imunizaci je zapotiebi asi 3 mg antigenu.

V piipadé imunizace kralika jsou intervaly prvnich dvou odbérd shodné
s imunizaénim schématem ovce. Dalsi odbéry nasleduji vzdy v periodé¢ 60 dnu
od posledniho odbéru. Celkovy vytézek imunizace je podobny jako v piipadé
imunizace ovce.

U nového lotu protilatky je vzdy potfeba ovétit optimalni koncentraci
protilatky pro vazbu na mikrotitraéni desku (napf. pokud byla ptivodni protilatka
navazana v koncentraci 2 ng/l, u nového lotu protilatky se k otestovani pouzije
kromé této koncentrace zaroven jesté rozmezi koncentraci 1; 3; 4 ng/l pfip. i vice).
Odchylky mezi loty protilatek mohou byt zplisobené napf. pouzitim protilatky
z jiného odbéru nebo k imunizaci byl pouzit jiny lot antigenu nebo k purifikaci byla
pouzita nova kolona. Vysledky mohou byt také ovlivnény chybou vznikajici
pfi stanoveni koncentrace u vice koncentrovanych protilatek v diisledku vysokého
fedéni vzorkd. Pokud maji byt protilatky pozdéji pouzity ke konjugaci, nesmi se
k nim pfidavat konzervanty ani podplrné latky pro zlepSeni stability ( napi. BSA,
Zelatina apod.)

Detekéni protilatka

Detekéni protilatka proti stanovovanému analytu mtize byt stejné jako
vazebna protilatka monoklonalni nebo specificka polyklonalni. Detekéni protilatka
je ve vétSine piipadli znaCend enzymem piimo (biotin, HRP), ale mlze byt
i neznacend. Koncentrat znacené detekéni protilatky se standardné uchovava pti
-20 °C. Pti optimalizaci ELISA je potiebné otestovat detekéni protilatku, ktera je
nafedéna na rtizné koncentrace (od 1; 0,5; 0,2; 0,1 ng/l) v objemu 100 pl/jamka.
Pfi prvnich testech je mozné se fidit obecnym pravidlem, ze vazebna protilatka
nejvhodnéjsi koncentrace se vyhodnocuje absorbance blanku (Cisty fedici roztok),
jehoz absorbance by méla byt pod 0,1 (A450 nm) a absorbance nejvyssiho bodu
standardni kfivky mensi nez 3,0 (A450 nm).
Pokud maji byt protilatky pozdéji pouzity ke konjugaci, nesmi se k nim pfidavat
konzervanty ani podptrné latky pro zlepsSeni stability ( napt. BSA, Zelatina apod.)
Protilatka, ktera ma byt konjugovana musi byt zejména Cista (bez albuminu, nesmi
obsahovat konzervanty) a musi mit potiebnou koncentraci.
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Konjugat

Pokud neni detekéni protilatka pfimo zna¢end enzymem HRP, mtize dojit
ke dvéma situacim. V piipadé, ze detekéni protilatka je znacena biotinem, v dal$im
kroku ELISA se pouzije konjugat steptavidin-HRP. Nejcastéji se pouziva
streptavidinovy konjugat firmy Roche nebo Amersham a uchovava se dle udaji
od vyrobce nebo jako koncentrat v glycerolu pii -20 °C. V ptipadé, ze detekéni
protilatka neni znacend biotinem, pouzije se v dal§im kroku ELISA protilatka proti
detekeni protilatce konjugovana s enzymem HRP, napt. u kozi detekéni protilatky se
mutize pouzit krali¢i protilatka proti kozi konjugovana s HRP. Terciarni protilatka
by méla byt vysycena IgG proti pouzité vazebné protilatce. Zasobni roztok tohoto
konjugatu se standardné uchovava dle udaji od vyrobce.

V uvodnich testech pii sestavovani ELISA se doporucuje pouzit jedno
pracovni fedéni konjugatu streptavidin-HRP napi. 20 000x, které¢ se ovSem muize
meénit v prubéhu optimalizace ELISA. Stabilita pracovniho roztoku streptavidin-
HRP konjugatu firmy Roche nebo Amersham pii 2-8 °C nafedéného v roztoku
StabilZyme HRP je jeden rok.

Substrat

Substrat se ptidava v predposlednim kroku ELISA testu. Volba typu
substratu zavisi na pouzitém enzymu. V pfipadé enzymu HRP je vhodnym
substratem jednoslozkovy substrat s obsahem peroxidu vodiku (tetrametylbenzidin -
TMB), komeréné dostupny pod nazvem Seramun (napf. firma KPL). Standardné je
davkovan do testu ELISA v objemu 100 pl/ jamka.

Zastavovaci roztok
Pro zastaveni enzymatické reakce se pouziva zastavovaci roztok 0,2 M
kyseliny sirové a to v objemu 100 pl/ jamka.

Pii optimalizaci podminek ELISA je kritickd GspéS$na vazba testovaného analytu
na imobilizovanou vazebnou protilatku a na detekéni protilatku. Pro ziskani
pozadovanych vysledki, se tato vazba da ovlivnit nékolika faktory pfi provedeni
ELISA:

Volba podminek pro test ELISA
Doba inkubace

Na dosazeni maximalniho signdlu a minimalizaci chyb je potieba
dostatecného Casu inkubace pro ustaveni vazebné rovnovahy mezi protilatkou
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a analytem. Jakékoliv zmény v délce doby inkubace mohou ale nemusi mit vliv
na intenzitu signalu. Délka inkubace se mize lisit od n¢kolika minut az po nékolik
hodin. Rychlost reakce protilatka-analyt mize byt odlisna pro vzorky a pro standard.
Doba inkubace standardii a vzorkti v mikrotitrani desce je nejcastéji 1 h,
alternativné 2 h, v ojedinélych ptipadech i pies noc. Inkubace se provadi ve vétsing
pripadi pfi laboratorni teploté nebo pii 37 °C (nutnost vyhfivaného inkubatoru),
ojedinéle pii 4 °C. Mize nastat nutnost kontinudlniho tfepani po celou dobu
inkubace. Doba inkubace s detekéni protilatkou se pohybuje od 30 min po dobu 2 h.
Doba inkubace s konjugatem strptavidin-HRP se pohybuje od 30 min po dobu 1 h.
Doba inkubace se substratem je minimalné 5 min, optimalné 10 min. V pfipadé
potieby je mozno inkubaéni dobu prodlouzit aZz na 30 min v zavislosti na intenzité
zbarveni reakéni smési.

Inkubacni teplota
Teplota inkubace ma vliv na rychlost reakce analyt-protilatka, pticemz

plati, Ze vyssi teplota zpravidla zvySuje rychlost této reakce. Nejéastéji se vyuziva
inkubace pii laboratorni teploté, cca. 25 °C nebo 37°C, alternativné pii 4 °C
(za predpokladu delsi doby inkubace napf. pies noc).

Separac¢ni kroky ELISA
Protoze ELISA patii mezi heterogenni imunoanalyzy je nutna separace

nenavazané frakce od vazané. K tomuto ucelu se pouziva promyti mikrodesticky
vhodnym promyvacim roztokem. V idealnim piipadé se tak d&je automaticky pii
pouziti promyvacky, kde je moznost volby jak objemu davkovaného roztoku, tak
poc€et promyvacich cykli eventudln€¢ i nastaveni pohybu aspiracnich jehel
promyvacky, aby doslo k Gplnému odsati roztoku z jamek mikrotitraéni desky pied
dal$im krokem. Pfi pouziti vice druht mikrotitra¢nich desek je nutné naprogramovat
promyvacku na rozméry jamky konkrétni mikrotitracni desky. Pokud je promyti
provedeno manualné pomoci multikanalové pipety, je nutné po poslednim
promyvacim kroku dikladné odstranit zbytky roztoku z jamek razantnim vytepanim
mikrotitraéni desky do savého papiru. Doba setrvani promyvaciho roztoku v jamce
mikrotitra¢ni desky mezi jednotlivymi promyvacimi kroky by méla byt alepon 20
sekund. Faktory,které pfimo ovliviiuji reakci mezi analytem a protilatkou, pii
promyti jsou sloZeni promyvaciho roztoku, intenzita promyvani (rychlost) a zptisob
promyvani (manualni nebo automaticke).
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Standardni postup p¥i analyze vzorki ELISA testem

1.

SNk W

16.

17.
18.

Navazani mikrotitra¢ni desky vazebnou protilatkou

Promyti desky promyvacim roztokem 1x

Zablokovani nespecifickych vazebnych mist protilatky

Odsati blokovaciho pufru a vysuseni desky

Priprava sady standardd a nafedéni vzorku

Pipetovani standardd, kontrolnich sér, fediciho roztoku (=Blank)
a nafedénych vzorkd (v idealnim pfipadé duplikaty) do pfislusnych jamek
na mikrotitraéni desce. Doporuceny c¢as pipetovani celé desky je
maximalng 15 min.

Inkubace na orbitalni tfepacce

Promyti desky promyvacim roztokem 3x (0,35 ml na kazdou jamku)
Pfidani roztoku detekéni protilatky do kazdé jamky desky

Inkubace na orbitalni tfepacce

Promyti desky promyvacim roztokem 3x (0,35 ml na kazdou jamku)
Pfidani roztoku konjugatu do kazdé jamky desky

Inkubace na orbitalni ttepacce 30 min

Promyti desky promyvacim roztokem (0,35 ml na kazdou jamku)

Pidani roztoku substratu (inkubace se provadi ve tm¢ a ve vétsin¢ piipadi
bez tfepani

Inkubace 10 min pifi laboratorni teploté (inkubacni doba mulze byt
prodlouzena az na 20 min, pokud je reakéni teplota < 20 °C)

Pridani zastavovaciho roztoku

Zmeéfeni absorbance v kazdé jamce na fotometru pii nastavené vinové
délce 450 nm a referenéni vlnové délce na 620 nm (piijatelné rozmezi:
550 — 650 nm). Odecteni absorbance pti 630 nm (nebo pfi jiné zvolené
vlnové délce z rozmezi 550 — 650 nm) od absorbanci pii 450 nm. (Méfeni
by mélo byt provedeno do péti minut po pfidani zastavovaciho ¢inidla)
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2.  Cile disertacni prace

Hlavnim cilem mé disertacni prace byla spoluprace na vyvoji ELISA
souprav pro specificka stanoveni koncentraci vybranych molekul a ovéfeni jejich
funkce provedenim zékladni validace.

1. Navrzeni, sestaveni a ovéfeni funkce ELISA testu pro stanoveni
koncentrace osteokrinu a ovéteni efektivity tohoto testu pfi hledani vztaha
mezi kostnim a energetickym metabolismem.

2. Ovéfeni ptedpokladu diive publikovaného na jiném typu populace
o eventudlni souvislosti mezi koncentraci PEDF v séru a rizikem rozvoje
metabolického syndromu u kavkazské populace.

3. Vyvoj, validace a klinické testovani ELISA soupravy pro specifické
stanoveni sérové koncentrace lidského VILIP-1 a nalezeni souvislosti
mezi koncentraci VILIP-1vséru a ostatnimi ukazateli poskozeni
mozkovych bunék u pacientti s mozkovou mrtvici.

4. Ovefeni diagnostické efektivity sekretagoginu u pacientll s kraniotraumatem.
Stanoveni referenc¢nich hodnot pro sekretagogin u zdravych fyziologickych
novorozenct.

5. Jelikoz v pribéhu projektu nebyly cilené sledovany ani popsany souvislosti
mezi Dkk-1 aparametry kostniho obratu ¢&i kostni densitou v nékolika
lokalitach (vyjadienou jako T-skore) bylo dal§im cilem moji prace navrzeni,
sestaveni aovefeni funkce ELISA testu pro rychlé stanoveni Dkk-1
a oveteni efektivity tohoto testu u pacientl s osteoporozou.

6. Ovéfeni diagnostické efektivity stanoveni chemerinu pro diagnostiku
metabolického syndromu.

7. Ovefeni diagnostické efektivity stanoveni PSP-94 jako onkomarkeru
u osob s karcinomem prostaty.

8. Ovéfeni diagnostické efektivity stanoveni TFF u Zen s karcinomem endometria

9. Oveéfeni diagnostické efektivity stanoveni S1I00A-11 u zen s karcinomem
endometria.
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3. Metodika

3.1  Spoluprace na vyvoji ELISA souprav pro specificka
stanoveni koncentraci vybranych molekul

V ramci hledani moznosti stanoveni novych molekul pro laboratorni diagnostiku
vybranych onemocnéni jsme se zaméfili na vyvoj nového ELISA testu, pomoci
néhoz bychom byli schopni stanovit jejich koncentraci v séru, plazmé nebo likvoru.
Pii navrhu testu jsme vychazeli zdostupnych odbornych informaci popisujicich
vlastnosti téchto molekul, znalosti jejich exprese v riznych tkénich i hypotézy
o0 jejich mozném klinickém vyuziti. Pfi vyvoji a prvotnim nastaveni testu jsme se
inspirovali i odbornymi reSerSemi popisujicich obecné postupy pro méteni cytokinti
metodou ELISA.

Ptiprava rekombinantnich proteini a protilatek pouzitych v ELISA testech,
véetné jejich optimalizace, byla provedena ve vyzkumnych laboratofi firmy
Biovendor laboratorni medicina a.s.

V dobé vyvoje ELISA souprav nebyla na trhu dostupna zadna validovana
ELISA souprava jiného vyrobce, proto jsme pro sestaveni planu pro ovéfeni
analytickych charakteristikjednotlivych ELISA testd vychazeli z doporuéeni
odbornych spoleénosti (CSKB), z odborné literatury a vyuzili jsme i dlouhodobé
zkuSenosti vyrobci ELISA souprav. Valida¢ni plan byl vytvofen i s ohledem
na pozadavky pro rozsah ovéfovani analytickych charakteristik ELISA souprav
pro vyzkumné tcely a jejich eventudlnimu budoucimu komerénimu vyuziti.

Ovéteni analytickych charakteristik ELISA souprav podle nami
sestaveného planu, které zahrnovalo ovéfeni preciznosti, vychyleni metody, zjisténi
limitu detekce, meze stanovitelnosti, ptipadné kiizové reaktivity, stabilitnich testt
a vlivu matricebylo provedeno na Oddéleni laboratorni mediciny Stfedomoravské
nemocni¢ni a.s. Provedeni méfeni ELISA testd v ramci klinickych studii bylo
provedeno na Oddéleni laboratorni mediciny Stfedomoravské nemocni¢ni a.s.

Vzhledem ke skutecnosti, ze ELISA soupravy jsou urceny pro komercni
vyuziti je v nasledujicich kapitolach uveden pouze zkraceny popis piipravy
rekombinantnich proteinti a specifickych protilatek, vcetné jejich optimalizace
pro pouziti v ELISA testu.
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3.1.1 Osteokrin (1)

Piiprava rekombinantniho lidského osteokrinu

Sekvence mRNA genu osteokrinu byla ziskana z databaze RefSeq
(Accession Number NM 1981184); piislusna sekvence byla syntetizovana
a optimalizovana pro E. coli. Synteticky gen byl klonovan do expresniho vektoru
pRSET (Invitrogen); nasledné byla provedena transformace bakterialniho kmene
E. coli IM109DE3. Produkéni kmen byl kultivovan pfi teploté 37 °C a poté byla
provedena indukce exprese rekombinantniho proteinu pomoci isopropyl-B-D-1-
thiogalaktopyranosidu (IPTG, Sigma). Po sonikaci produkénich bun¢k byl
z inkluznich télisek rozpusténych v 6 M guanidinu, 0,1 M Tris (pH 8,6) izolovan
metalafinitni (NINTA) chromatografii rekombinantni osteokrin. Protein byl nasledné
dialyzovan do prosttedi 50 mM acetatového pufru (pH 4,0), Cistota proteinu byla
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu
sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE, obr. 1) akoncentrace bilkoviny
stanovena metodou s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové
¢islo BCA1-1KT).

Obr.1.Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou(12% homogenni gel,

SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je
standard pfipraveny z proteinli o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31,
45, 66 a 97 kDa; v pravé draze je izolovany rekombinantni lidsky Osteokrin
(redukovany a zahfaty vzorek a neredukovany a nezahiaty vzorek, koncentrace
Sug/drahu)
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Priprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity 2 rizné mysi monoklonalni protilatky
pfipravené hybridomovou fiizi mysich myelomovych a B-bungk, které byly ziskany
imunizacikralika rekombinantnim mys$im osteokrinem (rmOsteokrin; AMK 28-130;
Accesion No. AAQ84523). IgG frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni
chromatografii s proteinem G. Detek¢ni protilatka byla znaCena modifikovanym
biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce, katalogové ¢islo 21338) podle navodu
od vyrobce.Purifikace protilatky byla provedena pomoci afinitni chromatografie
s imobilizovanym lidskym rekombinantnim osteokrinem. Koncentrace protilatky
byla stanovena metodou s kyselinou bicinchoninovou, s pouzitim BSA jako
standardu.V tomto systému jsou pouzity jako vazebna i detekéni protilatka mysi
monoklonalni protilatka, ktera je v obou ptipadech specificka k jiné ¢asti molekuly
osteokrinu.

Provedeni ELISA testu pro stanoveni Osteokrinu

Byl sestaven sendvi¢ovy test ELISA pro méfeni osteokrinu v séru. Tento
test je vysoce specificky a citlivy diky pouziti detekéni protilatky znacené biotinem.

Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v 0,1 M
hydrogenuhligitanovém pufru (pH 9,0) s vyslednou koncentraci 2 mg I"' a do kazdé
jamky mikrotitracni desky (Corning Costar, katalogové ¢islo 21338) bylo
davkovano 0,1 ml protilatky. Nasledovala inkubace 16 h pti 4 °C a po odsati
vazebného roztoku byla desticka 1x promyta pomoci TBS-Tw (0,05 M Tris—HCI;
0,15 M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20). Nespecificka vazebna mista byla
zablokovana roztokemTBS-Tw (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M NaCl; pH 7,2; 0,05%
Tween 20), 1,5% BSA a 4% sacharézya do kazdé jamky bylo davkovano 0,3 ml
roztoku a deska byla inkubovana 30 min pii laboratorni teploté. Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na deskudavkovano 0,1 ml piislusného standardu nebo
4xztedéného vzorku séra (vSechny vzorky i standardy byly méfeny v dubletu).
Po inkubaci 1 h pfi laboratorni teploté byla deska 3x promyta promyvacim roztokem
TBS-Tw (0,05 M Tris—HCIL; 0,15 M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)bylo do vSech
jamek davkovano 0,1 ml biotinem znacené protilatky a deska inkubovana 1 h pfi
25 °C. Poté byla deska opét 3x promyta promyvacim roztokem a do kazdé jamky
bylo davkovano 0,1 ml 7000 zfedéného konjugatu streptavidin-kfenova peroxidaza
(Amdex, katalogové ¢&islo RPN 4401V) a inkubovano 1h pii 25 °C.
Po trojnasobném promyti promyvacim roztokem bylo do vSech jamekdavkovano
0,1 ml substratu TMB (1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu
vodiku, KPL, katalogové c¢islo 52-00-01) areakéni smés inkubovana 10 min
pfi 25 °C. Reakce byla zastavena pfidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové a vzniklé
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zluté zbarveni bylo zméfeno fotometricky pii vinové délce 460 nm. Intenzita zlutého
zbarveni je pfimo imérna obsahu analytu ve vzorku.

Koncentrace osteokrinu v neznamych vzorcich byla odectena z kalibraéni
kiivky(obr. 2, tab. 1), ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standardi proti jejich
znamé koncentraci.

Standardy a vzorky byly fedény pomoci roztoku TBS-Tw s pfidavkem Zzelatiny
(0,05%). Stabilizatnim roztokem pro biotinylovanou protilatku a konjugat
streptavidin-kienova peroxidaza byl komeréni roztok Stabilzyme (Surmodic).

V testu byla pouzita fada standardd 8, 4, 2, 1, 0,5 a 0,25 mg I, ktera vznikla
nafedénimrekombinantniho lidského osteokrinu. Sérové vzorky byly fedény 4x
(1 dil vzorku + 3 dily fediciho roztoku).

2
A
(460 nm) 1,5
1
0,5
O 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

koncentrace Osteokrinu, mg 1!

Obr. 2. Standardni kiivka pro Osteokrin ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 1 Osteokrin —zavislost hodnoty absorbanci standardii na jejich koncentraci

Koncentrace standardi v mg I’ Absorbance pfi 460 nm
8,0 1,743
4,0 0,675
2,0 0,331
1,0 0,17
0,5 0,099
0,25 0,045
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3.1.2 PEDF

Piiprava rekombinantniho lidského PEDF

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky PEDF, produkovany
v E. coli (M,46,1 kDa, obsahujici 413 AMK zbytkl lidského PEDF a 14 AMK
zbytkt - His Tag, Biovendor laboratorni medicina a.s.). Cistota proteinu byla
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS PAGE, obr. 3). Koncentrace rekombinantniho PEDF byla stanovena
pomoci metody s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).

Obr.3 .Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou(12% homogenni gel,

SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je
standard pfipraveny z proteint o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31,
45, 66 a 97 kDa; v pravé draze je izolovany rekombinantni lidsky
PEDF(redukovany a zahi'aty vzorek a neredukovany a nezahiaty vzorek,
koncentrace 5pg/drahu)

Piiprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity dvé ruzné ovéi polyklonalni
protilatky, které byly ziskdny imunizaci ovce rekombinantnim lidskymPEDF. 1gG
frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni chromatografii s proteinem G.
Detekéni protilatka byla znacena modifikovanym biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-
Biotin, Pierce, katalogové c¢islo 21338) podle navodu od vyrobce. Purifikace
protilatky byla provedena pomoci afinitni chromatografie s imobilizovanym lidskym
rekombinantnim PEDF. Koncentrace protilatky byla stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou, s pouzitim BSA jako standardu.
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Provedeni ELISA testu pro stanoveni PEDF

Byl sestaven sendviCovy testpro kvantitativni stanoveni lidského PEDF
v séru a plazmé.

Byla pouzita mikrotitra¢ni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazana specifickd polyklonalni ov¢i protilatka proti lidskému PEDF
(specShAHUAHuUPEDF Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1 M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 2,5 mg 1" a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pii 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecifickd vazebna mista
blokovana roztokem TBS, 4% sachar6zy a 0,5% BSA (davkovéno 0,2 ml/jamku;
inkubace 30 min pii 25 °C). Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku
davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 8000x ftedéného vzorku séra
a vSechna meéfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény roztokem 1%
BSA heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I'', Scantibodies) v TBS
a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni blokovaci reagencie
(mysi IgG, 1 g I, Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl, 0,03 M fosfore¢nan
sodny, pH 7,3).

Nasledné¢ byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tfepani 300 rpm.
Po promyti desky 5% promyvacim roztokem (0,35 ml) bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml biotinem znacené specifické ovéi polyklonalni protilatky IgG
(specShAHUAHUPEDF, Biovendor laboratorni medicina a.s.) a deska opét
inkubovana 1 hpfi 25 °C. Znaceni specifické kozi polyklonalni protilatky IgG
biotinem bylo provedeno soupravou od firmy Pierce (detekéni protilatka,
specShAHUAHuUPEDF Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.; vysledna
koncentrace protilatky 0,1 mg 1™").

Po dalsim promyti desky 5X promyvacim roztokem TBS-Tw, bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kfenova peroxidaza
a deska inkubovana 1 ho pii 25 °C za tfepani 300 rpm (konjugat streptavidin-
ktenova peroxidaza byl vyroben firmou ROCHE, do testu pouzit fedény 90 000x
pomoci roztoku 1% BSA v TBS (pH 7,2). Po promyti desky 5% bylo do vSech jamek
desky davkovano 0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana 5 min pii 25 °C
(TMB, (1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL).
Reakce byla zastavena pridavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka)
a vzniklé Zluté zbarveni bylo zméteno fotometricky pfi vinové délce 450 nm (Biotek
EL808). Intenzita zlutého zbarveni je pfimo Gimérna obsahu analytu ve vzorku.
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Koncentrace PEDF v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky
(obr.4, tab. 2), kteréd byla ziskdna vynesenim absorbanci standardt proti jejich znamé
koncentraci. V testu byla pouzita sada standardu 6, 3, 1,5, 0,6, 0,3 a 0,15 pg 1!
pripravena nafedénim rekombinantniho lidského PEDF.

A

(450 nm) 3,5 |

25

L5

koncentrace PEDF, pg 1'!

Obr.4.Standardni kiivka pro PEDF ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 2
PEDF - zavislost hodnoty absorbanci standardii na jejich koncentraci

Koncentrace standardd v pg 1! Absorbance pii 450 nm
6,0 3,43
3,0 2,726
1,5 1,896
0,6 0,999
0,3 0,596
0,15 0,399
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3.1.3 VILIP-1(3)

Piiprava rekombinantniho lidského VILIP-1

Sekvence mRNA genu VILIP-1 byla ziskana z databaze RefSeq (Accession
Number NM_001442); prislusna sekvence byla syntetizovana a optimalizovana
pro E. coli. Synteticky gen byl klonovan do restrikénich mist expresniho vektoru
pRSET (Invitrogen) s naslednou transformaci bakterialniho kmeneE.coli BL21DE3.
Produkéni kmen byl kultivovan pfi teplot¢ 37 °C a exprese rekombinantniho
proteinu byla indukovana Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosidem (IPTG, Sigma).
Po sonikaci produkénich bunék byl ze supernatantu izolovan gelovou chromatografii
rekombinantni VILIP-1.
Protein byl dialyzovan do prostfedi 50 mM NaH,PO, (pH 7,2), Cistota proteinu
analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE; obr. 5) a koncentrace bilkoviny
stanovena pomoci metody s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma,
katalogové ¢islo BCA1-1KT).

Obr.5. Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou(12% homogenni gel,

SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je
standard pfipraveny z proteint o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31,
45, 66 a 97 kDa; v pravé draze je izolovany rekombinantni lidsky VILIP-1
(redukovany a zahiaty vzorek a neredukovany a nezahiaty vzorek, koncentrace
Sug/drahu)
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Priprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity dvé rtzné kralici polyklonalni
protilatky, které byly ziskany imunizaci ovce rekombinantnim lidskymVILIP-1. IgG
frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni chromatografii s proteinem G.
Detekeni protilatka byla znacena modifikovanym biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-
Biotin, Pierce, katalogové ¢islo 21338) podle navodu od vyrobce. Purifikace
protilatky byla provedena pomoci afinitni chromatografie s imobilizovanym lidskym
rekombinantnim VILIP-1. Koncentrace protilatky byla stanovena metodou
s kyselinou bicinchoninovou, s pouzitim BSA jako standardu (data nejsou uvedena).

Provedeni ELISA testu pro stanoveni VILIP-1

Hodnoty sérové ani tkanové koncentrace VILIP-1 nebyly znamy, proto
jsme se zaméfili na vyvoj sendvicového ELISA testu, ktery pfedstavuje
pfi pouziti biotinem znafené detekéni protilatky vysoce citlivou a specifickou
metodu. K ELISA stanoveni byly pouzity specifické polyklonalni krali¢i protilatky
proti lidskému VILIPu-I (specRAHUAHuVILIP-1, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

V  mikrotitraéni desce (NUNC, Maxisorp) bylo vazano 0,1 ng
protilatky/jamku v 0,1 M hydrogenuhli¢itanového pufru pH9,0 (vysledna
koncentrace protilatky 2 mg I""). Nasledovala inkubace 12 h pii 4°C a po odsati
vazebného roztoku bylo do desky davkovano 0,2ml/jamku roztoku 0,5% BSA, 4%
sacharézy v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M NaCl; pH 7,2) a deska inkubovana
30 min pfi 25 °C pro zablokovani nevyuzitych vazebnych mist na povrchu jamky.
Po odsati blokovaciho roztoku (promyvacka Columbus, Tecan) bylo na desku
davkovano 0,1ml ptislusného standardu nebo 3% fedéného sérového vzorku. Vzorky
byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni blokovaci reagencie (mysi
IgG, 1 ¢ I, Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl, 0,03 M fosfore¢nan sodny,
pH 7.3) a vSechna méteni byla realizovana 2x. Nasledn¢ byla deska inkubovéana 1 h
pii 25°C. Po Snasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené krali¢i polyklonalni
protilatky IgG (specRAHUAHuVILIP-1, 0,2 mg 1", fedici roztok 1% BSA v TBS
(pH 7,2), Biovendor laboratorni medicina a.s.) a deska opét inkubovana 1 h pfi
25 °C. Po 5nasobném promyti desky roztokem TBS-Tw bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kfenova peroxidaza (Roche, fedény
10 000x v roztoku 1% BSA v TBS, pH 7,2) a deska inkubovana 1h pfti 25°C.
Po promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1ml substratu TMB (1,2mM tetrametylbenzidin s obsahem 3mM
peroxidu vodiku, KPL, katalogové &islo 52-00-01) areakéni smés inkubovana
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10 min pii 25°C. Reakce byla zastavena piidavkem 0,1 M roztoku kyseliny sirové
(0,1ml/jamka) a vzniklé zluté zbarveni (produkt) bylo zméfeno fotometricky
pfi vlnové délce 450 nm. Intenzita zlutého zbarveni je pfimo imérna obsahu analytu
ve vzorku (ELISA reader Biotek EL808).

Hodnoty VILIP-1 v nezndmych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky (obr. 6),
ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standardu proti jejich znamé koncentraci.

A
(450 nm)

koncentrace VILIP-1, pg 1!

Obr.6.Standardni kiivka pro VILIP-1 ELISA;4 — Absorbance

V testu byla pouzita sada standarda 5, 2,5, 1, 0,50, 0,25 a 0,1 pg I'v pufru
s kaseinem pfipravenanatfedénim rekombinantniho lidského VILIP-1 (tab. 3).
Sérové vzorky byly fedény 10x podle schématu 1dil vzorku + 9 dili fediciho
roztoku.
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Tabulka 3
VILIP-1 — zavislost hodnoty absorbanci standardli na jejich koncentraci

Koncentrace standarda v pg 1! Absorbance pii 450 nm
5,0 3,301
2,5 2,058
1,0 0,947
0,5 0,49
0,25 0,277
0,1 0,149

3.1.4 SCGN(11)

Piiprava rekombinantniho lidského SCGN

Sekvence mRNA genu SCGN byla ziskdna zdatabdze UniProt
(UniProtKB/Swiss-Prot  O76038); pfislusna sekvence byla syntetizovana
a optimalizovana pro E. coli. Synteticky gen byl klonovan do restrikénich mist
expresniho vektoru pRSET (Invitrogen) s naslednou transformaci bakterialniho
kmeneF.coli BL21DE3. Produkéni kmen byl kultivovan pfi teploté 37 °C a exprese
rekombinantniho proteinu byla indukovéana Isopropyl -D-1-thiogalactopyranosidem
(IPTG, Sigma). Po sonikaci produkénich bun€k byl ze supernatantu izolovan
gelovou chromatografii rekombinantni SCGN.

K ELISA stanoveni byl jako standard pouzit rekombinantni sekretagogin,
produkovany v E. coli (M,33,3 kDa, obsahujici 286 AMK zbytkd sekretagoginu)
a specifické polyklonalni ov¢i protilatky proti lidskému SCGN.

Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE, obr. 7)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou bicinchoninovou (BCA
metoda, Sigma, katalogové ¢islo BCA1-1KT).
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Obr. 7. Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou(12 % homogenni gel, SDS PAGE,
metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je standard piipraveny

z proteinti o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31, 45, 66 a 97 kDa; v pravé
draze je izolovany rekombinantni lidsky SCGN (redukovany a zahfaty vzorek

a neredukovany a nezahtaty vzorek, koncentrace 5 pg/drahu)

Priprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity dvé rizné ov¢i polyklonalni
protilatky, které byly ziskany imunizaci ovce rekombinantnim lidskymSCGN. 1gG
frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni chromatografii s proteinem G.
Detekeni protilatka byla znacena modifikovanym biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-
Biotin, Pierce, katalogové ¢islo 21338) podle navodu od vyrobce. Purifikace
protilatky byla provedena pomoci afinitni chromatografie s imobilizovanym lidskym
rekombinantnim SCGN. Koncentrace protilatky byla stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou, s pouzitim BSA jako standardu (data nejsou uvedena).

Provedeni ELISA testu pro stanoveni SCGN

Byl navrzen a sestavensendviCovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
lidského sekretagoginu v séru a plazmé.

Byla pouzita mikrotitra¢ni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazdna specifickd polyklondlni ov¢i protilatka proti lidskému SCGN
(specShAHUAHuSekretagogin Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protildtka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 2,0 mg "' a do kazdé
jamky mikrotitracni desky bylo davkovano0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pfi 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
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roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCI; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecificka vazebnd mista byla
blokovana roztokem 4% sacharézy a 0,5% BSA v TBS (davkovéano 0,25ml/jamku;
inkubace 30 min pii 25 °C). Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku
davkovano0,1 ml pfislusného standardu nebo 3x fedéného vzorku séra a vSechna
méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény roztokem 1% BSA v TBS
(pH 7,2) s pridavkem 0,01 % Thimerosalu. Vzorky byly fedény pomoci roztoku
1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I"', Scantibodies) v TBS.

Nasledn¢ byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tfepani 300rpm.
Po 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw (0,35 ml) bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené specifické ov¢i
polyklonalni protilatky IgG (specShAHUAHuSekretagogin, Biovendor laboratorni
medicina a.s.) a deska opét inkubovana 1 h pii 25 °C. Znaceni specifické kozi
polyklonalni protilatky IgG biotinem bylo provedeno soupravou od firmy Pierce
(detekeni protilatka, specShAHUAHuSekretagogin Antibody, Biovendor laboratorni
medicina a.s.; vysledn4 koncentrace protilatky 0,2 mg I'").

Po opétovném 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw,
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kienova
peroxiddza a deska inkubovdna 30 min pii 25°C za tiepani 300rpm (konjugat
streptavidin-kienova peroxidaza byl vyroben firmou ROCHE, do testu pouzit fedény
10 000x pomoci roztoku 1% BSA v TBS (ph 7,2).Po promyti desky TBS-Tw bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana
10 min pfi 25 °C (TMB, (1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu
vodiku, KPL). Reakce byla zastavena pfidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové
(0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté zbarveni bylo zméfeno fotometricky pfi vinové délce
450 nm (Biotek EL808). Intenzita zlutého zbarveni je pfimo umérna obsahu analytu
ve vzorku. Koncentrace Sekretagoginu v neznamych vzorcich byly stanoveny
z kalibracni kiivky (obr. 8), ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standardi proti
jejich znamé koncentraci. V testu byla pouzita sada standardd 2000, 1000, 500, 250,
125 a 62,5 ng 1! v pufru s kaseinem, pfipravena nafedénim rekombinantniho
lidského Sekretagoginu (tab. 4).
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Obr. 8.Standardni kiivka pro SCGN ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 4
SCGN - zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci

Koncentrace standardt v ng 1! Absorbance pii 450 nm
2000 2,95
1000 2,05
500 1,3
250 0,78
125 0,48
63 0,25
31,25 0,16

3.1.5 DKk-1(5)

Piiprava rekombinantniho lidského Dkk-1

Jako standard byl pouzit komeréni rekombinantni Dkk-1 lidsky protein
o relativni molekulové hmotnosti 25,8kDa, ktery byl exprimovan v buitkach hmyzu
Spodoptera frugiperda (St 21).

Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, data nejsou uvedena).
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Koncentrace rekombinantniho Dkk-1 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich). V testu linearity byl
jako fedici roztok pouzit roztok TBS (0,05 M Tris—HCl; 0,15 M NaCl; pH 7,2)
s pfidavkem 0,01% Thimerosalu.

Provedeni ELISA testu pro stanoveni Dkk-1

Byl navrzen a sestavensendvi¢ovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
lidského Dkk-1 v séru. K ELISA stanoveni byly pouzity specifické polyklonalni
kozi protilatky proti lidskému Dkk-1 .

Byla pouzita mikrotitracni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazana specifickd polyklonalni kozi protilatka proti lidskému Dkk-1
(specGoAHUAHuDkk-1 Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 1 mg 1" a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pti 4°C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecifickd vazebna mista
blokovana roztokem 4% sacharézy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pii 25°C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml ptislusného standardu nebo 3x
fedéného vzorku séra a vSechna méfeni provedena v dubletu. Standardy a vzorky
byly fedény pomoci roztoku 1% BSA, s ptidavkem heterofilni blokovaci reagencie
(mysi IgG, 1 g I'!, Scantibodies, pH 7,2) v0,15M PBS (0,12M NaCl, 0,03 M
fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nasledné¢ byla deska inkubovéana 1 h pfi 25 °C. Po 5nasobném promyti
desky promyvacim roztokem TBS-Tw bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml
biotinem znacené kozi polyklonalni protilatky IgG a deska opét inkubovana 1 hpfi
25 °C. Znaceni specifické kozi polyklonalni protilatky IgG biotinem bylo provedeno
soupravou od firmy Pierce (detekéni protilatka, specGoAHUAHuDkk-1 Antibody,
Biovendor laboratorni medicina a.s.; vysledn4 koncentrace protilatky 0,2 mg I'").

Po opétovném Snasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw,
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kienova
peroxiddza a deska inkubovéana 1 h pii 25°C (konjugat streptavidin-kienova
peroxidaza byl vyroben firmou Roche, do testu pouzit fedény 30 000% pomoci
roztoku 1% BSA v TBS. Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana 10min pii 25°C (TMB,
(1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla
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zastavena piidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté
zbarveni bylo zméfeno fotometricky pii vlnové délce 450 nm (Biotek EL80S).
Intenzita zlutého zbarveni je pfimo umérna obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
Dkk-1 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibracni kiivky (obr. 9), ktera byla
ziskana vynesenim absorbanci standardi proti jejich znamé koncentraci. V testu
byla pouzita sada standardi 4,0, 2,0, 1,0, 0,5, 0,25 a 0,125 ug Ity pufru s kaseinem,
pfipravena natedénim rekombinantniho lidského Dkk-1 (tab. 5).

2,5
A
450 nm
1,5
1
0,5
0

koncentrace Dkk-1, pg 1!

Obr. 9. Standardni kiivka pro Dkk-1 ELISA;4 — Absorbance

Tabulka S
Dkk-1 — zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci

Koncentrace standarda v pg 1! Absorbance pii 450 nm
4,0 2,38

2,0 1,55

1,0 0,957

0,5 0,564

0,25 0,341

0,125 0,23

0,063 0,1
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3.1.6 Chemerin

Piiprava rekombinantniho lidského Chemerinu

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky chemerin (Glu 21 -Ser 157),
produkovany v E. coli (M,16kDa, obsahujici 137AMK zbytku lidského chemerinu
a methionyl 138).

Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, data nejsou uvedena).

Koncentrace rekombinantniho chemerinu byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).

Provedeni ELISA testu pro stanoveni chemerinu

Byl navrzen a sestaven sendvicovy ELISA pro kvantitativni stanoveni
lidského chemerinu v séru.

Byla pouzita mikrotitra¢ni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazana specifickd polyklonalni kozi protilatka proti lidskému chemerinu
(specGoAHUAHuChemerin Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protildtka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhli¢itanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci protilatky 2,5 mg I
a do kazdé jamky desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pfi 4 °C a poté byla deska 1xpromyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecificka vazebnd mista byla
blokovana roztokem 4% sachar6zy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pii 25°C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo
100x fedéného vzorku séra a vSechna méteni provedena v dubletu. Standardy byly
fedény roztokem 0,05% Zzelatiny, 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie mysi
IgG, 1 g I, Scantibodies) v TBS-Tw(pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku
1,4% kaseinu, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I"', Scantibodies)
v 0,15M PBS (0,12M NacCl, 0,03M fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nasledné byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tfepani 300rpm.
Po 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw bylo do vSech jamek
desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené kozi polyklonalni protilatky IgG
(specGoAHUAHuChemerin, Biovendor labotaorni medicina a.s., pracovni roztok
pfipraven fedénim koncentratu 40xv roztoku 1,4% kaseinu, 0,15 M NaCl, heterofilni
blokovaci reagencie (my$i IgG, 1 g I, Scantibodies, pH 7,3) a deska opét
inkubovana 1 h pfi 25 °C. Znaceni specifické kozi polyklonalni protilatky IgG
biotinem byloprovedeno soupravou od firmy Pierce (detekéni protilatka,
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specGoAHUAHuChemerin Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.; vysledna
koncentrace protilatky 0,2 mg 1™").

Po opétovném 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw,
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kfenova
peroxidaza a deska inkubovana 1 h pii 25°C za tfepani 300rpm (konjugat
streptavidin-kienova peroxidaza byl vyroben firmou GE Healthcare, Life Sciences,
USA, do testu pouzit fedény 60 000% pomoci roztoku 1% BSA v TBS. Po promyti
desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml substratu TMB
areak¢ni smeés inkubovana 15min pfi 25 °C (TMB: 1,2 mM tetramethylbenzidin
s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla zastavena pfidavkem 0,2 M
roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé Zluté zbarveni bylo zméfeno
fotometricky pii vinové délce 450 nm (Biotek EL808). Intenzita zlutého zbarveni je
pfimo Gimérna obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace chemerinu v neznamych
vzorcich byly stanoveny z kalibracni kfivky (obr. 10), ktera byla ziskana vynesenim
absorbanci standardl proti jejich zndmé koncentraci. V testu byla pouzita sada
standardu 8, 4, 2, 1, 0,5 a 0,25 pg 1! v pufru s kaseinem, pfipravena nafedénim
rekombinantniho lidského chemerinu (tab. 6).

450 nm 25

0 L L L L
0 2 4 6 8 10

koncentrace Chemerinu, pg 1!

Obr. 10. Standardni kfivka pro Chemerin ELISA;4 — Absorbance
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Tabulka 6
Chemerin — zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci

Koncentrace standardi v pug 1" Absorbance pti 450 nm
8,0 2,471
4,0 1,473
2,0 0,797
1,0 0,383
0,5 0,198
0,25 0,076

3.1.7 PSP-%4
Piiprava rekombinantniho lidského PSP94

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky PSP-94 produkovany
v E. coli (M,12,01kDa, obsahujici 94AMK zbytkl lidského PSP-94 a 10 AMK
zbytkl - His Tag).

Cistota proteinu byla analyzovéna elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, data nejsou uvedena).

Koncentrace rekombinantniho PSP-94 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).

Provedeni ELISA testu pro stanoveni PSP-94

Byl navrzen a sestavensendvi¢ovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
lidského PSP94 v séru a plazmé.

Byla pouzita mikrotitra¢ni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazana specifickd polyklondlni ov¢i protilatka proti lidskému PSP-94
(specShAHUAHuPSP94 Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 2,5 mgl"' a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pti 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCIL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecificka vazebnd mista byla
blokovana roztokem 4% sacharézy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pti 25 °C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku ddvkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 5x
fedéného vzorku séra a vSechna méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény
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roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I"', Scantibodies)
v TBS-Tw (pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni
blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g 1", Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl,
0,03 M fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nasledné byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tfepani 300rpm.
Po 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw (0,35 ml) bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené specifické ov¢i
polyklonalni protilatky IgG (specShAHUAHuPSP94, Biovendor laboratorni
medicina a.s.) a deska opét inkubovana 1 hpti 25 °C. Znaceni specifické kozi
polyklonalni protilatky IgG biotinem bylo provedeno soupravou od firmy Pierce
(detekéni protilatka, specShAHUAHuPSP94 Antibody, Biovendor laboratorni
medicina a.s.; vyslednd koncentrace protilatky 0,3 mg I'").

Po dal$im 3nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw,
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kfenova
peroxidaza a deska inkubovana 30 min pii 25°C za tfepani 300rpm (konjugat
streptavidin-kfenova peroxidaza, Amersham, do testu pouzit fedény 60 000x pomoci
roztoku 1% BSA v TBS (pH 7,2). Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek
desky davkovano 0,1 ml substraitu TMB a reakéni smés inkubovana 10 min pfi
25 °C (TMB: 1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL).
Reakce byla zastavena pridavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka)
a vzniklé Zluté zbarveni bylo zméteno fotometricky pfi vinové délce 450 nm (Biotek
EL8O0S8). Intenzita zlutého zbarveni je pfimo Umérnad obsahu analytu ve vzorku.
Koncentrace PSP-94 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky
(obr. 11), kterd byla ziskdna vynesenim absorbanci standardl proti jejich znamé
koncentraci. V testu byla pouzita sada standardi 16, 8, 4, 2, 1 a 0,5 pug I'' v pufru
s kaseinem, pfipravend nafedénim rekombinantniho lidského PSP-94 (tab. 7).
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koncentrace PSP94, ug 1!

Obr. 11. Standardni kiivka pro PSP-94 ELISA;A4 — Absorbance

Tabulka 7
PSP-94 — zavislost hodnoty absorbanci standardti na jejich koncentraci

Koncentrace standarda v pg 1! Absorbance pti 450 nm
16 2,997

8 2231

4 1,237

2 0,658

1 0,34

0,5 0,199

3.1.8 TFF

3.1.8.1 TFF-1

Priprava rekombinantniho lidského TFF-1

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky TFF-1, produkovany
v E. coli(M,7,9 kDa, obsahujici 70AMK zbytkt lidského TFF-1 a 10 AMK
zbytkli - His Tag).Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, obr. 12).
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Koncentrace rekombinantniho TFF-1 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).

| |
{

Obr.12 . Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou(12 % homogenni gel,

SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je
standard pfipraveny z proteinl o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31,
45, 66 a 97 kDa; v pravé draze je izolovany rekombinantni lidsky TFF-1(redukovany
a zahtaty vzorek a neredukovany a nezahtaty vzorek,koncentrace 5 pg/drahu)

Piiprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity dvé rizné krali¢i polyklonalni
protilatky, které byly ziskany imunizacikralika rekombinantnim lidskymTFF-1. IgG
frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni chromatografii s proteinem G.
Purifikace  protilatky byla provedena pomoci afinitni chromatografie
s imobilizovanym lidskym rekombinantnim TFF-1. Koncentrace protilatky byla
stanovena metodou s kyselinou bicinchoninovou, s pouzitim BSA jako standardu
(data nejsou uvedena).

Provedeni ELISA testu pro stanoveni TFF-1
Byla navrzen a sestavensendvi¢ovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
TFF-1 v séru a plazmé.
Byla pouzita mikrotitracni deska (Costar, High Binding), na kterou byla navazana
specifickd  polyklonalni  kralici  protilaitka  proti  lidskému  TFF-1
(specRAHUAHuTFF-1 Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).
Lyofilizovana protildtka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 2,0 mg 1" a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.
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Nasledovala inkubace 12 h pti 4°C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecificka vazebna mista byla
blokovana roztokem 4% sacharézy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pti 25 °C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 5x
fedéného vzorku séra a v§echna méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény
roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I"', Scantibodies)
v TBS-Tw (pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni
blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g 1", Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl,
0,03 M fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nésledné byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tiepani 300rpm.
Po 5nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw (0,35 ml) bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml roztoku konjugatu. Jako konjugat byla
pouzita specificka krali¢i polyklonalni protilatka IgG s navazanou kienovou
peroxidazou (detekéni protilatka specRAHUAHuUTFF-1, Biovendor laboratorni
medicina a.s.; vsledna koncentrace protilatky 0,2 mg 1) a deska opét inkubovana
1 hpii 25 °C za tiepani 300rpm.

Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky déavkovéano
0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana 10 min pii 25 °C (TMB, (1,2 mM
tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla
zastavena piidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté
zbarveni bylo zméfeno fotometricky pfi vinové délce 450 nm (Biotek ELS80S).
Intenzita zlutého zbarveni je piimo imérnd obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
TFF-1 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibraéni kiivky (obr. 13), ktera
byla ziskdana vynesenim absorbanci standardi proti jejich znamé koncentraci.
V testu byla pouzita sada standardii 4, 2, 1, 0,5, 0,25 a 0,125 pg I'" v pufru
s kaseinem, pfipravena nafedénim rekombinantniho lidského TFF-1 (tab. 8).
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Obr. 13. Standardni kfivka pro TFF-1 ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 8
TFF-1 — zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci

Koncentrace standardi v pug 1" Absorbance pfi 450 nm
4 2,95
2 1,984
1 1,088
0,5 0,551
0,25 0,285
0,13 0,151

3.1.8.2 TFF-2

Piiprava rekombinantniho lidského TFF-2

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky TFF-2, produkovany
v E. coli (M,13,2 kDa, obsahujici 116AMK zbytkt lidského TFF-2 a 10 AMK
zbytki - His Tag).Cistota proteinu byla analyzovéna elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, data
nejsou uvedena).

Koncentrace rekombinantniho TFF-2 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).
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Provedeni ELISA testu pro stanoveni TFF-2

Byl navrzen a sestavensendvi¢ovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
TFF-2 v séru a plazmé.

Lyofilizovana specificka polyklonalni krali¢i protilatka proti lidskému
TFF-2 (specRAHUAHuTFF-2 Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).byla
rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M hydrogenuhli¢itanovy pufr, pH 9.4)
s vyslednou koncentraci 2,0 mgl' a do kazdé jamky mikrotitraéni desky bylo
davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pii 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecifickd vazebnd mista byla
blokovana roztokem 4% sachar6zy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pti 25 °C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 5x
fedéného vzorku séra a v§echna méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény
roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I"', Scantibodies)
v TBS-Tw (pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni
blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g 1", Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl,
0,03 M fosforecnan sodny, pH 7,3). Nasledné byla deska inkubovana 1 h pfi 25 °C
za tfepani 300rpm. Po 5nasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw
(0,35 ml) bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml roztoku konjugétu.
Jako konjugat byla pouzita specificka krali¢i polyklonalni protilatka IgG
s navazanou kienovou peroxidazou (detek¢ni protilatka specRAHUAHuUTFF-2,
Biovendor labotaorni medicina a.s.; vyslednd koncentrace protilatky 0,2 mg 1)
a deska opét inkubovana 1 hpii25 °C za tiepani 300rpm.

Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml
substratu TMB a reakéni smés inkubovana 10 min pfi 25°C (TMB, (1,2 mM
tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla
zastavena piidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté
zbarveni bylo zméfeno fotometricky pii vinové délce 450 nm (Biotek ELS80S).
Intenzita zlutého zbarveni je pfimo imérna obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
TFF-2 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibracni kiivky (obr. 14), kterad
byla ziskdna vynesenim absorbanci standardi proti jejich zndmé koncentraci.
V testu byla pouzita sada standardu 10, 5, 2, 1, 0,5 a 0,25 ug 'y pufru s kaseinem,
pfipravena natfedénim rekombinantniho lidského TFF-2 (tab. 9).
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Obr. 14. Standardni kfivka pro TFF-2 ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 9

TFF-2 — zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci
Koncentrace standardi v pug I Absorbance pti 450 nm
10 2,925

5 1,547

2 0,788

1 0,414

0,5 0,21

0,25 0,142

3.1.8.3 TFF-3

Priprava rekombinantniho lidského TFF-3

Jako standard bylpouzit rekombinantni lidsky TFF-3, produkovany
v E. coli (M,7,82 kDa, obsahujici 59 AMK zbytkl lidského TFF-3 a 10 AMK
zbytkt His - Tag).Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, data
nejsou uvedena).

Koncentrace rekombinantniho TFF-3 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).
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Provedeni ELISA testu pro stanoveni TFF-3

Byl navrzen a sestaven sendvicovy ELISA testpro kvantitativni stanoveni
TFF-3 v séru a plazmé.

Byla pouzita mikrotitracni deska (Costar, High Binding), na kterou byla
navazana specifickd polyklonalni kralici protilatka proti lidskému TFF-3
(specRAHUAHuUTFF-3 Antibody, Biovendor laboratorni medicina a.s.).

Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 3,0 mg I a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pfi 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05M Tris-HCL; 0,15M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan.Nespecificka vazebna mista byla
blokovana roztokem 4% sacharézy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCI; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pii 25 °C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 5x
fedéného vzorku séra a vSechna méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény
roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g 1", Scantibodies)
v TBS-Tw (pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni
blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g I”', Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl,
0,03 M fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nasledné¢ byla deska inkubovana 1 h pii 25 °C za tfepani 300rpm.
Po 5Snasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw (0,35 ml) bylo
do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml roztoku konjugatu. Jako konjugat byla
pouzita specificka krali¢i polyklonalni protilatka IgG s navdzanou kienovou
peroxidazou (detekéni protilaitka specRAHUAHuUTFF-3, Biovendor labotaorni
medicina a.s.; vysledna koncentrace protilatky 0,3mg I'") a deska opét inkubovéana
1 h pii 25 °C za tfepani 300rpm.

Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky déavkovéano
0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana 10 min pii 25 °C (TMB, (1,2 mM
tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla
zastavena pifidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté
zbarveni bylo zméfeno fotometricky pfi vlnové délce 450 nm (Biotek EL80S).
Intenzita zlutého zbarveni je piimo imérnd obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
TFF-3 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky (obr. 15), kterad
byla ziskdna vynesenim absorbanci standardd proti jejich zndmé koncentraci.
V testu byla pouzita sada standarda 2,4, 1,2, 0,6, 0,3, 0,15 a 0,075 pg It v pufru
s kaseinem, pfipravena nafedénim rekombinantniho lidského TFF-3 (tab. 10).
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koncentrace TFF3, pg 1!
Obr. 15. Standardni kfivka pro TFF-3 ELISA;4 — Absorbance

Tabulka 10
TFF-3 — zavislost hodnoty absorbanci standardi na jejich koncentraci

Koncentrace standardi v pug 1" Absorbance pfi 450 nm
2.4 3,323
1,2 2,263
0,6 1,194
0,3 0,591
0,15 0,306
0,08 0,163

3.1.9 S100A-11

Priprava rekombinantniho lidského S100A-11

Jako standard byl pouzit rekombinantni lidsky S100A-11, produkovany
v E. coli (M,12,98 kDa, obsahujici 105 AMK zbytkt lidského S100A-11 a 10 AMK
zbytkd His - Tag).Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS PAGE, obr.
16).Koncentrace rekombinantniho S100A-11 byla stanovena pomoci metody
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich).
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Obr.16 . Cistota proteinu byla ovéiena elektroforézou(12 % homogenni gel,

SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). V levé draze je
standard pfipraveny z proteini o relativnich molekulovych velikostech 14, 21, 31, 45,
66 a 97 kDa; v pravé draze je izolovany rekombinantni lidsky S100A-11 (redukovany
a zahf'aty vzorek a neredukovany a nezahiaty vzorek, koncentrace 5 pg/drahu)

Provedeni ELISA testu pro stanoveni S100A-11

Byl navrzen a sestavensendvi¢ovy ELISA test pro kvantitativni stanoveni
S100A-11 v séru a plazmé. Byla pouzita mikrotitra¢ni deska (Costar, High Binding), na
kterou byla navazana specificka polyklonalni ov¢i protilatka proti lidskému S100A-11
(specRAHUAHuS100A-11 Antibody, Biovendor laboratorni = medicina
a.s.).Lyofilizovana protilatka byla rekonstituovana v fedicim roztoku (0,1M
hydrogenuhligitanovy pufr, pH 9,4) s vyslednou koncentraci 2,0 mg "' a do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desky bylo davkovano 0,1 ml protilatky.

Nasledovala inkubace 12 h pti 4 °C a poté byla deska 1x promyta pomoci
roztoku TBS-Tw (0,05 M Tris-HCL; 0,15 M NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween 20)
na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan. Nespecificka vazebna mista byla
blokovana roztokem 4% sachar6zy a 0,5% BSA v TBS (0,05 M Tris—HCl; 0,15 M
NaCl; pH 7,2; davkovano 0,2 ml/jamku; inkubace 30 min pti 25 °C). Po odsati
blokovaciho roztoku bylo na desku davkovano 0,1 ml pfislusného standardu nebo 3x
fedéného vzorku séra a vSechna méfeni provedena v dubletu. Standardy byly fedény
roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci reagencie (my3i IgG, 1 g I"', Scantibodies)
v TBS-Tw (pH 7,2) a vzorky byly fedény pomoci roztoku 1,4% kaseinu, heterofilni
blokovaci reagencie (mysi IgG, 1 g 1", Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M NaCl,
0,03 M fosfore¢nan sodny, pH 7,3).

Nasledné¢ byla deska inkubovana 1 h pti 25 °C za stalé¢ho tfepani.
Po Snasobném promyti desky promyvacim roztokem TBS-Tw (0,35 ml) bylo
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do vsech jamek desky davkovano 0,1 ml roztoku konjugatu. Jako konjugat byla
pouzita specifickd ov¢éi  polyklondlni protilatka IgG s navdzanou kienovou
peroxidazou (detekéni protilatka specRAHUAHuS100A-11, Biovendor labotaorni
medicina a.s.; vysledna koncentrace protildtky 0,15 mg I'') a deska opét inkubovéana
1 hpii 25 °C.

Po promyti desky (TBS-Tw) bylo do vSech jamek desky davkovano
0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubovana 10 min pii 25 °C (TMB, (1,2 mM
tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL). Reakce byla
zastavena pfidavkem 0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé zluté
zbarveni bylo zméfeno fotometricky pfi vlnové délce 450 nm (Biotek EL80S).
Intenzita zlutého zbarveni je pfimo imérna obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
S100A-11 v nezndmych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky (obr. 17), ktera
byla ziskdna vynesenim absorbanci standardi proti jejich znamé koncentraci.
V testu byla pouzita sada standardu 20, 10, 5, 2,5, 1,25, a 0,31 pg I v pufru
s kaseinem, pfipravena nafedénim rekombinantniho lidského S100A-11 (tab. 11).

35

450 nm 3

0 . . . .
0 5 10 15 20 25

koncentrace SI00A11, pg 1!

Obr. 17. Standardni kfivka pro TFF-3 ELISA;4 — Absorbance
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Tabulka 11

S100A-11 — zavislost hodnoty absorbanci standardti na jejich koncentraci

Koncentrace standarda v pg 1! Absorbance pii 450 nm
20 3,059
10 2,163
5 1,429
3 0,816
1,3 0,399
0,6 0,214
0,31 0,106
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3.2 Ovéfeni analytickych charakteristik a efektivity
ELISA souprav pro stanoveni vybranych
molekul v pilotnich klinickych studiich

3.2.1 Technika nabérii vzorkii krve

Nabér a zpracovani vzorkti pro vSechna ELISA stanoveni byl identicky.
Odbér krve pro jednotliva stanoveni byl proveden v polosedé z periferni Zily.
Vzorky byly po odbéru na 60 min uloZeny pii pokojové teploté. Poté byla provedena
centrifugace (10 min, 2000 g, 4 °C) oddéleno sérum a zamrazeno a uschovano
pfi teploté -80 °C.

3.2.2 Skupiny probandii a provadéna vySetreni

Bylo provedeno celkem devét klinickych studii, ve kterych bylo
ovéfovano eventudlni klinické vyuziti vybranych parametr stanovenych metodou
ELISA. Klinické studie byly schvaleny etickou komisi nemocnic Stfedomoravské
nemocnicni a.s.

3.2.2.1 Osteokrin

Klinické testovani ELISA metody (1)

Byla provedena pilotni klinickd studie za ucelem ovéfeni efektivity
stanoveni koncentrace osteokrinu vséru pii hleddni vztahi mezi kostnim
a energetickym metabolismem. Byla vySetiena skupina 98 jedincl, pacientl
metabolické ambulance Nemocnice Sternberk, ktefi byli 1é¢eni pro metabolikcy
syndrom. Jako kontrolni soubor byla vybrana skupina zdravych osob, vySetfenych
v ramci preventivnich prohlidek (20 osob, nelééenych ani nesledovanych pro zadné
onemocnéni). U vSech jedinct byla vySetena hladina osteokrinu v séru a souc¢asné
koncentrace cholesterolu, HDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu, TAG, intaktniho
proinzulinu, glukdzy a vypoctena indexu Quicki (Kawada T: 2013).
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3.2.2.2 PEDF

Klinické testovani ELISA metody (2)

Byla provedena pilotni klinicka studie za ucelem ovéfeni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace PEDF v séru u jedinct s rizikem rozvoje MetSy
u kavkazské populace. Klinické studie probihala v nemocnici Sternberk a bylo do ni
zahrnuto celkem 112 osob, primérného véku 65 let. Ze souboru bylo 40 muzi
a 72 zen, u nichz bylo zjisténo zvysené riziko pro vznik metabolického syndromu.
Diagnéza metabolického syndromu byla stanovena na zakladé doporuceni NCEP
ATP 1II, ktera uvadi jako kritérium pro diagnostiku metabolického syndromu
pritomnost minimalné tii nebo vice kritérii u vysetfovanych osob: a) obvod pasu
uzen vetsi nez 88 cm, umuzi veétsi nez 102 cm; b) zvySena koncentrace
triacylglycerolii (rovna nebo vy3§i nez 1,7 mmol 1"); ¢) sniZena koncentrace HDL
cholesterolu u Zen mén& nez 1,3 mmol I'! a u muz&t méné nez 1,0 mmol I'; d)
hypertenze (> 130/85 mm Hg); e) zvyiena glykémie na lacno ( > 5,6 mmol 17).
Ze studie byli vylouceni jedinci, u kterych byl diagnostikovan chronicky systémovy
zénét (zvyseni CRP nad 10 mg I'' a leukocyti za uréené &asové obdobi), pritomnost
diabetu lé¢eného peroralnimi antidiabetiky nebo inzulinem, jaterni onemocnéni
(zvySeni transamindz nad normdlni hodnotu v prub¢hu péti méteni), onemocnéni
ledvin s koncentraci kreatininu nad 130 pmol ' a/nebo proteinurie presahujici
0,5gl". Vramci studie byla m&fena koncentrace PEDF, inzulinu, glykémie na
laéno, cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu, triacylglecerold a vypocten index
Quicki (Kawada T: 2013).

3.2.2.3 VILIP-1

Klinické testovani ELISA metody(3,4)

Byla provedena pilotni klinicka studie za ucelem ovéfeni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace VILIP-1 v séru a likvoru pii diagnostice postizeni
CNS. Bylo vysetteno 10 jedinc s mozkovou piithodou. Jako kontrolni skupina byl
pouzit soubor 10 osob bez poruch metabolismu glukézy, neurologického nebo
maligniho onemocnéni. U vSech byla provedena lumbalni punkce s analyzou
bunicek, vySetfeni hematolikvorové bariéry, lokalni imunoreakce a znamek zanétu
pomoci specifickych proteini (indexy albuminu, imunoglobulini, ApoAl, ApoB
a CRP v séru a likvoru). U vSech jedincd bylo provedeno i vysetieni mozku pomoci
pocitacové tomografie, ev. bylo doplnéno vysetfenim nuklearni magnetické
rezonance. U vSech osob byla stanovena koncentrace VILIP-1 v séru i likvoru (3).
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Dale byla provedena pilotni studie na zjisténi souvislosti mezi koncentraci
VILIP-1 vséru a likvoru a ostatnimi markery poskozeni mozkovych bunck
u pacienti s mozkovou mrtvici.
Bylo vySetfeno celkem 17 zdravych jedincti a 16 jedinct s diagnézou mozkové
mrtvice a navic bylo u vSech jedincti provedeno vysetfeni vybranych sérovych
a likvorovych parametrti, vySetfeni CT a/nebo magneticka rezonance (4).

3.2.2.4 Sekretagogin

Klinické testovani ELISA metody (11,12)

Byla provedeny dvé pilotni pilotni klinické studie; jedna za tucelem
ovéfeni diagnostické efektivity stanoveni koncentrace sekretagoginu u 98 pacientd
s kraniotraumatem; druha 686 fyziologickych novorozenci. Jako kontrolni skupina
pro studii osob s kraniotraumatem byla pouzita skupina 41 zdravych darciu. U
novorozencii bylo vySetieno pH krve a stanoveno Apgar-skore. U osob
kraniotraumatem byly vySetfeny jesté pNF-H, GFAP i Hsp70 v séru.

3.2.2.5 Dkk-1

Klinické testovani ELISA metody (5,13)

Byla provedena pilotni klinicka studie za tUc¢elem ovéteni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace Dkk-1 vséru u pacientli s osteopordzou. Byly
vySetieny dvé skupiny jedincil, pacienti metabolickych a osteologickych ambulanci
v ramci Stiedomoravské nemocniéni a.s., kteti byli sledovani pro podezieni na
osteopatie. Soucasné byla vySetfena skupina zdravych osob v ramci preventivnich
prohlidek (kontrolni skupina). Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 11 pacientl
uvedenych ambulaci, u kterych nebyla pfi dvoufotonové kostni denzitometrii
(DEXa, ptistroj Hologic 4500) zjisténa osteopordza ani neméli zvySenou kostni
remodelaci odhadovanou stanovenim béznych laboratornich ukazateld. Do druhé
skupiny bylo zafazeno 23 osob s osteopordzou verifikovanou pomoci DEXa
(T skore <2,5 minimalné ve dvou lokalitach). U vSech sledovanych osob byly
vySetieny sérové hodnoty Dkk-1, PTH, osteokalcinu, kalcia, fosforu, hoic¢iku,
kreatininu, kostniho isoenzymu alkalické ikyselé fosfatazy 5b a mocCovy index
DPD/kreatinin.
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3.2.2.6 Chemerin

Klinické testovani ELISA metody (9,14)

Byla provedena pilotni klinicka studie za ucelem ovéfeni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace chemerinu v séru pii diagnostice metabolického
syndromu. Klinick4 studie probihala v nemocnici Sternberk v rozmezi leden 2007 az
fijen 2007 a zahrnovala skupinu 50 zdravych jedinct, u kterych nebyla ptitomna
obezita, neuzivali zadné 1éky a byli nekufaci a skupinu 181 jedinct, ktefi byli
monitorovani pro vysoké riziko pfitomnosti metabolického syndromu (MetSy).
V ramci tento skupiny bylo 122 jedincti bez diagnostikovaného MetSy a 59 jedinct
s diagnostikovanym MetSy. Do skupiny s vysokym rizikem pfitomnosti MetSy byli
zafazeni jedinci s hypetriacylglycerémii, hyperglykémii nala¢no, dyslipidémit,
hypertenzi a obezitou. Ze studie byli vytazeni jedinci s akutnim nebo chronickym
zéndtem (anamnéza, zvySend sérovd koncentrace CRP >10mg 1", zvyiena
koncentrace leukocytd v krvi), s diabetem 1ééenym peroralnimi antidiabetiky nebo
inzulinem, plicnim onemocnénim se zvySenou aktivitou transaminaz (5xnad
referenéni mez), onemocnénim ledvin (kreatinin > 130pmol I a/nebo proteintrii
presahujici hodnotu 0,5 g I

U vsech vzorkll byla stanovena koncentrace chemerinu v séru metodou
ELISA, dale byl stanoven adiponektin, celkovy cholesterol, triacylglyceroly, HDL
cholesterol, LDL cholesterol, glukéza, kyselina mocova, apolipoprotein A-I,
apolipoprotein B, alanin-aminotransferaza (ALT), aspartat aminotransferaza (AST),
inzulin. Dale byl vypocitan index rezistence k inzulinu Quicki a zméfen obvod pasu
(WC) a vypoctena hodnota Body Mass Indexu (BMI).
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3.2.2.7 PSP-94

Klinické testovani ELISA metody (15)

Cilem pilotni klinické studie bylo ovéfeni souvislosti mezi PSP-94, celkovym
a volnym PSA v séru u muzi osob s chronickou prostatitidou a jedinct po radikalni
prostatektomii pro karcinom prostaty (RAPPE).

Bylo vySetfeno 121 muzl, pacienti urologické kliniky FN Olomouc.
U vSech byl stanoven PSP-94, PSA au vybranych pacientd i volny PSA v séru.
Vsem bylo provedeno sonografické transrektalni vysetieni prostaty.

3.2.2.8 TFF

Klinické testovani ELISA metody (16, 24)

Byla provedena pilotni klinickd studie za ucelem ovéteni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace TFF-1, TFF-2, TFF-3 vséru pii diagnostice
karcinoml endometria. Byl vySetfen soubor 44 Zen stiedniho veéku. U vSech pacientt
byly zméfeny sérové koncentrace TFF-1, TFF-2, TFF-3, SI00A-11, AIF-1 a a Ca-125.

3.2.2.9 S100A-11

Klinické testovani ELISA metody (24)

Byla provedena pilotni klinickd studie za ucelem ovéteni diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace AIF-1 a S1I00A-11v séru pti diagnostice karcinomt
endometria. Byl vySetfen soubor 44 Zen stfedniho veéku. U vSech pacientt byly
zméfeny sérové koncentrace TFF-1, TFF-2, TFF-3, S100A-11, AIF-1 a Ca-125.
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3.2.3 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana pomoci software Medcalc (MedCalc, Mariakerke,
Belgium). Spojité veli¢iny jsou vyjadfeny jako primér + smérodatnd odchylka
a median, neni-li uvedeno jinak (podle typu rozlozeni dat). Hladiny jednotlivych
parametri byly mezi skupinami porovnavany metodou analyzy rozptylu (ANOVA,
Kruskal-Wallis, podle typu rozlozeni dat), ev. pomoci ROC analyzy. Koncentrace
sledovanych veli¢in byly navzajem korelovany pomoci Spearmannova nebo
Pearsonova korela¢niho koeficientu (podle typu rozlozeni dat). Kategorialni data
byly porovnavany y° testem. Pfi vypodtech bylo také vyuzito regresnich rovnic.
Hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky signifikantni. Normalita byla
hodnocena pomoci y” testu nebo testu Kolmogorov-Smirnov.

3.2.4 Pouzivané diagnostické soupravy

V ramci uvedenych projekti byly vyuzivany rutinni analytické soupravy
IVD-CE vyrobcti Siemens HealthCare Diagnostics, Biovendor laboratorni medicina
a.s., Roche Diagnostics, Radiometer Medical ApS. Analyzy byly provadény na
systémech Advia 1650 , Advia 1800, Immulite 2000, BNII, Advia Centaur XP
(Siemens Healthcare Diagnostics, USA ), Cobas e411 (Roche Diagnostics, USA),
DSX (Dynex Technologies, Inc., USA) a ABL 700, ABL 825 Flex (Radiometer
Medical ApS, Denmark). Vyrobcem ELISA souprav, které nebyly cilem projekta,
bylo vyvojové oddéleni Biovendor Laboratorni medicina a.s.
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4. Vysledky
4.1  Ovéfeni analytickych charakteristik ELISA
souprav pro stanoveni vybranych molekul

Popis analytickych charakteristik, jejich vypocti a hodnoceni je uveden v kapitole
1.2.3 Analytickd charakteristika ELISA souprav. Pro piehlednost jsou v data
v tabulkach uvadény ve zjednoduseném formatu.

4.1.1. Osteokrin (1)

Analyticka charakteristika metody ELISA

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace PEDF
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
osteokrinu. Vzorky sér od tii pacientii byly obohaceny o +4, +2 a +1 pg I
osteokrinu. Primérna hodnota vytéZznosti byla 94 % (tab. 12). V testu linearity byly
testovany dva sérové vzorky, které byly sériové fedény 2x, 4x, 8x fedicim
roztokem, ktery obsahoval TBS (pH 7,2), 0,05% Tween 20 a 0,05% Zelatiny.
Primérna hodnota vytézku byla120 % (tab. 13).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledki u dvou
sérovych vzorkll a vyjadiena jako variaéni koeficient v sérii (n=5) a mezilehla
preciznost mezi sériemi méteni (n=8). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla
9,4 a 3,4% (tab. 14 a tab. 15).
osteokrinu, ¢inila 0,5 pg I'' (tato hodnota je vyjadienim koncentrace osteokrinu,
odpovidajici absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance slepého
vzorku (n=16) + 3x smérodatnd odchylka priméru slepého stanoveni, a byla
odectena z kalibra¢ni kiivky osteokrinu). Mez stanovitelnosti (vypocitana jako
sougin meze detekce a dilugniho faktoru) byla 2 pg I''(tab. 16).

V ELISA testu nebyla zjisténa zadna kiizova reaktivita pii analyze
kraliciho, koziho, ov¢iho, praseciho, mysiho, koniského, kiecciho, slepiciho,
hovéziho a krysiho vzorku séra. Byla zjisténa kiizova reaktivita u opiciho a koc¢i¢iho
séra. Vysledky testli tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky osteokrin (tab.17).

V ramci testovani stability vzorkli pro stanoveni osteokrinu byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5x) a stabilita vzorku pfi teploté 4 °C (tab. 18). Nebyl
zjistén vliv zamraZeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci osteokrinu ve vzorcich.
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Pokud byly vzorky skladovany pii teploté 2-8 °C po dobu sedmi dntl, nebyl zjistén
pokles v koncentraci osteokrinu ve vzorcich (na potlaceni bakteridlni kontaminace
byla ke vzorkiim ptfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%)(viz tab.19).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci osteokrinu ve vzorku
byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin) (viz tab. 20,0br.
18).

Tabulka 12
Osteokrin —metoda standardniho ptidavku (koncentrace vynasobené dil. faktorem 4x)
Vzorek Pridavek Zméfeno (ng 1) Ocekavano (ug 1) Vyteézek Z/O (%)
- 3,88 - -
1 4,0 18,96 20,00 94,7
2,0 12,32 12,00 102,6
1,0 6,80 8,00 85,1
- 28,40 - -
) 4,0 39,08 44,40 88,0
2,0 34,64 36,40 95,2
1,0 31,68 32,40 97,8
Tabulka 13

Osteokrin —test diluéni linearity(koncentrace vynasobené dilu¢nim faktorem 4x)

Vzorek Redéni Zméfeno (pg 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 27,40 - -
1 2% 16,44 13,70 120,0
4x 8,15 6,85 119,0
8x 4,08 3,43 119,0
- 5,20 - 119,0
) 2% 3,12 2,60 120,0
4x 1,56 1,30 120,0
8x 0,78 0,65 120,0
Tabulka 14

Osteokrin — ovéfeni opakovatelnosti vysledkti v sérii méfeni (n=5)
(koncentrace vynasobené diluénim faktorem 4x)

Vzorek Pramér (ug 1) SD CV (%)
1 13,21 1,29 9,8

2 21,52 1,91 8,9
Tabulka 15
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Osteokrin — ovéteni mezilehlé preciznosti vysledkl mezi sériemi méfeni (n=5)

Vzorek Pramér (ug 1) SD CV (%
1 12,75 0,64 5,04
2 21,19 0,36 1,70
Tabulka 16

Osteokrin — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,021

SD 0,01

® absorbance blanku + 3x SD 0,05

Mez detekce 0,5 ugl"

Mez stanovitelnosti 2,0pg I

Tabulka 17
Osteokrin — test kiizové reaktivity riznych zivocisnych sér

Vzorek séra

KfiZzova reaktivita

hovézi
psi
kozi
kiecci
kocici
opici
mys$i
praseci
krali¢i
krysi

ovCi

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa

nebyla zjisténa
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Tabulka 18

Osteokrin — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéetr cykld o Sérum (g 1) Plaznlla fug D) .
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
1x 8,40 13,90 11,65 6,91
! 3x 8,93 13,10 11,95 6,32
5% 8,26 9,31 16,06 7,03
1% 7,34 10,07 8,91 5,92
2 3x 7,01 10,28 9,96 5,90
5x 6,12 7,57 8,17 6,32
1x 7,50 14,33 11,55 11,32
3 3x 7,73 15,27 12,62 10,93
5% 7,85 14,39 9,12 8,01
Tabulka 19

Osteokrin — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka

Plazma (pg 1)

4 -1
Vazorek skladovéni Serum (pg 1) EDTA Citrat Heparin
-20°C 7,78 8,09 8,1 6,06
1 2-8°C, 1 den 8,87 10,21 8,7 6,43
2-8°C,7 dni 8,1 8,87 8,83 6,65
-20°C 6,27 10,11 7,72 7,4
2 2-8°C, 1den 7,62 8,42 8,09 7,01
2-8°C, 7 dni 7,01 7,89 7,17 6,39
-20°C 9,48 12,78 11,42 9,19
3 2-8°C, 1den 9,45 14,06 9,87 8,77
2-8°C,7 dni 7,89 11,32 8,91 6,34

72



Tabulka 20

Osteokrin — vliv matrice vzorku

Plazma (pg 1)

Vzorek Sérum (pg 1) - .
EDTA Citrat Heparin
1 6,18 7,03 7,72 8,21
2 6,17 9,22 8,95 5,46
3 4,45 5,57 5,39 5,1
4 6,02 6,43 8,76 8,71
5 4,53 6,16 5,87 4,59
6 5,47 5,41 4,64 3,92
7 5,65 6,07 4,17 5,85
8 4,05 5,2 4,13 3,63
9 3,59 3,79 4,35 2,01
10 3,62 4,19 2,98 3,2
Primér 4,97 5,91 5,7 5,07
Primér plazma/sérum (%) 84,1 114,6 102,0

®Sérum MWEDTA plazma

—_

citratova plazma

B heparinova plazma

Osteokrin, pg 1!

O = N W h U OOO

5 6

vzorky

10

Obr. 18. Vliv matrice vzorku na koncentraci Osteokrinu, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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4.1.2 PEDF

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace PEDF
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/oc¢ekavané hodnoty koncentrace
PEDF. Sérové vzorky od dvou pacienti (2,0 a 1,32 mg I"") byly obohaceny o +7,32,
+3,6 a +1,72mg 1" PEDF. Primé&ma hodnota vyt&Znosti byla 101 % (tab. 21).
V testu linearity byly testovany dalsi dva sérové vzorky (11,26 a 16,15 mg 1'"), které
byly sériove fedény 2x, 4x a 8%, pficemz primérna hodnota vytézku byla 97 % (tab. 22).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkd v sérii
méfeni (n=8) a jako mezilehld preciznost vysledkii mezi sériemi méteni (n=5)u tii
sérovych vzorkla vyjadfena jako variaéni koeficient. Hodnota varia¢niho
koeficientu (CV) byla ve vSech pfipadech mensi nez 10 % (tab. 23, tab.
24).Mez detekce metody, predstavujici nejniz§i stanovitelnou koncentraci PEDF,
byla 0,045 ug I'(tato hodnota je vyjadfenim koncentrace PEDF, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance slepého vzorku
(n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla odectena
z kalibra¢ni kiivky PEDF). Mez stanovitelnosti (vypocitana jako soucin meze
detekce a diluéniho faktoru) byla 198,8 ug I'' (tab. 25).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadna kfizova reaktivita pfi analyze
kréliciho, koziho, ov¢iho, praseciho, mysiho, komiského, kiecciho, slepiciho,
hovéziho a krysiho vzorku séra. Byla zjisténa kiizova reaktivita u opiciho a kociciho
séra. Vysledky testli tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky PEDF (tab. 26).

Vramci testovani stability vzorkd pro stanoveni PEDF byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5%) a stabilita vzorkd pii teploté 4 °C (tab. 27). Nebyl
zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci PEDF ve vzorcich. Pokud
byly vzorky skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dnd, nebyl zjistén pokles
v koncentraci PEDF ve vzorcich (na potlaceni bakteridlni kontaminace byla
ke vzorkim pfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%)(viz tab. 28).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci PEDF ve vzorku byly
porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin) (viz tab. 29,obr. 19).
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Tabulka 21
PEDF —metoda standardniho pfidavku

Vzorek Piidavek Zméfeno (mg 1) Ocekavano (mg 1) Vytézek Z/O(%)
- 2,00 - -
1 7,32 8,82 9,32 94,6
3,60 5,68 5,60 101,4
1,72 3,88 3,72 104,3
- 1,32 - -
2 7,32 8,44 8,64 97,7
3,60 5,02 492 102,0
1,72 3,14 3,04 103,3
Tabulka 22
PEDF —test dilu¢ni linearity
Vzorek Redéni Zméfeno (mg 1) Ocekavano (mg 1) Vytézek Z/O (%)
- 11,26 - -
1 2% 5,65 5,63 100,4
4x 2,64 2,82 93,9
8x 1,44 1,41 102,3
- 16,15 - -
2 2% 8,04 8,08 99,6
4x 3,74 4,04 92,5
8x 1,92 2,02 95,3
Tabulka 23
PEDF — ovéteni opakovatelnosti vysledkt v sérii méfeni (n=8)
Vzorek Pramér (mg 17) SD CV (%)
1 4,1 0,12 2,92
2 5,6 0,23 4,05
3 6,61 0,25 3,73
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Tabulka 24

PEDF — ovéteni mezilehlé preciznosti vysledkli mezi sériemi méfeni (n=5)

Vzorek Primér (mg 17) SD CV (%
1 33 0,19 5,9
2 2,21 0,12 53
3 0,29 0,02 6,6
Tabulka 25

PEDF — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,021

SD 0,01

@ absorbance blanku + 3x SD 0,05

Mez detekce 0,045 pg 1!
Mez stanovitelnosti 0,360 mg 1!

Tabulka 26
PEDF - test ktizové reaktivity riznych Zivocisnych sér

Vzorek séra

Kiizova reaktivita

hovézi

psi
kozi
kiecci
kocici
opici
mys$i
praseci
krali¢i
krysi

ovCi

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
byla zjisténa

byla zjisténa

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa

nebyla zjisténa
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Tabulka 27

PEDF — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Pouéet,cykm .y Sérum(mg 1) Plazm.a (,mg D .
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
1x 9,8 11,0 9.9 10,0
1 3x 13,2 10,7 8,3 10,7
5% 11,0 12,7 92 9,9
1 11,9 12,0 10,2 11,0
2 3x 12,3 10,8 9,8 12,7
5% 15,0 14,7 8,4 10,7
1% 9,0 9.3 8.1 93
3 3x 10,5 8,2 8.4 8,6
5% 10,9 10,0 9,1 9,7
Tabulka 28

PEDF — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka , 1 Plazma (mg 17)
Vzorekladovani Sérum (mg 1) —rr Citrdt  Heparin
-20°C 15,5 13,0 11,9 12,2
1 2-8°C, 1 den 13,2 11,6 10,2 10,2
2 —8°C, 7 dni 14,0 13,9 10,6 12,5
-20°C 9,7 9,9 6,8 8,8
2 2-8°C, 1 den 10,0 8,7 6,6 9,5
2 —-8°C, 7 dni 8,8 8,3 7,0 8,3
-20°C 12,9 12,4 10,9 11,6
3 2-8°C, 1 den 11,7 11,3 9,6 11,4
2-8°C, 7 dni 14,1 12,4 9,9 13,0

)
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Tabulka 29
PEDF — vliv matrice vzorku

B
Vzorek Sérum (mg 1) Plazm.a (mg 1) .
EDTA Citrat Heparin
1 12,5 11,7 11,1 14,6
2 19,0 19,6 15,1 16,1
3 15,5 15,6 12,0 14,6
4 14,8 13,8 11,8 15,7
5 13,4 10,7 10,9 13,8
6 13,0 10,2 11,5 14,9
7 11,8 12,0 10,2 11,0
8 10,4 10,4 8,4 11,7
9 13,3 13,9 11,5 15,3
10 13,9 17,3 10,9 13,3
Primér 13,8 13,5 11,3 14,2
Primér plazma/sérum (%) 98,0 82,8 104,5
sérum B EDTA plazma citratova plazma W heparinova plazma
20

215 ——

o

a

@

10 -
5 4
0
1 2 3 4 6 9 10
vzorky

Obr. 19. Vliv matrice vzorkuna koncentraci PEDF, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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413 VILIP-1(3)

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace VILIP-1
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekdvané hodnoty koncentrace
VILIP-1. Vzorky séra od dvou pacienti byly obohaceny o 0,25, 0,66 1,48 pg I
'a jeden vzorek likvoru o 336,0, 884,0 a 1972,0 g I''VILIP-1. Préimé&rna hodnota
vytéznosti byla 104 % (tab. 30). V testu linearity byly testovany dal§i dva
vzorkyséraa jeden vzorek likvoru, které byly sériové fedény 2x, 4x a 8, pfiCemz
primérna hodnota vytézku byla 88,9 % (tab. 31).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkti v sérii

méfeni (n=8) a jako mezilehla preciznost vysledkli mezi sériemi méfeni (n=5)
udvou sérovych vzorkii a jednoho vzorku likvoru avyjadfena jako variacni
koeficient. Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla ve vSech ptipadech < 10 %
(tab. 32, tab. 33).
VILIP-1, byla 0,027 pg I (tato hodnota je vyjadienim koncentrace VILIP-1,
odpovidajici absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance
slepého vzorku (n=8) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla
odectena z kalibracni kiivky. Mez stanovitelnosti(vypocitand jako souin meze
detekce a diluéniho faktoru) byla 0,081 pg I''(tab. 34).

V ELISA testu nebyla zjisténa zadna kiizova reaktivita pfi analyze
kréliciho, ovc¢iho, praseciho, mysiho, koiiského, ktecciho, slepic¢iho, hovéziho
a krysiho vzorku séra. Vysledky testd tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky VILIP-1
(tab. 35).

V ramci testovani stability vzorkd pro stanoveni VILIP-1 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5%) a stabilita vzorki pti teploté 4 °C (tab. 36). Nebyl
zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci VILIP-1 ve vzorcich.Pokud
byly vzorky skladovany pfti teploté 2-8 °C po dobu sedmi dntl, nebyl zjistén pokles
v koncentraci VILIP-1 ve vzorcich (na potlaceni bakteridlni kontaminace byla
ke vzorkim pfiddna kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viztab. 37).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci VILIP-1 ve vzorku
byly porovnany vzorky (n=12) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin) (viz tab.38,
obr.20).
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Tabulka 30

VILIP-1 —metoda standardniho ptidavku

Vzorek Pridavek Zméteno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 1,91 - -
sérum 1 0,25 2,20 2,16 101,7
0,66 2,68 2,57 104,0
1,48 3,44 3,39 101,6
- 4,179 - -
sérum 2 0,25 4,377 4,43 98,8
0,66 5,048 4,84 104,2
1,48 5,669 5,66 100,2
- 2842,70 - -
likvor 1 336,0 3319,40 3178,70 104,4
884,0 3996,80 3726,70 107,2
1972,0 5104,50 4814,70 106,0
Tabulka 31
VILIP-1 —test dilu¢ni linearity
Vzorek Redéni Zméiteno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 212,04 - -
sérum 1 2% 91,60 106,02 86,4
4x 46,41 53,01 87,5
8x 21,02 26,51 79,3
- 5,15 - -
sérum 2 2x 2,42 2,58 94,1
4x 1,22 1,29 94,6
8x 0,63 0,64 98,2
- 2231,90 - -
likvor 1 2% 1092,70 1116,00 97,9
4x 488,80 558,00 87,6
8x 260,40 279,00 93,3
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Tabulka 32

VILIP-1 — ovéfeni opakovatelnosti vysledki v sérii méfeni (n=8)

Vzorek Primér (ug 17) SD CV (%)
sérum 1 2,85 0,1 4,4
sérum 2 1,4 0,1 9,7
likvor 1 2112,5 131,5 6,2
Tabulka 33

VILIP-1 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkl mezi sériemi méteni (n=5)

Vzorek Pramér (pg 1) SD CV (%)
sérum 1 2,95 0,13 445
sérum 2 1,39 0,08 5,46
likvor 1 2213,5 4,09 1,99
Tabulka 34

VILIP-1 — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=8) 0,0572

SD 0,0053

@ absorbance blanku + 3% SD 0,073

Mez detekce 0,027pg I
Mez stanovitelnosti 0,081pg 1"
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Tabulka 35

VILIP-1 — test kiizové reaktivity riznych zivocisnych sér

Vzorek séra

KiiZzova reaktivita

hovézi nebyla zjisténa
kocici byla zjisténa
psi nebyla zjisténa
kozi byla zjisténa
kiecci nebyla zjisténa
konské nebyla zjisténa
opici nebyla zjisténa
mysi nebyla zjisténa
praseci nebyla zjisténa
kraliéi nebyla zjisténa
ovéi nebyla zjisténa
Tabulka36

VILIP-1 — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Pocet cyklt rozmrazeni/zamraZeni Sérum (pg I’
1% 49
1 3x 5,0
5x 52
1% 38
2 3x 4,0
5x 4,0
1% 3,3
3 3x 3.4
5x 3,6
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Tabulka 37

VILIP-1 - vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Vzorek Teplota a délka skladovani Sérum (pg I’
-20°C 5,06
1 2-8°C, 1den 5,00
2-8°C, 7 dni 5,14
-20°C 3,73
2 2-8°C, 1 den 4,00
2-8°C, 7 dni 3,92
-20°C 3,51
3 2-8°C, 1 den 3,28
2-8°C, 7 dni 3,14
Tabulka 38

VILIP-1 — vliv matrice vzorku

Plazma (pg 1)

Vzorek Sérum (pg 1™") - .
EDTA Citrat Heparin

1 4,93 4,56 4,89 5,53

2 5,63 3,98 4,86 6,88

3 4,59 3,47 4,12 4,48

4 4,25 3,71 2,46 6,85

5 4,62 1,51 3,12 4,96

6 2,35 2,75 2,22 1,17

7 9,37 9,78 8,49 9,51

8 4,56 3,13 3,32 4,62

9 4,07 4,91 5,14 4,51

10 4,91 3,14 3,66 3,98

11 3,45 3,38 3,91 3,66

12 3,29 3,88 3,36 3,37
Primér 4,67 4,02 4,13 5,13
Priumér plazma/sérum (%) 86,0 88.5 106,2
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Obr.20.Vliv matrice vzorku na koncentraci VILIP-1, sloupcovy graf; jednotlivé
matrice jsou odliSeny barevné

4.1.4 SCGN(11)

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace SCGN
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho pfidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
SCGN. Sérové vzorky od dvou pacientii (323,31 a 653,31 ng I'") byly obohaceny
0 4375, +750 a +1500 ng I"' SCGN. Priimé&mé hodnota vyt&znosti byla 92 % (tab. 39).
V testu linearity byly testovany dal3i dva sérové vzorky (1756,68 a 1027,59 ng I'),
které byly sérioveé fedény 2%, 4x a 8x, pficemz primérna hodnota vytézku byla
107 % (tab. 40).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkt v sérii
méteni(n=8) a jako mezilehld preciznost vysledkti mezi sériemi méteni (n=8) u dvou
sérovych vzorki a vyjadfena jako variani koeficient. Hodnota varia¢niho
koeficientu (CV) byla ve vsech pfipadechmensi nez 10 % (tab. 41, tab. 42).

Mez detekce metody, piedstavujici nejniz8i stanovitelnou koncentraci
SCGN, byla 11 ng I"' (tato hodnota je vyjadienim koncentrace SCGN, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance slepého vzorku

84



(n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla ode¢tena
z kalibra¢ni kiivky SCGN). Mez stanovitelnosti(vypocitana jako soucin meze
detekce a dilugniho faktoru)byla 33 ng I'' (tab. 43).

V ramci testovani stability vzorkl pro stanoveni SCGN byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5%) a stabilita vzorka pii teploté 4 °C (tab. 44).
Nebyl zjistén vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci SCGN ve vzorcich.
Pokud byly vzorky skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dntl, nebyl zjistén
pokles v koncentraci SCGN ve vzorcich(na potlaceni bakterialni kontaminace
byla ke vzorkiim pfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viztab. 45).Ke zjisténi vlivu matrice (typu
vzorku) na koncentraci SCGN ve vzorku byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy
(EDTA, citrat a heparin) (viz tab.46, obr.21).

Tabulka 39
SCGN —metoda standardniho ptidavku

Vzorek Pridavek Zméfeno (ng 1) Ocekavano (ng 1) Vytézek Z/O (%)
- 3233 - -
1 1500,0 1543,2 1823,3 84,6
750,0 940,5 1073,3 87,6
375,0 652,7 698.3 93,5
- 653,3 - -
2 1500,0 2061,6 2153,3 95,7
750,0 1313,3 1403,3 93,6
375,0 969,6 1028,3 94,3
Tabulka 40

SCGN —test diluéni linearity

Vzorek Redéni Zméfeno (ng 1) Ocekavano (ng 17) Vytézek Z/O (%)
- 1756,7 - -
1 2x 818,1 8783 93,1
4x 455,9 439,2 103,8
8x 239.7 219,6 109,1
- 1027,6 - -
2 2x 541,5 513,8 105.,4
4x 2952 256,9 114,9
8x 149,1 128.5 116,1
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Tabulka 41
SCGN - ovéteni opakovatelnosti vysledkl v sérii méfeni (n=S8)

Vzorek Primér (ng 1) SD CV (%)
1 966,4 58,2 6

2 870,9 62,9 72
Tabulka 42

SCGN - ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkt mezi sériemi méfeni (n=5)

Vzorek Primér (ng 1™") SD CV (%)
1 300,9 19,8 6,6

2 633,74 40,4 6,4
Tabulka 43

SCGN — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,060
SD 0,0073
® absorbance blanku + 3x SD 0,082
Mez detekce 11ngl"
Mez stanovitelnosti 33ngl"
Tabulka 44

SCGN - vliv rozmraZeni/zamraZeni na stabilitu vzorku

Vzorek Pocet cyklt rozmrazeni/zamrazeni Sérum (ng I'")
1x 3439
1 3x 310,3
5x 348,2
1x 22,5
2 3% 30,6
5x 33,4
1% 968,6
3 3x 903,7

5% 1127,2




Tabulka 45

SCGN - vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Vzorek Teplota a délka skladovani Sérum (ng I'")
-20°C 1302,9
1 2-8°C, 1 den 1020,2
2-8°C, 7 dni 8297
-20°C 300,7
2 2-8°C, 1 den 329,9
2-8°C, 7 dni 318,7
-20°C 26,1
3 2-8°C, 1 den 243
2-8°C, 7 dni 31,5
Tabulka 46

SCGN - vliv matrice vzorku

Plazma (ng 1)

Vzorek Sérum (ng ) - -
EDTA Citrat Heparin

1 23,1 25,4 20,0 33,2

2 300,1 298,7 310,5 310,5

3 258,3 2440 220,6 280,7

4 58,5 62,1 55,7 66,7

5 99,4 88,9 90,5 115,2

6 47,2 53,2 60,5 55,1

7 870,4 844,0 867,0 880,9

8 102,8 98,0 103,0 110,4

9 63,9 59,0 51,0 77,0

10 557,9 560,0 520,0 620,2
Priumér 238,2 233,3 229,9 255,0
Prumér plazma/sérum (%) 98 96,5 107,1
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Obr. 21.Vliv matrice vzorku na koncentraci SCGN, sloupcovy graf; jednotlivé
matrice jsou odliSeny barevné

4.1.5 DKk-1(5)

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace Dkk-1
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
Dkk-1. Vzorky séra od dvou pacienti (o koncentraci Dkk-1 2,19 pg I, respektive
329 pg I byly obohaceny o+0,25, +0,5 a +1,0pgl'rekombinantniho Dkk-1.
Primérné hodnota vytéznosti byla 95 % (tab. 47). V testu linearity byly testovany dva
vzorky séra (o koncentraci Dkk-1 3,49 pg I a 3,62 pg I'' ), které byly sériové
fedény fedicim roztokem (TBS a 0,01% Thimerosal) 10x, 20%, 40x a 80x%, pfi¢emz
prumérna hodnota vytézku byla 93 % (tab. 48).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkti méfeni
v sérii (n=8)a mezilehla preciznost mezi sériemi méfeni (n=6) a byla vyjadiena jako
varia¢ni koeficient.Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla ve vSech piipadech
mensi nez 10 % (tab. 49, 50).
Dkk-1, &nila 0,01 pg 1" (tato hodnota je vyjadienim koncentrace Dkk-1
odpovidajici absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance slepého
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vzorku (n=10) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla odeétena
z kalibracni kfivky Dkk-1). Mez stanovitelnosti (vypocitand jako soufin meze
detekce a diluniho faktoru) byla 0,03 pg 1" (tab. 51).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadna kfizova reaktivita pfi analyze
krali¢iho, koziho, ov¢iho, praseciho, mysiho, koniského, kiecéiho, slepiciho, krysiho
a hoveéziho séra. Vysledky testi tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky Dkk-1
(tab. 52).

Vramci testovani stability vzorkdi pro stanoveni Dkk-1 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5%) a stabilita vzorkt pfi teploté¢ 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamraZeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci Dkk-1 ve vzorcich (tab. 53). Pokud
byly vzorky skladovany pii teploté 2-8 °C po dobu sedmi dni, nebyl zjistén pokles
v koncentraci Dkk-1 ve vzorcich (tab. 54). Na potlaceni bakteridlni kontaminace
byla ke vzorkim pfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,01%).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci Dkk-1 ve vzorku
byly porovnany (n=10) vzorky séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin)(viz tab. 55,
obr. 22). Na zikladé¢ porovnani poméri pro sérum a plazmubylo doporuceno
pouzivat pii stanoveni Dkk-1 metodou ELISA jako material pouze lidské sérum.

Tabulka47
Dkk-1 —metoda standardniho piidavku (koncentrace vynasobené dil. faktorem 3x)

Vzorek Pridavek Zméteno (ug 1) Ocekavano (pg 1) Vytézek Z/O (%)

R 2,19 - -
’ 1,0 6,20 6,19 100,1
0,5 3,88 4,19 92,5
0,25 2,96 3,19 92,6

- 3,29 - -
5 1,0 6,81 7,29 93,4
0,5 4,82 5,29 91,2
0,25 4,18 4,29 97,3

89



Tabulka 48
Dkk-1 —test dilu¢ni linearity(koncentrace vynasobené dil. faktorem 3x)

Vzorek Redéni Zméieno (ug 1) Ocekavano (ng 1) Vytézek Z/0 (%)
- 3,62 - -
1 2% 1,70 1,81 93,6
4x 0,84 0,91 93,2
8x 0,43 0,45 94,5
- 3,50 - -
2 2% 1,63 1,75 93,4
4x 0,77 0,87 88,3
8x 0,42 0,44 96,1
Tabulka 49

Dkk-1 — ovéteni opakovatelnosti vysledkd v sérii méteni (n=8)
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 3x)

Vzorek Pramér (pug 1) SD CV (%)
1 6,3 0,3 8,4

2 35 0,2 5,9
Tabulka 50

Dkk-1 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkd mezi sériemi meteni
(n=6)(koncentrace vynasobené dil. faktorem 3x)

Vzorek Pramér (pg 1) SD CV (%
1 1,0 2,6 0,15
2 2,0 1,8 0,16
Tabulka 51

Dkk-1 — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Pramér absorbance slepého vzorku (n=10) 0,044
SD 0,009
® absorbance blanku + 3x SD 0,071
Mez detekce 0,01 ug 1"
Mez stanovitelnosti 0,03 pug 1!
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Tabulka 52

Dkk-1 — test kiizové reaktivity riznych zivo¢isnych sér

Vzorek séra

KiiZzova reaktivita

hoveézi
kocici
psi
kozi
kiecci
konské
opici
mys$i
praseci
kralici

ovCi

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa

Tabulka 53

Dkk-1 — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Pocet cyklii rozmrazeni/zamrazeni Sérum (pg ™)
1x 3,0
1 3x 3,5
5x 3,0
1% 2,6
2 3% 2,6
5x 3,0
1x 32
3 3% 3,6
5x 3,3
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Tabulka 54
Dkk-1 — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Vzorek Teplota a délka skladovani Sérum (ug I
-20°C 1,1
1 2-8°C, 1den 1,3
2 —-8°C, 7 dni 1,3
_20°C 1,6
2 2-8°C, 1 den 1,5
2-8°C, 7 dni 1,7
- 20 UC 1,5
3 2-8°C, 1 den 1,9
2—-8°C, 7 dni 1,7
Tabulka 55

Dkk-1 — vliv matrice vzorku

Plazma (ug 1"

Vzorek Sérum (pg 1) . .
EDTA Citrat Heparin
1 1,5 1,2 1,2 0,6
2 1,6 1,2 1,4 1,0
3 2,0 1,7 1,5 1,2
4 2,1 1,9 2,1 1,1
5 1,6 1,4 1,6 0,8
6 24 2,2 2,3 1,1
7 2,6 2,2 2,2 1,2
8 1,9 1,5 1,2 0,6
9 1,3 1,3 1,4 0,7
10 1,4 1,5 1,6 0,8
Primér 1,8 1,6 1,7 0,9
Priumér plazma/sérum (%) 88,6 90,7 49,7
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Sérum MEDTA plazma citratova plazma  Wheparinova plazma
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Obr. 22. Vliv matrice vzorku na koncentraci Dkk-1, sloupcovy graf; jednotlivé
matrice jsou odliSeny barevné

4.1.6 Chemerin

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace chemerinu
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
chemerinu. Sérové vzorky od dvou pacienti (4,22 a 3,64 pg 1) byly obohaceny
0+1, +2 a +4 pg I'' chemerinu. Priméma hodnota vyt&Znosti byla 96 % (tab. 56).
V testu linearity byly testovany dalsi dva sérové vzorky (6,7 a 4,5 pg I'"), které byly
sériové fedény 2%, 4x a 8x, pfiCemz primérna hodnota vytézku byla 103 % (tab.
57).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkt
meéfeniv sérii (n=8) a jako mezilehla preciznost vysledki mezi sériemi méteni (n=6)
a vyjadiena jako variacni koeficient(tab. 58, tab. 59). Hodnota varia¢niho koeficientu
(CV) byla ve vSech ptipadech mensi nez 10 %.

Mez detekce metody, predstavujici nejniz$i stanovitelnou koncentraci
chemerinu, byla 0,1 ug 1" (tato hodnota je vyjadfenim koncentrace chemerinu,
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odpovidajici absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance
slepého vzorku (n=10) + 3x smérodatnd odchylka priméru slepého vzorku, a byla
odectena z kalibrac¢ni kiivky chemerinu). Mez stanovitelnosti(vypo¢itana jako soucin
meze detekce a diluéniho faktoru) byla 10 pg I''(tab. 60).

V ELISA testu nebyla zjist€éna zadna kiizova reaktivita pii analyze
krali¢iho, koziho, ov¢iho, praseciho, mysiho, koiiského, kiecéiho, slepiciho,
hovéziho a krysiho vzorku séra. Vysledky testl tak ukazuji na jeho specifitu
pro lidsky chemerin (tab. 61).

V ramci testovani stability vzorkd pro stanoveni chemerinu byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5x)a stabilita vzorka pfi teploté 4 °C. Nebyl zjistén vliv
zamrazeni/rozmrazeni (5x) na koncentraci chemerinu ve vzorcich (tab. 62). Pokud
byly vzorky skladovéany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dnt, nebyl zjistén pokles
v koncentraci chemerinu ve vzorcich (na potlaceni bakterialni kontaminace byla ke
vzorktim pfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné koncentraci
0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 63).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci chemerinu
ve vzorku byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin).
Vysledky jsou uvedeny v tab. 64 a obr. 23.

Tabulka 56
Chemerin —metoda standardniho pfidavku
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 100%)

Vzorek Piidavek Zméiteno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)

- 211,0 - -
’ 4,0 416,5 411,0 101,3
2,0 316,0 311,0 101,6
1,0 2475 261,0 94,8
- 182,0 - -
5 4,0 354,0 382,0 92,7
2,0 282,0 282,0 100,0
1,0 204,5 232,0 88,1
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Tabulka 57
Chemerin —test dilu¢ni linearity(koncentrace vynasobené dil. faktorem 100x)

Vzorek Redéni Zméfeno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 2250 - -
1 2% 115,0 112,5 102,2
4x 60,0 56,3 106,7
8x 30,0 28,1 106,7
- 335,0 - -
2 2% 170,0 167,5 101,5
4x 85,0 83,8 101,5
8x 42,0 41,9 100,3
Tabulka 58

Chemerin — ovéfeni opakovatelnosti vysledki v sérii méteni (n=8)
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 50x)

Vzorek Pramér (mg 1) SD CV (%)
1 3,6 0,18 5,07
2 5,28 0,37 6,97
Tabulka 59

Chemerin — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkil mezi sériemi méteni (n=6)
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 50x)

Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%
1 140,6 11,6 5,07
2 2227 15,5 6,9
Tabulka 60
Chemerin — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti
Pramér absorbance slepého vzorku (n=10) 0,0321
SD 0,0075
@ absorbance blanku + 3% SD 0,0546
Mez detekce 0,10 ug I'"
Mez stanovitelnosti 10,0 pg 1!
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Tabulka 61

Chemerin — test kiizové reaktivity riznych zivo¢isnych sér

Vzorek séra

Kiizova reaktivita

hovézi
psi
kozi
kiecéi
konské
opici
mys$i
praseci
kraliéi
krysi

ovCi

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa

Tabulka 62

Chemerin — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéetr cykld o Sérum (pg ") P lazrr‘1a Fug D) ‘
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
1 215 235 195 245
! 3x 200 245 185 330
5% 220 160 205 295
1x 155 185 140 205
2 3x 160 180 160 195
Sx 160 170 140 145
1x 215 253 190 193
3 3x 210 200 160 155
5% 235 198 115 150
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Tabulka 63

Chemerin — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka ) r Plazma (ug I'")
Vzorek skladovani Sérum (ng 1) EDTA Citrat Heparin
-20°C 210 230 180 215
1 2-8°C, 1den 240 255 180 240
2-8°C, 7 dni 230 240 210 235
-20°C 270 260 235 225
2 2-8°C, 1den 280 255 225 235
2-8°C, 7 dni 215 260 200 210
-20°C 330 240 160 235
3 2-8°C, 1den 320 215 135 230
2-8°C, 7 dni 325 205 123 230
Tabulka 64
Chemerin — vliv matrice vzorku
B
Vzorek Sérum (pg ™) Plazn.la (hg 1) .
EDTA Citrat Heparin
1 175,0 210,0 180,0 200,0
2 155,0 240,0 165,0 285,0
3 205,0 255,0 245,0 220,0
4 190,0 215,0 170,0 260,0
5 117,5 130,0 93,5 201,5
6 180,0 125,0 115,0 230,0
7 240,0 180,0 155,0 230,0
8 260,5 307,0 241,0 267,0
9 199,0 176,5 160,0 212,5
10 302,5 285,0 231,0 252,5
Primér 202,5 2124 175,6 235,9
Primér plazma/sérum (%) 105 87 116
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sérum MEDTA plazma citratova plazma B heparinova plazma

chemerin, pg 1!
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Obr. 23. Vliv matrice vzorku na koncentraci Chemerinu, sloupcovy graf; jednotlivé
matrice jsou odliSeny barevné
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4.1.7 PSP-94

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace PSP-94
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
PSP-94. Sérové vzorky od dvou pacientt (8,9 a 16,7 pg I'') byly obohaceny o +1, +2
a +4 pg 1" PSP-94. Praméma hodnota vytéZnosti byla 94,4 % (tab.65). V testu
linearity byly testovany daldi dva sérové vzorky (30,8 a 38,2 pg 1), které byly
sériové fedeény 2x, 4x a 8x, pficemz prumérnd hodnota vytézku byla 104,2 %
(tab.66).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkd méfeni
v sérii (n=8) a jako mezilehld preciznost vysledkli mezi sériemi méfeni (n=8)
a vyjadrena jako variacni koeficient (tab. 67, tab. 68). Hodnota varia¢niho koeficientu
(CV) byla ve vsech ptipadech mensi nez 10 %.

Mez detekce metody, predstavujici nejnizsi stanovitelnou koncentraci PSP-
94, byla 0,12 pg 1" (tato hodnota je vyjadienim koncentrace PSP-94, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance slepého vzorku
(n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla odectena
z kalibraéni kiivky PSP-94).Mez stanovitelnosti(vypocitana jako soucin meze
detekee a dilu¢niho faktoru) byla 0,6 pg 1! (tab. 69).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadnd kiizova reaktivita pfi analyze
krali¢iho, koziho, ov¢iho, prase¢iho, mysSiho, komiského, kiec¢iho, kociciho,
hovéziho a krysiho vzorku séra. Vysledky testi tak ukazuji na jeho specifitu
pro lidsky PSP-94 (tab. 70).

V ramci testovani stability vzorkd pro stanoveni PSP-94 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5x) a stabilita vzorkd pfti teploté 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) na koncentraci PSP-94 ve vzorcich (tab. 71).
Pokud byly vzorky skladovany pii teploté 2-8 °C po dobu sedmi dnd, nebyl zjistén
pokles v koncentraci PSP-94 ve vzorcich (na potladeni bakterialni kontaminace
byla ke vzorkim pfidana kyselinag-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 72).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci PSP-94 ve vzorku
byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin).
Vysledky jsou uvedeny v tab. 73, obr. 24.
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Tabulka 65
PSP-94 —metoda standardniho ptidavku(koncentrace vynasobené dil. faktorem 5x)

Vzorek Pridavek Zméteno (ug 1) Ocekavano (pg 1) Vytézek Z/O (%)
- 8,9 - -
1 4,0 26,1 28,9 90,4
2,0 17,8 18,9 94,0
1,0 12,6 13,9 90,6
- 16,7 - -
5 4,0 34,2 36,7 93,0
2,0 27,3 26,7 102,3
1,0 20,9 21,7 96,0
Tabulka 66

PSP-94 —test dilucni linearity(koncentrace vynasobené dil. faktorem 5x)

Vzorek Redéni Zméieno (ug 1) Ocekavano (ng 1) Vytézek Z/0 (%)
- 30,8 - -
1 2% 15,0 15,4 97,6
4x 8,9 7,7 116,0
8x 3,7 3,9 95,8
- 38,2 - -
2 2% 18,4 19,1 96,3
4x 10,8 9,6 112,9
8x 5,1 4.8 106,8
Tabulka 67

PSP-94 — ovéfeni opakovatelnosti vysledkd v sérii méteni (n=8)
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 5x)

Vzorek Pramér (pg 1) SD CV (%)
1 14,0 1,0 7.0
2 18,5 1,1 5,9
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Tabulka 68
PSP-94 — ovéteni mezilehlé preciznosti vysledkl mezi sériemi méteni (n=8)
(koncentrace vynasobené dil. faktorem 5x)

Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%
1 14,6 0,8 53

2 24,2 1,2 4,9
Tabulka 69

PSP-94 — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,027

SD 0,007

@ absorbance blanku + 3x SD 0,048
Mez detekce 0,12pg I
Mez stanovitelnosti 0,6 ug 1"
Tabulka 70

PSP-94 — test kitizové reaktivity riznych zivocisnych sér

Vzorek séra KfiZova reaktivita
hovézi nebyla zjisténa
kocici nebyla zjisténa
kozi nebyla zjisténa
kiecci nebyla zjisténa
opici nebyla zjisténa
mysi nebyla zjisténa
praseci nebyla zjisténa
kraliéi nebyla zjisténa
krysi nebyla zjisténa
ovei nebyla zjisténa

psi nebyla zjisténa
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Tabulka71

PSP-94 — vliv rozmrazeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Pocet cyklt rozmrazeni/zamrazeni Sérum (ug I
1x 19,5
1 3x 21,4
5% 19,8
1x 19,9
2 3x 17,8
5x 19,0
1x 9,9
3 3% 11,6
5% 9,7
Tabulka 72

PSP-94 — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka

Plazma (pg 1)

% -1
Vzorek skladovani Sérum (ug ') EDTA Citrat Heparin
-20°C 8.4 9.8 9.4 8.8
1 2-8°C, 1 den 9.8 9.8 9.6 9,7
2-8°C, 7 dni 8.4 10,0 10,3 92
-20°C 12,0 10,4 11,6 9.4
2 2-8°C, 1 den 10,3 12,2 11,7 12,5
2-8°C, 7 dni 12,4 11,2 13,2 10,3
-20°C 20,2 22,8 24,7 22,0
3 2-8°C, 1 den 23,1 23,1 22,2 18,0
2-8°C, 7 dni 20,6 26,0 27,5 24,1
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Tabulka 73
PSP-94 — vliv matrice vzorku

Plazma (ug 1"

Vzorek Sérum (ug I'") — -
EDTA Citrat Heparin
1 10,1 10,6 9,4 11,4
2 14,6 11,6 9,7 13,8
3 83 8,5 7,4 8,5
4 43 4,8 2,9 44
5 8,5 9,1 7,8 10,0
6 9,1 8,8 6,9 8,9
7 7,3 7,1 6,9 8,0
8 21,4 21,3 18,0 21,6
9 1,9 2,0 1,9 2.4
10 14,6 17,0 14,6 16,4
Primér 10,0 10,1 8,6 10,5
Primér plazma/sérum (%) 100,5 85,3 105,3

sérum WEDTA plazma citratova plazma

B heparinova plazma

20

PSP-94, pg 1'!
9

—
[=]

9

vzorky

10

Obr. 24. Vliv matrice vzorku na koncentraci PSP-94, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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4.1.8 TFF

4.1.8.1 TFF-1

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace TFF-1
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho pfidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadfend jako pomér ziskané/ocekdvané hodnoty koncentrace
TFF-1. Sérové vzorky od &yt pacientd (1,13; 2,66; 7,01 a 2,92 ng 1) byly
obohaceny o +1, +2 a +4 pg I"' rekombinantniho TFF-1, nafedény 5x dilu¢nim
pufrem a analyzovany. Primérna hodnota vytéznosti byla 106,3 % (tab. 74). V testu
linearity byly testovany dals$i ¢tyti sérové vzorky (17,20; 18,39; 18,28 a 19,19 pg I’
Y, které byly nafedény 5x diluénim pufrem a poté déle sériové fedény 2x, 4x a 8x,
pficemz primérna hodnota vytézku byla 102,0 % (tab. 75).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkti méfeni
v sérii (n=8) a jako mezilehla preciznost vysledkli mezi sériemi méteni (n=5)
a vyjadfena jako variaéni koeficient (tab. 76, tab. 77). Hodnota varia¢niho
koeficientu (CV) byla ve vSech pfipadech mensi nez 10 %.

Mez detekce metody, predstavujici nejnizsi stanovitelnou koncentraci TFF-
1, byla 0,019 pg I'(tato hodnota je vyjadienim koncentrace TFF-1, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: praimérna hodnota absorbance slepého vzorku
(n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla odectena
z kalibra¢ni kfivky TFF-1). Mezstanovitelnosti(vypoc¢itana jako soucin meze
detekee a diluéniho faktoru) byla 0,095ug 1"\ (tab. 78).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadnd kiizova reaktivita pii analyze
krali¢iho, koziho, ov¢iho, praseciho, komiského, kiecéiho, koci¢iho, hovéziho
a krysiho vzorku séra. Vysledky testl tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky TFF-1
(tab. 79).

Vramci testovani stability vzorktl pro stanoveni TFF-1 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5x%) a stabilita vzorkd pfti teploté 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamrazeni/rozmrazeni (5x) na koncentraci TFF-1ve vzorcich (tab. 80). Pokud
byly vzorky skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dntl, nebyl zjistén pokles
v koncentraci TFF-1ve vzorcich (na potladeni bakterialni kontaminace byla
ke vzorkim pfiddna kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 81).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci TFF-1 ve vzorku
byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin). Vysledky
jsou uvedeny v tab. 82, obr. 25.
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Tabulka 74
TFF-1 —metoda standardniho ptfidavku

Vzorek  Piidavek Zméfeno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 1,13 - -
1 1,00 1,88 2,13 88,0
2,00 3,13 3,13 100,1
4,00 5,32 5,13 103,7
- 2,66 - -
2 1,00 3,83 3,66 104,6
2,00 5,24 4,66 112,4
4,00 7,64 6,66 114,8
- 7,00 - -
3 1,00 8,69 8,00 108,6
2,00 9,54 9,00 106,0
4,00 12,42 11,00 1129
- 2,92 - -
4 1,00 3,87 3,92 98,8
2,00 5,50 4,92 111,7
4,00 7,91 6,92 114,3
Tabulka 75
TFF-1 —test dilu¢ni linearity
Vzorek Redéni Zméteno (ug l'l) Ocekavano (pug 1'1) Vytézek Z/0 (%)
- 17,20 - -
1 2% 10,38 8,60 120,7
4x 4,58 4,30 106,6
8x 2,08 2,15 96,7
- 18,39 - -
2 2% 9,66 9,19 105,1
4x 4,58 4,60 99,5
8x 2,14 2,30 93,1
- 18,28 - -
3 2% 10,26 9,14 112,2
4x 4,52 4,57 98,9
8x 2,03 2,29 88,9
- 19,19 - -
4 2% 10,05 9,60 104,8
4x 4,94 4,80 102,9
8x 2,27 2,40 94,7
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Tabulka 76
TFF-1 — ovéfeni opakovatelnosti vysledkl v sérii méteni (n=8)

Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%)
1 7.9 0,1 731
2 13,5 0,2 8,2
Tabulka 77

TFF-1 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkti mezi sériemi méfeni (n=>5)

Vzorek Pramér (pg 1) SD CV (%
1 2,0 0,08 3,95
2 10,25 0,41 4,05
Tabulka 78

TFF-1 — vypodet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,003
SD 0,001
@ absorbance blanku + 3% SD 0,006
Mez detekce 0,019 pg 1!
Mez stanovitelnosti 0,095 pg I

106



Tabulka 79

TFF-1 — test kiizové reaktivity riznych zivoc€isnych sér

Vzorek séra

Kiizova reaktivita

hovézi
kocici
kozi
kiecéi
konské
opici
mys$i
praseci
kraliéi
krysi

ovCi

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa

Tabulka 80

TFF-1 — vliv rozmrazZeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéet,cyklﬁ o Sérum (ug I') Plazrrlla Fpg 1" ‘
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
1x 1,2 1,4 1,4 12
! 3x 1,2 1,4 1,5 1,2
Sx 1,3 1,4 1,5 13
1 0,7 13 0,9 0,9
2 3x 0,7 1,3 1,0 0,9
Sx 0,7 1,3 0,8 0,9
1x 0,5 0,6 0,5 0.6
3 3x 0.4 0,6 0,5 0,6
S5x 0,4 0,6 1,5 0,6
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Tabulka 81

TFF-1 —vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka ) r Plazma (ug I'")
Vzorek skladovani Sérum (ng 1) EDTA Citrat Heparin
-80°C 39 3,0 4,1 3,7
1 2-8°C, 1den 4,1 34 4,0 34
2-8°C, 7 dni 4,3 3,8 4,1 3,5
-80°C 0,7 0,9 0,8 0,6
2 2-8°C, 1den 0,7 0,9 0,8 0,5
2—-8°C,7dni 0,8 0,9 0,8 0,5
-80°C 32 2,7 3.3 2,6
3 2-8°C, 1den 34 2,7 3.3 2.4
2—-8°C, 7 dni 3,5 2,9 3,2 2,5
Tabulka 82
TFF-1 —vliv matrice vzorku
B
Vzorek Sérum (pg 1™ Plazn.la (hg 1) .
EDTA Citrat Heparin
1 0,6 0,4 0,9 0,4
2 0,4 0,4 0,4 0,3
3 0,8 0,8 0,9 0,7
4 4,3 32 4,6 3.9
5 4,0 2,4 3.4 2,8
6 0,9 1,0 1,4 0,8
7 1,8 1,4 1,9 1,4
8 1,3 2,3 1,9 1,5
9 1,0 1,5 1,5 1,0
10 0,8 1,2 1,1 0,8
Primér 1,6 1,5 1,8 1,4
Primér plazma/sérum (%) 94 112 88
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Sérum MWEDTA plazma citratova plazma B heparinova plazma

TFF-1, pg 1!
w
W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vzorky

Obr. 25. Vliv matrice vzorku na koncentraci TFF-1, sloupcovy graf; jednotlivé
matrice jsou odliSeny barevné

4.1.8.2 TFF-2

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace TFF-2
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho pfidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadfend jako pomér ziskané/ocekdvané hodnoty koncentrace
TFF-2. Sérové vzorky od &yt pacienti (3,01; 4,31; 2,78 a 4,03 pg 1) byly
obohaceny o +2, +5 a +10 pg I'' rekombinantniho TFF-2, nafedény 5x diluénim
pufrem a analyzovany. Primérna hodnota vytéznosti byla 98,9 % (tab. 83). V testu
linearity byly testovany dal§i Gtyfi sérové vzorky (4,59;2,51; 3,60 a 44,04 pg 1™,
které byly natedény 5x diluénim pufrem a poté dale sériové fedény 2%, 4x a 8x,
pti¢emz primérna hodnota vytézku byla 97,4 % (tab. 84).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkti méfeni
v sérii (n=8) a jako mezilehla preciznost vysledkli mezi sériemi méteni (n=5)
avyjadfena jako variacni koeficient (tab. 85, tab. 86). Hodnota variacniho
koeficientu (CV) byla ve vSech pfipadech mensi nez 10 %.

Mez detekce metody, predstavujici nejnizsi stanovitelnou koncentraci TFF-
2, byla 0,044 pg I'(tato hodnota je vyjadienim koncentrace TFF-2, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance slepého vzorku
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(n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla odectena
z kalibra¢ni kiivky TFF-2). Mezstanovitelnosti(vypocitana jako sou¢in meze detekce
a diluéniho faktoru) byla 0,22 pg I''(tab. 87).

V ELISA testu nebyla zjisténa zadna kiizova reaktivita pii analyze koziho,
ov¢iho, praseciho, konského, kiec¢iho,kocic¢iho, hovéziho a krysiho vzorku séra.
Vysledky testil tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky TFF-2 (tab. 88).

V ramci testovani stability vzorkdl pro stanoveni TFF-2 byl posuzovan
efekt rozmraZzeni/zamraZzeni (5x) a stabilita vzorka pfi teploté 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci TFF-2 ve vzorcich (tab. 89).
Pokud byly vzorky skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dni, nebyl zjistén
pokles v koncentraci TFF-2 ve vzorcich (na potlaceni bakterialni kontaminace byla
ke vzorkim pfiddna kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 90).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci TFF-2 ve vzorku
byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin).
Vysledky jsou uvedeny v tab. 91, obr. 26.

Tabulka 83
TFF-2 —metoda standardniho pfidavku

Vzorek Pridavek Zméfeno (ng 1) Ocekavano (ug 1) Vyteézek Z/O (%)

R 3,01 - R
| 2,00 4,91 5,01 98,0
5,00 7,97 8,01 99,5
10,00 14,04 13,01 108,0
- 431 - R
5 2,00 6,36 6,31 100,8
5,00 9,27 9,31 99,5
10,00 15,58 14,31 108,9
R 2,78 - -
3 2,00 4,08 4,78 85,2
5,00 7,67 7,78 98,6
10,00 13,44 12,78 105,2
- 4,03 - R
4 2,00 537 6,03 89,1
5,00 8,21 9,03 90,9

10,00 14,42 14,03 102,8
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Tabulka 84
TFF-2 —test dilu¢ni linearity

Vzorek Redéni Zméfeno (ug 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 4,59 - -
1 2% 2,07 2,30 90,2
4x 1,00 1,15 87,4
8x 0,61 0,57 106,2
- 2,51 - -
) 2% 1,21 1,25 96,7
4% 0,60 0,63 95,7
8x 0,40 0,31 127,2
- 3,60 - -
3 2x 1,61 1,80 89,3
4x 0,82 0,90 90,7
8x 0,51 0,45 113,8
- 44,04 - -
4 2% 20,51 22,02 93,2
4% 9,61 11,01 87,3
8x 5,04 5,50 91,5
Tabulka 85
TFF-2 — ovéfeni opakovatelnosti vysledkl v sérii méfeni (n=8)
Vzorek Pramér (ug 17) CV (%)
1 26,5 5,83
2 9,0 9,00
Tabulka 86

TFF-2 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkd mezi sériemi méteni (n=5)

Vzorek Pramér (ug 17) CV (%
1 23,8 3,75
2 26,33 2,79
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Tabulka 87
TFF-2 — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,069

SD 0,003

® absorbance blanku + 3x SD 0,078
Mez detekce 0,044 pg/l
Mez stanovitelnosti 0,22 ng/l
Tabulka 88

TFF-2 — test kiiZzové reaktivity riiznych Zivo¢isnych sér

Vzorek séra Kitizové reaktivita
hovézi nebyla zjisténa
kocici nebyla zjisténa
kozi nebyla zjisténa
kiecéi nebyla zjisténa
konské nebyla zjisténa
opici nebyla zjisténa
mys$i nebyla zjisténa
praseci nebyla zjisténa
kralici nebyla zjisténa
krysi nebyla zjisténa

ovei nebyla zjisténa
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Tabulka 89

TFF-2 — vliv rozmraZeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéet,cyklﬁ o Sérum (ug I') Plazrrlla Fpg ) ‘
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
Ix 7.6 6,5 6,0 6,4
! 3x 7,5 7,1 6,0 73
Bh 73 7.1 5,9 7,0
Ix 5.8 6,4 4.9 6,3
2 3x 5,9 5.8 5,0 6,1
5x 5,8 6,2 4.8 6,1
Ix 17,3 19,0 13,7 21,1
3 3x 17,3 17,2 13,7 20,3
5x 17,4 18,6 14,6 20,3
Tabulka 90

TFF-2 —vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka

Plazma (pg 1)

% -1
Vazorek skladovéni Sérum (pg 1) EDTA Citrat Heparin
-80°C 3,7 41 32 45
1 2-8°C, 1 den 3,7 4,0 32 45
2-8°C, 7 dni 3.8 3,9 32 45
-80°C 10,7 11,4 9.9 13,8
2 2-8°C, 1 den 11,6 12,2 10,0 13,1
2-8°C, 7 dni 11,7 12,1 9.8 13,7
-80°C 3.4 3,5 2,9 4,0
3 2-8°C, 1 den 3,5 3.4 2,9 41
2-8°C, 7 dni 3,6 4,0 3,1 43
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Tabulka 91
TFF-2 — vliv matrice vzorku

Plazma (ug 1"

Vzorek Sérum (ug I'") — .
EDTA Citrat Heparin
1 6,5 7,3 5,5 8,1
2 3,5 3,8 2,2 4,0
3 3,8 4,9 2,9 52
4 14,6 15,2 10,8 17,1
5 4,4 4,0 2,6 5,1
6 4,5 5,0 4,2 6,3
7 11,7 11,5 8,5 12,0
8 7,1 7,5 5,6 9,8
9 6,5 6,7 5,1 7,6
10 7,0 7,3 59 8,0
Primér 7,0 7,3 53 83
Primér plazma/sérum (%) 104 76 119
R’ 0,98 0,96 0,95

Sérum MEDTA plazma

citratova plazma

W heparinova plazma

18

16
14

TFF-2, pg I'!

12

S N A &N
i

9

10

vzorky

Obr. 26. Vliv matrice vzorku na koncentraci TFF-2, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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4.1.8.3 TFF-3

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace TFF-3
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho pfidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadfend jako pomér ziskané/ocekdvané hodnoty koncentrace
TFF-3. Sérové vzorky od dvou pacientii (1,56 a 2,11 pg I'") byly obohaceny o +0,3,
40,15 a +0,075 pg 1" rekombinantniho TFF-3 a nafedény 10x diluénim pufrem
a analyzovany. Primérnd hodnota vytéznosti byla 102,7 % (tab. 92). V testu
linearity byly testovany dalsi &tyfi sérové vzorky (22,8 a 16,24 pg I'"), které byly
natedény 40x diluénim pufrem a poté dale sériové fedény 2x, 4% a 8x, priCemz
primérna hodnota vytézku byla 95,0 % (tab. 93).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkd méfeni
v sérii (n=8) a jako mezilehla preciznost vysledkli mezi sériemi méteni (n=6)
avyjadfena jako variacni koeficient (tab. 94, tab. 95). Hodnota variacniho
koeficientu (CV) byla ve vSech pripadech mensi nez 10 %.
byla 0,007 pg 1" (tato hodnota je vyjadfenim koncentrace TFF-3, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance slepého vzorku
(n=16) + 3x smérodatnd odchylka priméru slepého vzorku, a byla odectena
z kalibraéni kiivky TFF-3). Mezstanovitelnosti(vypo¢itana jako sou¢in meze detekce
a diluéniho faktoru) byla0,035 pug I'\(tab. 96).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadnd kiizova reaktivita pii analyze
krali¢iho, koziho, ov¢iho, praseciho, komského, kiec¢éiho, kocic¢iho, hovéziho
a krysiho vzorku séra. Vysledky testl tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky TFF-3
(tab. 97).

Vramci testovani stability vzorkti pro stanoveni TFF-3 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5%) a stabilita vzorkd pfi teploté 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamrazeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci TFF-3 ve vzorcich (tab. 98). Pokud
byly vzorky skladovany pii teploté 2-8 °C po dobu sedmi dni, nebyl zjistén pokles
v koncentraci TFF-3 ve vzorcich (na potladeni bakterialni kontaminace byla
ke vzorkim pfidana kyselina g-aminokapronovd a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 99).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci TFF-3 vevzorku
bylo porovnano deset vzorki séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin). Vysledky jsou
uvedeny v tab. 100, obr. 27.
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Tabulka 92
TFF-3 —metoda standardniho ptidavku

Vzorek Pridavek Zméteno (ug 1) Ocekavano (pg 1) Vytézek Z/O (%)
- 1,560 - -
0,300 4,780 4,560 104,8
1 0,150 3,100 3,060 101,3
0,075 2,250 2,310 97,4
- 2,110 - -
0,300 5,290 2,110 103,5
2 0,150 3,710 3,610 102,8
0,075 3,400 2,860 106,3
Tabulka 93
TFF-3 —test dilu¢ni linearity
Vzorek Redéni Zméfeno (pg 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 22,08 - -
1 2x 10,28 11,04 93,1
4x 5,56 5,52 100,7
8x 2,52 2,76 91,3
- 16,24 - -
2 2x 8,24 8,12 101,5
4x 3,52 4,06 86,7
8x 1,96 2,03 96,6
Tabulka 94
TFF-3 — ovéfeni opakovatelnosti vysledkl v sérii mefeni (n=8)
Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%)
1 1,18 0,7 5,6
2 7,11 0,54 7,6
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Tabulka 95
TFF-3 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkl mezi sériemi méteni (n=6)

Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%
1 1,57 0,1 6,4

2 8,77 0,66 7,5
Tabulka 96

TFF-3 — vypocet meze detekce a mezestanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,0239
SD 0,0034
® absorbance blanku + 3x SD 0,034
Mez detekce 0,007 ug/l
Mez stanovitelnosti 0,035 pg/l
Tabulka 97

TFF-3 — test kiiZzové reaktivity riiznych Zivo¢isnych sér

Vzorek séra Kitizové reaktivita
hovézi nebyla zjisténa
kocici nebyla zjisténa
kozi nebyla zjisténa
kiecéi nebyla zjisténa
konské nebyla zjisténa
opici nebyla zjisténa
mys$i nebyla zjisténa
praseci nebyla zjisténa
kralici nebyla zjisténa
krysi nebyla zjisténa

ovei nebyla zjisténa
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Tabulka 98

TFF-3 — vliv rozmraZeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéet, cykld o Sérum (ug 1) Plazrr‘1a Fﬂg 1) .
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
Ix 1,12 1,17 0,77 1,25
1 3x 1,10 1,17 0,78 1,32
5x 1,00 1,19 0,94 1,16
Ix 1,18 1,27 0,97 1,20
2 3x 1,26 1,33 0,93 1,23
5x 1,29 1,20 0,95 1,44
Ix 0,90 1,10 0,81 1,16
3 3x 1,18 1,18 0,88 1,22
5X 0,94 1,14 0,86 1,24
Tabulka 99

TFF-3 —vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka

Plazma (pg 1)

% -1
Vazorek skladovéni Sérum (pg 1) EDTA Citrat Heparin
-80°C 1,04 0,98 0,79 1,00
1 2-8°C, 1 den 0,91 0,96 0,75 0,98
2-8°C, 7 dni 1,05 0,98 0,82 1,00
-80°C 0,98 0,96 0,74 0,97
2 2-8°C, 1den 1,04 1,00 0,85 1,12
2-8°C, 7 dni 1,03 1,14 0,90 1,14
-80°C 1,70 1,63 1,41 1,73
3 2-8°C, 1 den 1,54 1,64 1,35 1,74
2-8°C, 7 dni 1,66 1,71 1,38 1,73
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Tabulka 100
TFF-3 — vliv matrice vzorku

Plazma (ug 1"

Vzorek Sérum (ug I'") — .
EDTA Citrat Heparin
1 0,87 0,88 0,73 0,89
2 0,84 0,82 0,66 0,85
3 0,94 0,91 0,77 0,95
4 0,83 0,80 0,67 0,86
5 0,72 0,73 0,57 0,71
6 0,82 0,76 0,63 0,83
7 1,17 1,16 0,96 1,20
8 0,82 0,78 0,64 0,87
9 1,02 1,11 0,82 1,14
10 0,78 0,75 0,60 0,78
Primér 0,88 0,87 0,70 0,91
Primér plazma/sérum (%) 99 80 103

sérum MEDTA plazma

citrat plazma

B heparin plazma

TFF-3, pg I

9

vzorky

10

Obr. 27. Vliv matrice vzorku na koncentraci TFF-2, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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4.1.9 S100A-11

Analyticka charakteristika ELISA metody

Pro ovéfeni analytickych charakteristik stanoveni koncentrace S100A-11
v séru pomoci nové ELISA soupravy byla testovana také preciznost a vychyleni
metody. Vychyleni metody bylo ovéfeno metodou standardniho piidavku a byla
zjistovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/ocekavané hodnoty koncentrace
S100A-11. Sérové vzorkyod dvou pacientd (6,24 a 14,96pg 1) byly obohaceny
0+3, +6 a +12pg "' S1I00A-11. Praimérna hodnota vytéznosti byla 99 % (tab. 101).
V testu linearity byly testovany dalsi dva sérové vzorky (2,74 a 11,08ug 1), které
byly sériové fedény 2x, 4% a 8x, pfiemz primerna hodnota vytézku byla 94 % (tab. 102).

Preciznost metody byla testovana jako opakovatelnost vysledkd méfeni

v sérii (n=8) a jako mezilehld preciznost vysledkli mezi sériemi méteni (n=10)
a vyjadiena jako varia¢ni koeficient (tab. 103, tab. 104). Hodnota varia¢niho
koeficientu (CV) byla ve vsech ptipadech mensi nez 12 %.
S100A-11, byla 0,007 pug I (tato hodnota je vyjadienim koncentrace S100A-11,
odpovidajici absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota absorbance
slepého vzorku (n=16) + 3x smérodatna odchylka priméru slepého vzorku, a byla
odectena z kalibracni kiivky S100A-11). Mez stanovitelnosti(vypocitana jako soucin
meze detekce a diluéniho faktoru) byla 0,021 pg I'' (tab. 105).

V ELISA testu nebyla zjiSténa zadna kiizova reaktivita pfi analyze
hovéziho, koci¢iho, koziho, koiiského, mysiho, ov¢iho a psiho vzorku séra.
Byla zjisténa ktizova reaktivita u kie¢¢iho, opi¢iho, prase¢iho, kraliciho a krysiho
vzorku séra (tab. 106).

V ramci testovani stability vzorkd pro stanoveni SI00A-11 byl posuzovan
efekt rozmrazeni/zamrazeni (5x) a stabilita vzorki pii teploté¢ 4 °C. Nebyl zjistén
vliv zamraZzeni/rozmrazeni (5%) na koncentraci S100A-11 ve vzorcich (tab. 107).
Pokud byly vzorky skladovany pfi teploté 2-8 °C po dobu sedmi dntl, nebyl zjistén
pokles v koncentraci SI00A-11 ve vzorcich (na potlaceni bakteridlni kontaminace
byla ke vzorkim pfidana kyselina e-aminokapronova a thimerosal ve vysledné
koncentraci 0,03%, respektive 0,05%) (viz tab. 108).

Ke zjisténi vlivu matrice (typu vzorku) na koncentraci S100A-11
ve vzorku byly porovnany vzorky (n=10) séra a plazmy (EDTA, citrat a heparin).
Na zéklad¢ vypoctli poméru plazma/sérum bylo doporuceno pouzivat jako material
pro stanoveni S100A-11 ELISA pouze sérum. Vysledky jsou uvedeny v tab. 109,
obr. 28.
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Tabulka 101
S100A-11 —metoda standardniho ptidavku

Vzorek Pridavek Zméteno (ug 1) Ocekavano (pg 1) Vytézek Z/O (%)
- 6,24 - -
1 3,0 9,63 9,24 104,3
6,0 12,49 12,24 102,1
12,0 17,16 18,24 94,1
- 14,96 - -
5 3,0 18,13 17,96 100,9
6,0 20,37 20,96 97,2
12,0 25,47 26,96 94,4
Tabulka 102
S100A-11 —test dilu¢ni linearity
Vzorek Redéni Zméfeno (pg 1) Ocekavano (ug 1) Vytézek Z/O (%)
- 2,74 - -
1 2x 1,26 1,37 92,2
4x 0,68 0,68 98,6
8x 0,34 0,34 99,0
- 11,08 - -
5 2x 5,19 5,54 93,7
4x 2,51 2,77 90,4
8x 1,28 1,39 92,0
Tabulka 103
S100A-11 — ovéfeni opakovatelnosti vysledkil v sérii méfeni (n=8)
Vzorek Pramér (pg 1) SD CV (%)
1 2,6 0,05 2,1
2 10,96 0,2 1,9
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Tabulka 104

S100A-11 — ovéfeni mezilehlé preciznosti vysledkll mezi sériemi méteni (n=10)

Vzorek Pramér (ug 17) SD CV (%
1 2,63 0,31 11,7
2 10,83 0,97 9,0
Tabulka 105

S100A-11 — vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti

Primér absorbance slepého vzorku (n=16) 0,008

SD 0,00091

® absorbance blanku + 3x SD 0,0104

Mez detekce 0,007 ug/l
Mez stanovitelnosti 0,021 g/l

Tabulka 106
S100A-11 — test kiizové reaktivity riznych zivocisnych sér

Vzorek séra

KfiZzova reaktivita

hovézi
kocici
kozi
kiecci
konské
opici
mys$i
praseci
krali¢i
krysi

ovei

nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
nebyla zjisténa
byla zjisténa
nebyla zjisténa
byla zjisténa
nebyla zjisténa
byla zjisténa
byla zjisténa
byla zjisténa

nebyla zjisténa
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Tabulka 107

S100A-11 — vliv rozmraZeni/zamrazeni na stabilitu vzorku

Vzorek Povéet,cyklﬁ o Sérum (ug I') Plazrr‘1a Fpg 1" ‘
rozmrazeni/zamrazeni EDTA Citrat Heparin
1x 14,42 13,08 11,32 20,32
1 3x 17,54 14,40 13,24 22,30
5x 16,97 12,57 12,47 19,96
1x 4,71 2,08 3,37 9,66
2 3x 5,26 2,49 3,97 10,25
5x 4,49 2,21 3,52 8,11
1x 3,02 1,94 5,48 4,43
3 3x 3,29 2,16 5,72 4,70
5x 3,07 1,98 5,87 4,43

Tabulka 108

S100A-11 — vliv teploty a délky skladovani na stabilitu vzorku

Teplota a délka

Plazma (pg 1)

4 -1
Vazorek skladovéni Sérum (pg 1) EDTA Citrat Heparin
-80°C 2,98 1,80 2,38 4,72
1 2-8°C, 1 den 2,84 1,79 2,36 4,74
2-8°C, 7 dni 3,01 1,86 2,32 4,81
-80°C 6,15 4,13 5,58 18,76
2 2-8°C, 1den 5,82 3,87 5,54 18,44
2-8°C, 7 dni 6,03 4,13 5,54 19,33
-80°C 3,55 4,01 2,74 7,77
3 2-8°C, 1 den 3,57 4,03 2,80 7,78
2-8°C, 7 dni 3,66 4,09 2,66 8,20

123



Tabulka 109
S100A-11 — vliv matrice vzorku

Plazma (ug 1"

Vzorek Sérum (ug I'") — -
EDTA Citrat Heparin
1 3,93 4,56 4,89 7,53
2 5,63 3,98 4,86 8,88
3 2,59 1,47 2,12 4,48
4 3,25 3,71 2,46 6,85
5 2,62 1,51 3,12 4,96
6 2,35 1,75 2,22 3,17
7 11,34 9,78 8,49 14,51
8 4,56 2,13 3,32 8,62
9 3,07 1,91 5,14 4,51
10 2,91 2,14 2,66 4,98
Priumér 4,23 3,29 3,82 6,85
Primér plazma/sérum (%) 77,8 90,3 161,9
R’ 0,88 0,77 0,87

Sérum ®WEDTA plazma

citratova plazma

B heparinova plazma

—
W

S100A-11, pg I
=

9 10

11 12

vzorky

Obr. 28. Vliv matrice vzorku na koncentraci TFF-2, sloupcovy graf; jednotlivé

matrice jsou odliSeny barevné
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4.2 Ovéreni hypotéz a vysledki
experimentalnich studii v klinickych
pilotnich studiich

4.2.1 Osteokrin

Klinické testovani vysledku ziskanych stanovenim ELISA (1)

U sledovanych osob nebyly zjistény zadné souvislosti mezi hodnotami
koncentrace osteokrinu v séru a ostatnimi mefenymi ukazateli. Hodnoty osteokrinu
v séru se neliily ani podle pohlavi, podle vyskytu rezistence k inzulinu ani vyskytu
dyslipidemie (tab. 110).

Tabulka 110
Hodnoty osteokrinu u sledovanych skupin

Sledovany parametr” Primér Median Signifikace®
Muzi 1,8 1,2

Zeny 8,1 1,6 NS, p=0,56
Inzulinova rezistence ANO 2,1 1,4

Inzulinova rezistence NE 5,2 1,6 NS, p=0,6
Dyslipidémie ANO 2 1,5

Dyslipidémie NE 8,4 1,4 NS, p=0,4

* NS — nesignifikantni, p-hladina vyznamnosti, ° definice rezistence k inzulinu — na zakladé
hodnoty Quicki (jedinci s hodnotou pod 0,357 byli definovéani jako osoby s rezistenci
k inzulinu), definice dyslipidémie — do skupiny osob s dyslipidémii byli zafazeni jedinci
s minimaln¢ dvéma znaky ze tii (zvySena hodnota TAG, celkového cholesterolu nebo snizena
hodnota HDL cholesterolu), Do skupiny jedinci bez dyslipidémie byli zatazeni pouze jedinci
s normalni hodnotou celkového cholesterolu, HDL cholesterolu a TAG.

4.2.2 PEDF

Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA (2)

Vysledky méfeni u osob s metabolickym syndromem vykazovaly
abnormalni rozlozeni dat, vrozmezi od 4,7 mg I' do 32,5 mg 1", s medidnem
23,2 mg I"'. Koncentrace PEDF v séru se nelisila mezi muzi a Zenami (tab. 111).

Analyzou dat bylo zjisténo, ze koncentrace PEDF v séru koreluje s BMI
(r=0,32, p<0,01), CRP (1=0,33, p<0,01) a inzulinem (r=0,082, p <0,05). Jedinci
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s metabolickym syndromem (n=72) m¢li signifikantné zvySenou koncentraci PEDF
v séru oproti zdravym jedincim bez metabolického syndromu (bez piitomnosti
slozek metabolického syndromu, n=40), (median 15,6 mg I a 11,2 mg I', p<0,01).

Senzitivita a specificnost stanoveni koncentrace PEDF v séru
pro diagnostiku pfitomnosti MetSy byla 57,9 %, respektive 86,7 % pfi zvolené
cut-off hodnots 14,9 mg I"' (plocha pod opera¢ni kiivkou ROC 0,75; 95 % interval
spolehlivosti 0,55-0,87; LR +4,34), (obr. 29).

Tabulka 111
Laboratorni charakteristika zvoleného souboru osob s piitomnosti nebo bez
pritomnosti metabolického syndromu

Parametr Jednotka Primér SD Median
PEDF (celkem) mg 1! 16,4 8,2 132
PEDF (muzi) mg 1! 15,9 7,4 13,9
PEDF (Zeny) mg I 16,7 9,1 13,0
BMI kg m™ 31,1 4,7 29,8
CRP mg I 5,7 2,1 4,0
Inzulin 1! 16,7 5,7 16,9
Glukéza mmol 1! 6,1 32 6,3
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Obr. 29. ROC analyza pro stanoveni PEDF v séru u osob s metabolickym
syndromem

Multivariaéni analyzou bylo zji§téno, ze zadny z méfenych parametri
nebyl vyznamné nezavislym ukazatelem urcujicim koncentraci PEDF v séru.
Po adjustaci koncentrace PEDF v séru na BMI byla koncentrace PEDF vyznamné
vy$$i u osob s pfitomnosti slozek metabolického syndromu nez u zdravych osob.
Zjistili jsme vyznamnou korelaci mezi koncentraci PEDF v séru a poctem slozek
(kritérii) metabolického syndromu a tento vztah byl potvrzen provedenim frekvenéni
analyzy (> =62,1; p<0,01).

4.2.3 VILIP-1
Klinické testovani vysledku ziskanych stanovenim ELISA (3,4,10)
1. STUDIE (3)

Pfi klinickém testovani stanoveni koncentrace VILIP-1v séru i likvoru
bylo zjisténo, ze osoby s ischemickou cévni mozkovou piihodou (CMP) mély vyssi
hodnoty VILIP-1 nez osoby bez neurologického postizeni CNS (vSichni jedinci
s CMP méli hodnoty VILIP-1> 0,05 pg I"';p< 0,01), jedinci bez postizeni CNS méli
hodnoty <0,05 ug 1" (senzitivita 85,7%; specifi¢nost 100%; obr. 30).
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Obr. 30. Interaktivni bodovy diagram v ramci operaéni kiivky pro stanoveni
VILIP-1u osob s ischemickou CMP

II. STUDIE (4)

V dalsi klinické studii, ktera zahrnovala celkem 33 jedinct, ze kterych bylo
17 zdravych (kontrolni skupina) a 16 s CMP, nebyl nalezen signifikantni rozdil
v koncentraci VILIP-1 v séru nebo likvoru u zdravych osob (koncentrace VILIP-1
v séru muzi/Zeny: 0,03/0,02 pg I, p=0,8; koncentrace VILIP-1 v likvoru muZi/zeny:
0,08/0,06 pg 1", p=0,55) ani ve skuping osob s mozkovou mrtvici (koncentrace VILIP-
1 v séru muzi/zeny: 0,64/2,5 pug I, p =0,35; koncentrace VILIP-1 v likvoru muZi/zeny:
0,23/0,12 ug I, p=0,07).

Byly nalezeny signifikantni rozdily v koncentraci VILIP-1 v séru i likvoru
mezi skupinou zdravych a skupinou s mozkovou mrtvici: vséru 0,03/ 1,78 pg 17,
p <0,01 av likvoru 0,07/0,16 pg I p<0,01; (tab. 112, obr. 31), Senzitivita i specificnost
stanoveni koncentrace VILIP-1 v séru pro klinickou diagnostiku mozkové mrtvice byla
100%.

Sérové hladiny VILIP-1 souvisely s koncentraci ApoA-I (= -0,23, p =0,02),
s indexem ApoA-I likvor/sérum (= -0,23, p=0,04) a koncentraci VILIP-1 v likvoru
(r=0,4;p<0,01).
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Tabulka 112
Porovnani vysledki méfeni mezi skupinou zdravych pacientt (0) a s mozkovou mrtvici (/)

Vysetieni 0 - Diference ! -
Primér SD Median Primér SD Median
CSF_ALB 446,4 368,6 3559 p=0,08, NS 286,8 150,1 232,6
CSF_APOA 59 3 5,1 p=0,20, NS 52 3,7 4
CSF_ApoB 1,6 0,4 1,5 p=0,23, NS 1,8 1,6 1,5
CSF_BAM 795,6 2254 799,7 p=0,18, NS 876,7 271,7 893,5
CSF_CLUS 7008,4 3921,6 6151 p=0,71, NS 6430,5 2238,1 7297,5
CSF_CRP 129,8 309,6 14,7 p=0,95,NS 88,4 2229 18,3
CSF_CysC 52 0,8 5,1 p=0,71, NS 55 2,1 5,7
CSF_FIBR 4,4 0,9 4,1 p=0,93, NS 43 0,5 4,4
CSF_Hap 4,5 83 2.4 p=0,06, NS 2 2,4 0,9
CSF_IGA 5.4 3,5 4,7 p=0,51,NS 6,1 33 6,4
CSF_IGG 46,4 24,7 39,5 p=0,39, NS 53,6 23,2 63,8
CSF_IGM 2,1 5 0,6 p=0,95, NS 0,8 0,6 0,6
CSF_ORM 10,5 7 8,7 p=0,24, NS 8,5 6,2 6,9
CSF_PREA 18,6 2 18,1 p=0,58, NS 18,9 2,1 18,5
CSF_TAU 240,3 85,5 231 p=0,15,NS 399,3 3824 282
S ALB 42,7 4,9 43 p=0,09, NS 39,9 5,6 40
S_APOA 1,2 0,2 1,2 p=0,30, NS 1,1 0,3 1,1
S APOB 1 0,3 1 p=0,89, NS 1 0,3 1
S_CLUS 6954,5 2148,2 68974 p=0,49, NS 7123,5 2432 7011,9
S CRP 34,7 73,9 43 p=0,29, NS 12,5 19,1 5.4
S_CYST 0,9 0,2 0,9 p=0,15,NS 1,1 0,2 1
S Hap 1,8 1,2 1,6 p=0,15, NS 1,3 0,5 1,3
S_IGA 2,1 0,7 2 p=0,10, NS 3 1,2 2,8
S_IGG 89 2,8 8,2 p=0,30, NS 11,4 4,7 11,8
S IGM 1,1 0,5 1 p=0,61, NS 1,3 1 0,9
S_PREA 0,3 0,1 0,3 p=0,78, NS 0,3 0,1 0,3
S ORM 1,1 0,4 1 p=0,18, NS 0,9 0,3 0,9
S_ VILIP-1 0,03 0,03 0,02 p<0,01, VS 1,8 3,6 0,8
Ind PREA 81,6 40,1 67,6 p=0,69, NS 82,7 38,2 68,5
Ind ALB 10,6 8,6 7,8 p=0,13,NS 7,5 5 6
Ind ApoA 5,1 2,6 4,6 p=0,24, NS 5 4,6 3,6
Ind_ApoB 1,7 0,6 1,5 p=0,91, NS 2,2 2,6 1,5
Ind CLUS 0,9 0,2 0,9 p=0,84, NS 0,9 0,6 0,8
Ind_CRP 6,9 6,4 4,7 p=0,73, NS 9,1 8,9 4
Ind_CYST 5,7 1,7 5,8 p=0,57,NS 5,1 2 53
Ind_HP 1,9 1,8 1,3 p=0,90,NS 2 3,7 0,9
Ind IGA 2,5 1,5 2,1 p=0,81,NS 2,1 1,1 2
Ind IGG 5,7 3,6 4.8 p=0,76, NS 4,9 2,6 4.8
Ind_ PREA 81,6 40,1 67,6 p=0,69, NS 82,7 38,2 68,5
Ind ORM 9,5 4.4 8 p=0,72, NS 9,1 52 82
Ind_VILIP-1 4,73 6,5 2,6 p<0,01, VS 0,2 0,27 0,07
Csf_VILIP-1 0,07 0,05 0,07 p<0,01, VS 0,16 0,15 0,1

CSF _x =méfeno v likvoru; S x = méfeno v séru; SD=smérodatna odchylka; 4LB=albumin;
APOA=ApoAl; ApoB=ApoB; BAM=beta amyloid; 74 U=tau-protein; CLUS=clusterin; CRP=C-

reaktivni protein; CysC/CYST=cystatin C; Fibr=fibrinogen; Hap=haptoglobin;

1GA=imunoglobulin A; /GG=imunoglobulin G; /GM=imunoglobulin M; ORM=orosomukoid;
PREA=prealbumin; VILIP-1=Visinin like protein I, p=hladina vyznamnosti, NS=nesignifikantni,

VS=signifikantni, /nd=pomér CSF/S
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Obr. 31. Interaktivni bodovy diagram v ramci opera¢ni kiivky pro stanoveni
VILIP-1 v séru u osob s ischemickou CMP

4.2.4 SCGN

Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA (11,12)

Vramci prvni ¢asti pilotni studie byla vramei klinického ovéteni
diagnostické efektivity za pomoci ROC analyzy pro stanoveni SCGN v séru
u pacientl s kraniotraumatem urcena pfi cut-off hodnoté 96 ng/l senzitivita 85%
a specifi¢nost 89 %; plocha pod operacni kiivkou ROC byla 0,87 (p <0,01)
(mediany 25 vs. 194 ng I'"). Diagnosticka efektivita se nelisila mezi stanovenim
S100 a SCGN, byla v§ak vyznamné vyssi nez u pNF-H, GFAP i Hsp70 (p<0,05).

Vramci druhé casti pilotni studie byly stanoveny referenéni hodnoty
u fyziologickych zdravych novorozencti (99 % interval spolehlivosti 5-64 ng 17,
pramér 29,5 ng 1", normalni rozloZeni dat). Nebyla nalezena souvislost mezi Apgar-
skore ani pH krve.

4.2.5 DKkk-1

Klinické testovani vysledkii ziskanych ELISA stanovenim (5,13)
U sledovanych probandd byly nalezeny vyznamné rozdily mezi
koncentracemi Dkk-1 v séru podle pfitomnosti osteopordzy (tab. 113). Vyznamnost
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rozdili pfetrvavala i po adjustaci na pohlavi, vék a dalsi sledované parametry.
Efektivita testu pro klinické ucely byla uspokojiva (plocha pod operacni kiivkou ROC
0,92; 95% interval spolehlivosti 0,78-0,99; senzitivita 78%, specificnost 100 %,
pozitivni prediktivni hodnota 100% pii hodnoté Dkk-1 > 3,86 pg l'l) (obr. 32).
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Obr. 32. ROC analyza pro stanoveni Dkk-1 v séru u pacientl s osteopordzou

Tabulka 113
Hodnoty Dkk-1 v ug I"'u sledovanych pacienti dle ptitomnosti osteoporézy

Stav X Median SD Normalita P
Osteoporodza 4,79 5,02 1,1 Ano <0,01
Normalni kostni densita 2,79 2,61 0,75 Ano -

4.2.6 Chemerin
Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA(9,14)

Ve skupiné zdravych jedincti (n=50, 26 muzti a 24 Zen) nebyl zjiStén
statisticky vyznamny rozdil v koncentraci chemerinu v séru mezi muzi a Zenami
(tab. 114).
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Tabulka 114
Koncentrace chemerinu v séru v pg 1 zdravych jedincti v zavislosti na pohlavi

Parametr chemerin (primeér) chemerin (median) SD P
zeny + muZi 186 192,5 25,7 -
zeny 196,7 209 28,3 -
muzi 171,2 167 11,9 0,09

Ve skupiné jedincti s vysokym rizikem MetSy byla zjisténa vyznamné
zvySend koncentrace chemerinu v séru v porovnani s jedinci bez pfitomnosti MetSy
nebo zdravymi jedinci (nenormalni rozlozeni dat; median 266, 230, 192,5 pg 1,

p <0,01) (tab.115).

Pfi hledani souvislosti mezi méfenymi ukazateli byly nalezeny vyznamné
korelace mezi koncentraci chemerinu v séru a vékem probanda (r=0,23; p<0,01),
chemerinem a glukézou (r=0,23; p<0,01), chemerinem a HDL cholesterolem
(r=-0,19; p<0,01), chemerinem a triacylglyceroly (1=0,22; p<0,01), chemerinem

a systolickym/diastolickym krevnim tlakem (r=0,40, p<0,01; r=0,24, p<0,01).

132



Tabulka 115

Biochemické parametry u jedinct s MetSy (#=59) a bez ptitomnosti MetSy (n=122)
(data v tabulce jsou uvedeny jako medidan (primer + SD)

hladina

Parametr pacienti s MetSy pacienti bez MetSy vyznamnosti
p

Adiponektin (mg ™) 10,80 (11,80+7,20) 10,0 (12,80+7,50) 0,71
Vek (roky) 62,0 (62,40+11,90) 64,0 (63,50+12,20) 0,57
ALT (ukat I'") 0,48 (0,55+0,30) 0,48 (0,61+0,72) 0,85
AST (ukat 1) 0,50 (0,55+0,22) 0,49 (0,62+0,7) 0,96
BMI (kg m*) 31,20 (30,60+4,60) 27,10 (28,0+4,42) <0,01
CK (ukat I'") 1,60 (2,35+2,37) 1,93 (2,28+1,40) 0,09
Glukéza (mmol I'") 8,40 (9,05+23,89) 5,55 (6,26+2,50) <0,01
HDL (mmol ") 1,16 (1,20+0,30) 1,49 (1,53+0,37) <0,01
HOMA (-) 3,97 (4,27+2,64) 4,1(4,39+2,78) 0,94
Chemerin (ug 1) 266,0 (285,0+80,70) 230 (228,90+41,10) <0,01
Cholesterol (mmol 1) 4,90 (8,20+4,22) 5,2 (8,60+4.,9) 0,13
Insulin (kTU I™") 10,60 (10,93+6,97) 10,5 (12,47+8,2) 0,6
Kys mo&ova (umol 1) 354,0 (358,0+101,7) 319,5 (321,3+73,5) <0,01
LDL (mmol 1) 2,71 (2,83+0,74) 2,86 (2,96+0,77) 0,27
Quicki (-) 0,51 (0,56+0,18) 0,53 (0,63+0,22) 0,2
TK-diastol (Hg/mm) 80,0 (83,1+4,73) 80,0 (80,74+3,7) <0,01
TK-systol(Hg/mm) 135,0 (136,0+6,94) 130,0(131,0+3,90) <0,01
TAG (mmol 1) 2,06 (2,24+0,98) 1,38 (1,61+0,84) <0,01
obvod pasu (cm) 101,0 (98,86+10,8) 90,0 (92,80+15,10) <0,01
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ROC analyzou byla uréena diagnosticka efektivita stanoveni chemerinu
v séru pro diagnostiku pfitomnosti MetSy. Bylo zjisténo, Ze pti hodnoté cut-off
chemerinu 240 pg I ma stanoveni senzitivitu 75 % a specificitu 67 % (plocha
pod operaéni kiivkou ROC 0,75; 95 % interval spolehlivosti 0,68-0,81; LR +2,22)
(obr. 27). Soucasné bylo porovnanim ROC zjisténo, Ze stanoveni chemerinu ma pro
diagnézu MetSy vyssi diagnostickou efektivitu nez stanoveni adiponektinu (p<0,01).
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Obr. 33. ROC analyza pro stanoveni chemerinu v séru u osob s metabolickym
syndromem

Déle byla u pacienti s MetSy provedena stratifikace koncentrace
chemerinu v séru podle jednotlivych komponent pfitomnych u MetSy (0, 1, 2, 3
avice nez 4). Koncentrace chemerinu je uvedena jako median (pramér + SD):
0=210,0 (193,1 + 40,1) pg I';7= 231,0 (224,9 + 45.5) ug I';2=230,0 (235,7 +
35,9) ng 1":3=249,5 (251,6 + 47,2) pg I"';4=341,5 (388,5 + 122,2) pg I'' (obr. 28).
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Chemerin

Obr. 34. Koncentrace chemerinu v séru v pg 1! stratifikované podle potu
komponent metabolického syndromu

Byla nalezena vyznamna pozitivni souvislost mezi koncentraci chemerinu
v séru a poctem kritérii pro diagnostiku metabolického syndromu a tato shoda byla
potvrzena provedenim chi kvadrat testu (x* = 66,5, p<0,01, data nejsou uvedena).

4.2.7 PSP-94

Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA(15)

Pii klinickém testovani stanoveni koncentrace PSP-94 v séru bylo
vysetieno celkem 121 muzd, u kterych byl stanoven PSP-94, PSA, volny PSA v séru
a zaroven byla odebrana anamnéza a provedeno sonografické vySetfeni prostaty.
Vyhodnocenim dat bylo zjisténo, ze 49 osob nemélo zadné onemocnéni prostaty,
27 mélo chronicky zanét prostaty a 45 bylo aktualné po radikalni prostatektomii
(RAPPE) pro karcinom prostaty. Hodnoty PSP-94 v séru souvisely s koncentraci
PSA avolného PSA vséru (r > 0,41, p<0,01). Osoby po RAPPE mély nejnizsi
hodnoty PSA, nicméné v hodnotach PSP-94 se testovani pacienti vyznamné nelisili
(16 vs, 20 vs, 11,8 pg I''; zdravi, prostatitis, stp RAPPE), i kdyZ jedinci po RAPPE

svwr

v séru se nepodafilo prokazat.
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4.2.8 TFF

Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA(16,24)

Do studie bylo zahrnuto celkem 44 Zen, z nichz 30 bylo bez karcinomu
endometria a 14 Zen s diagnozou karcinomu endometria.
Bylo zjisténo, ze zeny s karcinomem mély vyznamné zvysené sérové hodnoty TFF-3
(TFF-3:2,7 vs. 1,0 pg I, p<0,05).

Ve skupin€ zen s karcinomem endometria nebyl zjistén vyznamny rozdil
v koncentracich Ca-125, TFF-1, TFF-2 a AIF-1.

4.2.9 S100A-11

Klinické testovani vysledkii ziskanych stanovenim ELISA(24)

Do studie bylo, stejné jako v pfedchozim pilotnim projektu, zahrnuto
celkem 44 Zen, z nichz 30 bylo bez karcinomu endometria a 14 Zen s diagnézou
karcinomu endometria. Bylo zjisténo, ze zeny skarcinomem mély vyznamné
zvyiené sérové hodnoty S100A-11 (S100A-11: 7,2 vs. 4,2 pg I'!, p<0,01).

Ve skupin€ zen s karcinomem endometria nebyl zjistén vyznamny rozdil
v koncentracich Ca-125, TFF-1, TFF-2 a AIF-1.

Na zaklad¢ vysledkd regresni analyzy (data nejsou uvedena) bylo, jako
ukazatel prvni volby pfi diagnostice karcinomu endometria, doporueno vyuZzit
ze vSech parametrll pouze stanoveni sérové koncentrace S100A-11.
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5. Diskuse

V dnesni dobé je dostupna fada metod pro analyzu proteind (antigend,
protilatek). Patii zde naptiklad metody s isotopovou (radioaktivni), enzymatickou,
fluorescenéni, luminiscenéni detekci nebo jejich modifikace.

Z naseho pohledu a vzhledem k ptfedpokladanému ucelu jsme vyvinuli
metodu zaloZzenou na enzymatické detekci. ELISA patfi mezi heterogenni analyzy
s nutnosti separace nenavazané frakce od vdzané. V nasem piipad¢ jsme zvolili
ELISA metodu v sendviovém uspofadani s imobilizovanou primarni protilatkou,
sekundarni protilatkou znaCenou biotinem a enzymem Konjugovanym se
streptavidinem. Velkou vyhodou této techniky je, Ze nemusi byt k dispozici znaceny
Cisty antigen. Dal$i vyhodou je vysoka citlivost a snadna optimalizace, nebot’ pevna
faze se protilatkou nasyti a nemusi se stanovovat jeji optimalni koncentrace.
V neposledni fadé je vyvoj ELISA z pohledu souctu provoznich a investi¢nich
nakladti vyhodna i pro relativné malé firmy. RIA metody omezuje jednak nutnost
zachazeni s radioaktivnim materidlem a také v porovnani s ELISA nedosahuji
dostatecné citlivosti a tim i kvantifikovatelnosti méfeni. Z finan¢niho hlediska bylo
nevhodné pro vyvoj pouzivat metody zalozené na detekci fluorescence (napft.
MEIA), vzhledem k vysoké cené pofizeni licenéniho povoleni (Luminex). V ramci
klinického vyzkumu maji velky potencial i metody zalozené na bioCipové
technologii nebo multiplexova analyza. Jde o relativné nové metody, které nachazeji
své uplatnéni zejména v klinickém vyzkumu napf. pro analyzy onkologickych,
kardiologickych, endokrinologickych, kostnich, serologickych, metabolickych
a toxikologickych markerd, cytokind, rdstovych faktor a dal$ich. V porovnani
s ELISA metodami patii mezi nejvétsi vyhody téchto technologii zejména moznost
stanoveni velkého poCtu analytl soucasné, a tedy se stejnou preanalytickou fazi,
z malého objemu vzorku. Moznost ziskani velkého mnozstvi dat z jedné analyzy,
mize byt vyhodné pti hledani idealnich biomarkert, respektive jejich kombinaci,
napiiklad v oblasti onkologického vyzkumu. Pravdépodobné za nejvétsi omezeni
této technologie, které brani jejimu eventuadlnimu rozsifeni do klinické praxe lze
povazovat nutnost tvorby panelll vySetfeni, aby bylo maximalné¢ vyuzito potencidlu
této analyzy tzn. moznosti stanovit z jednoho pacientského vzorku vice analytickych
parametr souc¢asné a nutnost kompromisu pii hledani vhodného materidlu (sérum-
plazma) pro stanoveni metod v ramci sestaveného panelu (Rabia H: 2010;
Rubenstein K: 2010). Za dal§i nevyhodu lze povazovat i nemoZznost provadéni
statimovych vySetieni z diivodu potfeby nasbirani série vzorkt, i kdyz toto omezeni
plati i pro ELISA. V posledni dobé 1ze u vyrobct bio¢ipovych technologii objednat
panel vysetfeni dle pozadavki zékaznika, coz do uréité miry eliminuje hlavni
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nevyhodu téchto technologii. Nékteré z nami méfenych molekul, jako napiiklad
TFF-3, chemerinu, SI00A nebo Dkk-1 lze jiz stanovit s vyuzitim bioCipové
technologie (napfiklad Randox).

V ramci hledani moznosti stanoveni novych molekul pro laboratorni diagnostiku
vybranych onemocnéni jsme se z vySe uvedenych divodu zaméfili na vyvoj nového
ELISA testu, pomoci né¢hoz bychom byli schopni stanovit jejich koncentraci v séru,
plazmé nebo likvoru.

Pfi navrhu testu jsme vychazeli z dostupnych odbornych informaci
popisujicich vlastnosti téchto molekul, znalosti jejich exprese v rznych tkanich
i hypotézy o jejich mozném klinickém vyuziti. Pfi vyvoji a prvotnim nastaveni testu
jsme se inspirovali i odbornymi reserSemi popisujicich obecné postupy pro méieni
cytokind metodou ELISA. V dobé vyvoje ELISA souprav nebyla na trhu dostupna
7zadna validovana ELISA souprava jiného vyrobce, proto jsme pii tvorbé planu
pro ovéfeni analytickych charakteristik ELISA souprav vychazeli z doporuceni
CSKB pro provadéni validace a verifikace analytickych metod v klinickych
laboratofi (Friedecky B: 2011) a ze standardl (vnitfni norma v systému fizeni)
spolupracujici komeréni spolecnosti, kterd vyviji diagnostické ELISA soupravy pro
védu a vyzkum (www.biovendor.com).

Pii vyvoji novych testi ELISA se ve vétSiné piipadd netestuji vSechny
teoretické kombinace (napiiklad vSechny kombinace pouziti roztoki, kombinace
vazebnych protilatek a konjugatti atd.), ale na zakladé¢ ocekavanych koncentraci
stanovovaného analytu ve vzorku, se voli vstupni nastaveni a koriguji se pouze ty
parametry, které jevi nejvétsi zménu vysledného signalu pfi relativni zméné zvolenych
parametrl (nejcastéji jde o mnozstvi protilatky na mikrotitracni desce, koncentrace
konjugétu, inkubacni Cas a teplota a koncentrace aktivni slozky v fedicim/stabilizac¢nim
roztoku). Az ve druhé fazi testovani se voli kalibracni rozsah a stupeil fedeni vzorku.

V ramci této disertacni prace jsme vyvinuli a optimalizovali diagnostické
soupravy pro stanoveni koncentraci vybranych molekul: VILIPu-1, sekretagoginu,
chemerinu, PEDF, PSP-94 a TFF-1/2/3, Dkk-1 a SI00A-11. Pfi ovéfovani funk¢nosti
ELISA souprav jsme testovali jejich vybrané analytické charakteristiky podle predem
pfipraveného valida¢niho planu. Zjistili jsme, ze vSechny nami vyvinuté ELISA
soupravy mély uspokojivé analytické charakteristiky. Pokud jsme pfi testovani vlivu
matrice vzorku (sérum, plazma) na vysledek mefeni porovnavali pomér praimérnych
koncentraci daného analytu v plazmé k jeho koncentraci v séru, zjistili jsme, Ze v
ptipadé stanoveni Dkk-1 a SI00A-11 je vhodnéjsi pouzivat jako material pouze sérum,
coz neovliviiuje jejich uvazované pouziti v praxi. Potenciondlni klinickou
diagnostickou vyuzitelnost ELISA souprav jsme ovéfili v deviti klinickych studiich.
Na zékladé poznatki, vyplyvajicich zprovedenych klinickych studii a z toho,
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ze vétsina z nové vyvinutych ELISA souprav nasla uplatnéni na fadé pracovist, se
domnivame, ze by mohlo jit onezavislé a potencidlni ukazatele vyuzitelné nejen
ve védeckych studiich, ale pravdépodobné i pii diagnostice vybranych onemocnéni
hromadného vyskytu.

5.1 Osteokrin

V nasi praci jsme sestavili ELISA test pro stanoveni koncentrace Osteokrinu
a snazili se v ramci pilotni studie ovéfit jeho funkei v klinické praxi. Z nasich vysledka
vyplynulo, ze u sledovanych osob nebyly zjistény zadné souvislosti mezi hodnotami
Ostn a ostatnimi métenymi ukazateli. Hodnoty Ostn se neliSily ani podle pohlavi,
podle vyskytu rezistence k inzulinu ani vyskytu dyslipidemie. Nebyly tedy potvrzeny
hypotézy o souvislosti mezi koncentraci Ostn v séru a antropometrickymi
i laboratornimi ukazateli energetického a glukdzového metabolismu, respektive o jeho
mozném vyuziti v laboratorni diagnostice nejcastéjSich poruch energetického
metabolismu (obezita, metabolicky syndrom) (1).

5.2 PEDF

PEDF produkovany adipocyty je ve zvysené mife exprimovan u obéznich
jedinct, u osob s metabolickym syndromem a u pacientl s diabetem mellitem 2. typu.
V posledni dobé je uvazovana jeho funkce pfi rozvoji inzulinové rezistence
(Crowe Set al: 2009). PEDF totiz zvySuje lipolyzu v adipocytech a podili se
na akumulaci lipidd ve svalech av jatrech, coz je nasledné spojeno se vznikem
inzulinové rezistence (Crowe S et al: 2009). Gattu a kolektiv ve své praci zjiSt'ovali,
zda-1i koncentrace PEDF v séru souvisi se stupném inzulinové rezistence u obéznich
osob. Zjistili, ze vzestup sérové koncentrace PEDF je spiSe spojen s inzulinovou
rezistenci nez s mnozstvim tukové tkané, na zakladé cehoz vyslovili hypotézu,
ze stupenn exprese PEDF té€sné souvisi srozvojem inzulinové rezistence
(Gattu AK etal: 2012). PDEF by mohl byt také potencionalnim ukazatelem
postprandialni hyperlipidémie, jelikoz bylo zjisténo, ze koncentrace PEDF v séru
byla nezavisle spojena s koncentraci apoB-48 (Tahara N et al: 2012).

Zvysené hodnoty PEDF u obéznich jedinci s rezistenci na inzulin byly nalezeny,
nezavisle na pohlavi, i u détské populace (Sunderland KL et al: 2012).

hypotéza, ze zvySené plazmatické hladiny PEDF nalezené u diabetiki
s mikrovaskularnimi komplikacemi maji pravdépodobné u téchto osob protektivni
uéinek. Je mozné, Ze zvySujici se koncentrace PEDF by mohla spiSe nez
patofyziologickym faktorem byt privodnim jevem metabolického syndromu
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(Liu X et al: 2013). Tuto hypotézu potvrzuje i nedavno prezentovana studie, ve které
bylo sledovano nékolik desitek hemodialyzovanych pacientt. Bylo prokazéano,
ze snizeni hodnoty PDEF jsou nezavislym rizikovym faktorem kardiovaskularni
i celkové mortality (Terawaki H et al: 2013). S tim nezavisle souvisi i dalsi studie,
ktera prokazala, ze PEDF ma antiagrega¢ni uéinky (Yamagishni S et al: 2010).

Recentni data uvadi skuteCnost, ze PEDF vede kaktivaci PPARy.
Na zaklad¢ téchto informaci vznikd doménka, ze PEDF by mohl byt potencionalni
cilovou molekulou pro terapii cévnich proliferativnich chorob (Wang SH et al: 2012).

Vramci nasi prace jsme potvrdili, ze koncentrace PEDF v séru souvisi
u kavkazské populace (stejné jako u jinych etnik) sparametry a pfitomnosti
metabolického syndromu. Na zakladé nasi pilotni studie jsme vyslovili doménku,
7ze PEDF by mohl byt nezavisly ukazatel pfitomnosti metabolického syndromu.
Zavérem lze fici, ze koncentrace PEDF v séru je zvySena u pacientl s metabolickym
syndromem a mohlo by jit zdiagnostického hlediska o potenciondlni ukazatel
pritomnosti a snad i zdvaznosti metabolického syndromu (2).

5.3 VILIP-1

Nedavno byly prezentovany pilotni studie, které popisuji vyuziti stanoveni
koncentrace VILIP-1 v likvoru (indexu VILIP 1/Amyloid-p (1-42) v diagnoze
neuronalniho poskozeni a zejména rozliSeni mezi Alzheimerovou demenci (AD)
a demenci zpisobenou Lewyho télisky (DLB). Koncentrace VILIP-1 v likvoru byla
vyznamné zvysena u pacientli s AD v porovnani s pacienty s diagnézou DLB nebo
zdravymi jedinci. Na zadkladé téchto nalezi byla prezentovana hypotéza
o potencionalni moznosti vyuziti stanoveni koncentrace VILIP-1 v likvoru a pomeéru
VILIP 1/Amyloid-f (1-42) pro detekci a diferencialni diagnostiku AD (Luo X et al:
2013; Tarawneh R etal: 2012). Toto tvrzeni podporuje i nalez jinych autord, ktefi
prokazali, ze koncentrace VILIP-1 v likvoru souvisi s koncentraci fosforylovaného
T —proteinu (181P) v likvoru (Luo X et al: 2013). Koncentrace VILIP-1 v likvoru také
souvisi s neuronalni atrofii v ¢asnych stadiich AD a proto by mohlo byt jeji stanoveni
pouzito jako prediktivni ukazatel eventudlniho poSkozeni kognitivnich funkeci
u zdravych jedinct (Tarawneh R et al: 2012; Hasegawa S et al: 2013). V ramci nasi
pilotni studie s nové vyvinutou ELISA soupravou byl potvrzen predpoklad, Ze pacienti
s mozkovou piithodou maji vys$si hodnoty VILIP-lvséru i likvoru neZz osoby
bez neurologického postizeni. Nami publikované vysledky tedy podporovaly tehdejsi
hypotézu, ze VILIP-1 by mohl byt efektivnim sérovym diagnostickym ukazatelem
ptitomnosti mozkové piihody (3,4). Mezi nejvétsi omezeni této studie patii systém
vybéru kontrolni skupiny zdravych osob. Definice kontrolni skupiny tzv. zdravych
jedincu totiz nevyluCuje ptitomnost méné vyznamného poskozeni nebo onemocnéni
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CNS u kontrolniho souboru. Jak bylo totiz uvedeno vySe a publikovano pozdéji,
po nasi préaci, koncentrace VILIP-1 souvisi s neurodegenerativnimi
a neurodestrukénimi ukazateli CNS. Hlavnim tGcelem této pilotni studie bylo pouhé
zjisténi patofyziologého vztahu mezi koncentraci VILIP-1 (pfedevsim v séru) a jinymi
ukazateli, a také hledani souvislosti mezi poskozenim mozkové tkané ischemickou
CMP a koncentraci tohoto proteinu v séru i likvoru. Ur€eni faktu, jestli je VILIP-1
nezavisly a specificky ukazatel poskozeni CNS nebo nezavisly ukazatel mozkové
ischemie, pfesahuje ramec této studie z divodu omezeného poctu testovanych osob,
nicméné nase vysledky potvrzuji, Ze koncentrace VILIP-1 v séru by mohl byt slibny
ukazatel poskozeni CNS. Nejvice si na této praci cenime prioritniho zjisténi dostatecné
efektivity stanoveni tohoto proteinu v séru; odbér likvoru je na rozdil od venepunkce
zatizen vyznamné vyS$im rizikem a neni standardni diagnostickou procedurou
u pacientll s podezifenim na mozkovou piihodu (3,10).

54 SCGN

SCGN je ve zvySené mife exprimovan neuroendokrinnimi butikami a ma
neuroprotektivni U¢inky pii neurodegenerativnich onemocnénich mezi néz patii
naptiklad Alzheimerova demence (Kosaka K et al: 2013).

V ramci prvni ¢asti naSeho projektu a pilotni studie s ovéfenim diagnostické
efektivity stanoveni koncentrace sekretagoginu v séru pomoci nové vyvinuté ELISA
metody jsme zjistili, Ze se koncentrace SCNG u pacienti s kraniotraumatem nelisila
v porovnani se stanovenim koncentrace S100, byla vSak vyznamné vyssi nez
u stanoveni koncentrace pNF-H, GFAP i Hsp70. Prakticky si tedy tuto skute¢nost
vysvétlujeme tak, ze tento ukazatel neni diagnostiky pfinosnéjsi u uvedené skupiny
pacientl nez stanoveni jinych zavedenych parametrd (S100).

V ramci vysledkti druhé ¢asti naSeho projektu jsme v ramci pilotni studie definovali
referen¢ni meze u zdravych fyziologickych novorozenci.

Jelikoz jsme nenalezli zadné souvislosti s dalSimi stanovenymi parametry, chteli
bychom v budoucnu ovéfit mozné vyuziti stanoveni tohoto proteinu ke sledovani
nékterych mozkovych funkei u nezralych novorozenct, kdy je stavajici diagnostika
zatizena potencialné vysokou chybovosti. Na tomto projektu dale pracujeme (11,12).

5.5 Dkk-1

Informace o vyznamu Dkk-1 jsou rozporuplné, protoze nékteré autorské
skupiny nenalezly vztahy mezi Dkk-1 v séru, parametry kostniho obratu a stavem
kostni hmoty (Cejka D et al: 2011; Bodine P V: 2008; Pecina-Slaus N: 2010); jini
autofi vSak prokazali, ze produkce tohoto parametru souvisi s kostnim metabolismem.
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Soucasné byla publikovéna prace, ktera uvadéla, Ze osoby se snizenou kostni hmotou
by mohly mit hladinu Dkk-1 v séru zvySenou, napiiklad u pacientti s Pagetovou
chorobou, kde se koncentrace Dkk-1 v séru (spole¢né s expresi sklerostinu) vyznamné
zvysuje. Toto zvySeni bylo nezavislé na pohlavi a véku a nekorelovalo s aktivitou
alkalické fosfatazy (Michael J et al: 2009; Beauregard M et al: 2013).

Zda se, ze osoby s vyssi koncentraci Dkk-1 (n€kdy jsou uvadény hodnoty
kolem 22,6 g I"") maji horsi prognézu priibshu nemoci a preziti nez pacienti u nich¥ je
koncentrace Dkk-1 v séru niz$i nez uvedena hodnota (Jiang T et al: 2013). Vysoké
hodnoty Dkk-1 v séru lze obecné povazovat za prognosticky ukazatel (Jiang T et al:
2013).

Vzhledem k tomu, Ze v dobé ucasti na uvedeném projektu nebyly cilené
sledovéany ani popsany souvislosti mezi Dkk-1 a parametry kostniho obratu ¢i kostni
denzitou v nékolika lokalitdch, vyjadienou jako T skoére, bylo pro nas zajimavé
dilezité zjisténi, ze v ramci pilotni klinické studie byly u sledovanych pacientti
nalezeny vyznamné rozdily mezi hodnotami Dkk-1 podle pfitomnosti osteopordzy.
Vyznamnost rozdili pfetrvavala i po adjustaci na pohlavi, vék a dalsi sledované
parametry. Na zakladé naSich ndlezi se domnivame, ze pfi pouziti uvedené
diagnostické soupravy by mohlo byt stanoveni koncentrace Dkk-1 v séru potencialnim
pomocnym ukazatelem, ktery by mohl byt vyuzit pro diagnostiku osteopordzy. Nase
hypotéza v§ak musi byt potvrzena nezavislymi multicentrickymi studiemi (5, 13).

5.6 Chemerin

Na zaklad¢ novych poznatkii se ptedpoklada, Ze bila tukova tkan slouzi jednak
jako primami zdroj sekrece chemerinu a zaroven jako cil autokrinniho/parakrinniho
pisobeni chemerinu. Zéasadni role chemerinu a jeho receptoru je regulace adipogeneze a
metabolické homeostazy v adipocytech mysi i lidi (Goralski K B et al: 2007).

Exprese chemerinu u neobéznich lidi bilou tukovou tkani je daleko vyssi nez
hnédou tukovou tkani (Goralski K B et al: 2007). Chemerin a jeho receptor z velké
¢asti potlacuji diferenciaci adipocytl. Z tohoto diivodu hraje chemerin dilezitou roli
v Casné fazi regulace diferenciace a rustu adipocytt. Tato regulace muze nasledné vést
k nizsi expresi perilipinu, GLUT4 (inzulinem regulovany transportér pro glukozu),
adiponektinu a leptinu zralymi adipocyty. Cirkulujici chemerin je povazovan za novy
adipokin, ktery muize ovliviiovat glukézovou toleranci a hyperlipidémii ve vztahu
k obezité, diabetu mellitu a kardiovaskularnim onemocnénim (Yamamoto T et al: 2010).
Nedavno byly hledany souvislosti mezi koncentraci chemerinu v séru a ischemickou
chorobou srdecni (ICHS); bylo zjisténo, Ze chemerin souvisi s vyskytem ICHS, jakoz i se
zavaznosti koronarnich 1ézi (Aronis K N et al: 2014).

Soucasné bylo, stejné jako v nasi studii potvrzeno, Ze chemerin souvisi s hodnotou
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BM], inzulinovou rezistenci, krevnim tlakem, koncentraci triacylglycerolii a negativné
koreluje s koncentraci adiponektinu a HDL cholesterolem (Aronis N K et al: 2014).
Jina studie potvrdila, ze zvySena hladina chemerinu byla nalezena u jedinct
s centralnim typem obezity a u pacientd s nealkoholickou steatohepatitidou
(Roman AA et al: 2012). Pfi hubnuti dochazelo ke snizeni exprese chemerinu
buikami tukové tkané a ke snizeni koncentrace cirkulujiciho chemerinu v krvi
(Chakaroun R et al: 2012). Bylo zjisténo, ze hladinu chemerinu také nepiimo
ovliviiyje intenzita fyzické zatéze (Polyzos S A et al: 2014).

Na nasi pilotni studii si cenime faktu, ze jsme jako jedni z prvnich
upozornili na paradoxni vztah mezi metabolickym syndromem a jeho parametry
a koncentraci chemerinu. Nase nalezy byly béhem let opakované citovany a bylo
jich vyuzito pii hledani novych vychodisek v ramci jinych studii.

Vramci naseho projektu byla na skupiné jedinci s vysokym rizikem
metabolického syndromu zjisténa vyznamné zvysSena koncentrace chemerinu v séru
v porovnani s jedinci bez pfitomnosti metabolického syndromu nebo zdravymi jedinci.
Bylo zjisténo, ze koncentrace chemerinu v séru je spojena se slozkami metabolického
syndromu i dal$imi prozanétlymi cytokiny, a Ze stanoveni koncentrace chemerinu
miZe byt nezavisly marker pfitomnosti metabolického syndromu (9).

5.7 PSP-94

Diagnosticky zajimavym ukazatelem v ramci onkologie, resp. diagnostiky
karcinomu prostaty (CaP) by mohl byt prostaticky sekre¢ni protein (PSP-94). Lze
predpokladat, ze PSP-94 ma vice systémovych funkci, mezi néz napiiklad patii
regulace rustu, indukce apoptézy nadorovych bunék prostaty a v imunitni ochrané
spermatozoi v Zenském genitalnim traktu (vazbou na imunoglobulin G prostfednictvim
Fab domény a zabranéni ve vazb¢ IgG na spermatozoa). Kromé prostaty byl PSP-94
nalezen napiiklad i v trachedlnim sekretu (Laurence M:2013).

Ma se za to, ze PSP-94 inhibuje sekreci FSH, ktery stimuluje riist nddorovych
bun¢k v prostaté. Tento piedpoklad byl ovSem vyvracen dal$imi studiemi a doposud
tento ucinek PSP-94 na inhibici sekrece FSH nebyl potvrzen (Laurence M:2013).

Fungicidni vlastnosti PSP-94 byly poprvé popsany v roce 2010, kdy v prostiedi
s nizkym pH (pH<5) ma PSP-94 fungicidni t¢inky na Candida albicans a ostatni kvasinky.
Fungicidni aktivitu ma C-terminalni fragment PSP-94. (Laurence M:2013).

Nizka koncentrace PSP-94 je jednim z rizikovych faktori vzniku karcinomu
prostaty (Laurence M:2013).

Rakovina prostaty a BPH jsou dtisledkem chronického zanétu prostaty, ktery
postihuje asi 41% muzi stfedniho veku a asi 80% muzi v dichodovém veku. Tento
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zanét je disledkem autoimunitniho onemocnéni, které je pravdépodobné zplisobeno
sexudlné prenasenou infekci. Chronicky zanét prostaty je autoimunitni onemocnéni
s nejvyssi prevalenci v populaci (Laurence M:2013). Pro vysvétleni protektivniho
pusobeni PSP-94 proti rakoviné prostaty byly diskutovany dvé hypotézy. Prvni
hypotéza predpoklada supresi intracelularni infekce pusobenim PSP-94, respektive
jeho C-terminalni ¢asti. Druha hypotéza uvazuje ptisobeni N-terminalni ¢asti PSP-94
pfi inhibici rozvoje nddorového bujeni (Laurence M:2013).

Karcinom prostaty (CaP) je zavazné maligni onemocnéni s druhou nejvyssi
mortalitou u muzi, které byva casto spojeno s metastazemi ve skeletu. U pozdnich
stadii CaP nachazime v experimentech snizeni exprese PSP-94; naopak jedinci s vys$si
koncentraci PSP-94 mivaji lepsi prognézu. Tyto udaje je vSak nezbytné ovéfit
v klinickych studiich.

Zda se, ze PSP-94 reaguje v prostatické tkani spoleéné s CRISP-3
(Pathak BT et al: 2010).

Vzhledem k potencionalnimu vyuziti stanoveni koncentrace PSP-94 v séru
jako ukazatele rizika vzniku nadorového onemocnéni prostaty jsme se pokusili
vyvinout novou ELISA metodu pro stanoveni PSP-94 v séru a ovéfit jeji diagnostickou
efektivitu klinickou studii jejimz cilem bylo ovéfit souvislost s celkovym a volnym
PSA u osob s chronickou prostatitidou a jedinci po radikalni prostatektomii
pro karcinom (RAPPE). Zjistili jsme, ze koncentrace PSP-94 v séru souvisela
s koncentraci PSA a volnym PSA v séru. Osoby po RAPPE mély nejnizsi hodnoty
PSA, nicméné v hodnotdich PSP-94 se testovani pacienti vyznamné neliili, i kdyz
jedinci po RAPPE méli hodnoty nejniz$i. Souvislost mezi Gleasonskym skore
a koncentraci PSP-94 v séru se nepodafilo prokazat. Zavérem lze fici, ze PSP-94 tésné
souvisi s celkovym a volnym PSA a lze ho pravdépodobné vyuzit jako doplitujici
prognosticky ukazatel v laboratorni diagnostice karcinomu prostaty (15).

5.8 TFF

TFF-1 se podili na diferenciaci bunék v GI1-S fazi bunéného
cyklu v GIT, pied a po snizeni apoptdzy (Bossenmeyer Pourié¢ C et al: 2002).
Mezi nejcastejsi funkci TFF-1 v GITu (zaludek, tenké stfevo, slinivka), kde je
lokalizovan s mucinem (MUCSAC), patii hojeni a stabilizace slizni¢ni vrstvy.
Prevazné ho tvoii buiiky na povrchu sliznice zazivaciho traktu (Ruchand-Sparagano M
H et al: 2004; Sasaki M et al: 2007). TFF-1 snizuje proliferaci bun¢k tim, Ze snizuje
G1-S fazovy ptechod (Bossenmeyer-Pourié C et al: 2002). Bylo prokazano, ze
zpozdéni bunééného cyklu vede k progresi v bunkach zalude¢niho karcinomu (Perry
JK et al: 2007). Z toho vyplyva, ze TFF-1 zprostiedkovava zvyseni hladiny inhibitort
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cyklin-dependentnich kinaz. Mezi dal$i funkce TFF-1 patii ochrana bun¢k pred
apoptézou. V tomto procesu se TFF-1 signalizace zaméfuje na aktivaci kaspazy-9.
Tyto vlastnosti ukazuji na antiproliferacni a antiapoptické funkce TFF-1
(Bossenmeyer-Pouri¢ C et al: 2002). TFF-1 se vyskytuje i ve slinnych Zzlazach,
dychacich cestach a o¢ni sliznici (Buache et al: 2011). Lze ho nalézt v epitelidlnich
bunkach a submukoéznich Zlazach nosni sliznice, v fasinkovych bunkach prudusnice
a prudusinek (Madsen J et al: 2007).

V dychacich cestaich je TFF-1 hlavni luminarni slozka a to zejména
v subslizni¢ni zlaze spolu s MUCSB (Oertel M et al: 2001).

Koncentrace TFF-1 se zvySuje pfedevsim pii zanétlivych stavech (Buron N
et al: 2005). Pfi viedech zpisobenych bakterii Helicobacter pylori byla prokazana
snizena hladina TFF-1 (Kato Set al: 2004). Casto je také jeho vyskyt spojovan
s chronickou ulcerézni kolitidou v GIT a s viedy tvofenymi bunécnou linii UACL
(Pera M et al: 2001). U ulcerdznich a akutné zanétlivych stievnich onemocnéni jako
jsou Crohnova choroba, duodenalni vied nebo hemoragicka rektokolitida je TFF-1
ektopicky vyjadfeny po celé délce GIT (Bossenmeyer-Pourié C et al: 2002;
Kouznetzova 1 et al: 2007). Zvysend koncentrace TFF-1 byla rovnéz prokdzana
pti alergiich, kdy je TFF-1 tvofeno sliznici pridusnice.

TFF-1 dale ptispiva k efektivni mobilit¢ bun€k, které mohou byt ddlezité
pro invazi a metastazujici vlastnosti agresivniho karcinomu prsu (Espino P et al: 2006).
Buriky rakoviny prsu produkuji znaéné mnozstvi monomerti i dimertt TFF-1 (Prest S J et
al: 2002). Je tedy mozné ho vyuzit jako jeden z ukazateli piidiagnostice a prognoze
rakoviny prsu. Z toho diivodu byva TFF-1 oznacovan za tumor supresorovy gen (Blin N:
2005; Espino P et al: 2006). Nedostatek TFF-1 zvySuje moznost rozvoje rakoviny prsu a
nadort prsnich Zlaz. Tento efekt je pozorovatelny az u 50 % nadort prsu u testovanych
jedinct. Nizka koncentrace nebo mutace v genu TFF-1 byla casto prokazana u
zalude¢nich karcinomti (Bossenmeyer-Pouri¢é C et al: 2002), kde TFF-1 podporuje
bunéénou invazi a blokuje apoptozu (Dardaei L et al: 2011). TFF-1 zptisobuje inhibici
rlstu adenokarcinomu v lidském zaludku (Bossenmeyer-Pourié C et al: 2002). Bylo také
prokazano, ze dimerickd forma TFF-1 mirné€ snizuje pocet bunék karcinomu zaludku.
U monomerni formy toto pisobeni prokazano nebylo (Perry J K et al: 2007).

TFF-1 mé soucasné schopnost vyrazn¢ snizovat pocet bun¢k v GIT. Tuto
teorii potvrdil test TFF-1 na Zivotaschopnost diploidnich stfevnich bunék IEC18 u krys
au lidi HCT116 (rakovina tlustého stfeva) a AGS (rakovina zaludku). Pfidanim 0,1-50
UM rekombinantniho lidskéhoTFF-1 se snizil pocet testovanych bunéénych linii
v kultiva¢nim médiu. Tento jev byl pozorovan jiz u ptidavku 0,1 uM TFF-1. Celkovy
pokles na konci experimentu byl o0 20 % u IEC18, 0 25 % u HCT116 a 0 30 % u AGS
(Bossenmeyer-Pouri¢, 2002). U invazivniho intrahepatalniho cholangiokarcinomu
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(ICC) dochazi k vyraznému snizeni koncentrace TFF-1. Tato snizena exprese muize byt
vysvétlena metylaci v molekule TFF-1 (Sasaki M et al: 2003).

TFF-2 je v nejvétsi mife produkovan butikami sliznice zaludku, tlustého
stteva a slinivky a byva c¢asto oznaCovan jako spasmolyticky polypeptid (SP)
(Rodrigues Set al: 2003), spasmolysin (SML1), prase¢i spasmolyticky polypeptid
(PSP) nebo jeho lidska varianta jako lidsky spasmolyticky polypeptid (HSP) (Alazzeh
E: 2001; Suemori S et al: 1991). TFF-2 obsahuje dv¢ trojlistkové domény a mé velmi
kompaktni strukturu, kterda mize odpovidat za jeho extrémné vysokou odolnost
v prostiedi GIT. TFF-2 pisobi synergicky s glykoproteiny mucinu a zvySuje ochranu
stfevniho epitelu pied $kodlivymi latkami (Cooka G A et al: 1999). Z traviciho traktu je
vylucovan témeéf v nemetabolizované formé (Poulsen S S et al: 1998).TFF-2 ma kratky
polocas rozpadu, a je volné filtrovan ledvinami (Vestergaard E M et al: 2002). Presna
funkce TFF-2 nebyla dosud pln¢ objasnéna. Ma vSak schopnost stimulovat epitelialni
buriky, jejich migraci pii hojeni ran a potlaceni apoptodzy bunek (Zhang Y Q et al: 2010).

Prokazalo se, ze stejné jako TFF-1 ma i TFF-2 souvislost s Crohnovou
chorobou, kdy se jeho koncentrace v séru rovnéz pri této chorobé zvysuje. TFF-2
sevséru ve vysSich koncentracich objevuje také upacientd v sepsi, kdy
koncentraceTFF-2 koreluje s prognozou septického stavu. V okoli poskozené sliznice
dochazi krychlé indukci tvorby TFF-2, piiblizné do 30 min. Tim pfispiva
k rychlejsimu hojeni poskozené sliznice a zvySeni bunééné motility (Dhar D K et al:
2005). Zvysené hodnoty TFF-2 jsou prokazané u velkych nadorti a v pokrocilych
stadiich rakoviny zaludku. TFF-2 je mozné povazovat za prognosticky ukazatel
nadorového onemocnéni zaludku. Bunééna lokalizace TFF-2 je charakteristicka nejen
pro nadorové onemocnéni zaludku, ale pro kazdy histologicky typ téchto organovych
nadord. U difazniho karcinomu zaludku je zvySena koncentrace TFF-2 v cytoplazmé,
u stfevniho typu rakoviny zaludku se vyskytuje prevazné v bunéénych membranach
(Dhar D K et al: 2005). Vysoké hodnoty TFF-2 Ize nalézt v séru pii rakoviné prostaty,
prsu, tlustého stieva nebo nadorech vajecnikll. Nedostatek TFF-2 vede ke zhorSeni
obnovy tkani a imunitni obrany (Lemberger S 1 K et al: 2010).

TFF-3 je nizkomolekularni protein, 8,6 kDa (Xue H et al: 2010), ktery je
produkovan zejména buinikami sliznice tenkého a tlustého stieva (Kalabis J et al: 20006)
a z nich je vylucovan do lumen stfevniho traktu (Yu Ket al: 2004). TFF-3 ma
cytoprotektivni ucinek ve stievech a v GIT podporuje hojeni ran, stimuluje migraci
epitelovych bunék a chrani povrch stfevniho epitelu (Tan X D et al: 2008).
KoncentraceTFF-3 na sliznicich je asi 0,1x niz§i nez v tenkém stfevé. Nedavno bylo
zjisténo, ze se ve zvySené mife vyskytuje v ostriivcich pankreatu, kde ptispiva
ke zvySeni proliferace bun€k Langerhansovych ostrivka (Fueger P T et al: 2008).
TFF-3 se syntetizuje v slzném kanalku (Paulsen F P et al: 2002), ale nevyskytuje se

146



ve zdravém epitelu rohovky. Po epitelidlnim poranéni rohovky, ovSem dochazi
ke zna¢né produkci tohoto peptidu, z ¢ehoz vyplyva kli¢ova tloha TFF-3 pii hojeni ran
rohovky (Paulsen F P et al: 2008).

Zda se, ze stanoveni koncentrace TFF-3 v séru by se mohlo stat efektivnim
ukazatelem pii laboratorni diagnostice stievnich nadord, v porovnani naptiklad
s pouzivanym stanovenim pepsinogenu v séru (Japonsko), kde senzitivita
pro stanoveni pepsinogenu byla asi 45 % a specificnost 87,4 %, kdezto pfi stanoveni
TFF-3 byla senzitivita 80,9 % a specifiCnost 81 %. Jest¢ vyssi senzitivity lze
dosahnout kombinaci obou téchto testil (Aikou S et al: 2011).

TFF-3 je také produkovan epitelem délohy a je rovnéz obsazen v déloznim sekretu.
Ve vysSich koncentracich se nachazi pii proliferaci aestrogenem fizené fézi
menstrua¢niho cyklu (Baus-Loncar M et al: 2005).

Abnormalni uvolnéni TFF-3 bylo zdokumentovano u karcinomu zaludku,
prostaty, kiize, papilarnim acindznim nadoru ve slinivce a rakoviné prsu (Haruhiko O
et al: 2005; Bignotti E et al: 2008). Zda se, ze stanoveni hladiny TFF-3 je dilezity
prognosticky udaj u nékterych druhti malignit. Stale neni znamo, zda se TFF-3 ptimo
podili na malignim chovani nadorovych bunck. I pfes tento poznatek ma
pravdépodobné TFF-3 dllezity diagnosticky potencial jako novy nastroj pro hodnoceni
predoperacniho a pooperacniho sledovani pacientd s endometriézou. V ramci  nasi
pilotni studie jsme prokazali, Ze zvySenou koncentraci TFF proteint v séru lze nalézt
iv prubéhu patologickych zmén endometria. Zjistili jsme, ze pacienti s karcinomem
endometria méli vyznamné zvysené hladiny S100A-11 a TFF-3 v séru. Vzhledem
k tomu, Ze jsme nenalezli Zadné rozdily v koncentracichTFF-1, TFF-2, AIF-1 a Ca 125
bylo jako diagnosticky ukazatel prvni volby pro diagnézu karcinomti endometria
doporuceno pouze stanoveni koncentrace S100A-11 v séru (16, 24). Tento nas$ nalez
povazujeme vyznamny z hlediska testovani uvedenych proteind.

5.9 S100A-11

Proteiny rodiny S100 hraji roli vregulaci fady bunéénych procest.
Jednotlivé proteiny typu S100 jsou piitomny v fade specifickych tkani a ovliviuji fadu
specifickych nemoci vcetné karcinomti (mimo jiné i indukci apoptézy) (Makino et al:
2004). Nedavno bylo prezentovano vyuziti S1I00A-11 jako biomarkeru u infekéni
endokarditidy (Thuny F et al: 2012).

V rozvoji nadorového bujeni hraje S100A-11 odlisnou ulohu v zavislosti
na misté (organu) vzniku tumoru. V piipadé tumord mocového méchyie nebo ledvin je
pozorovana zvySujici se exprese S100A-11 srostouci supresi tumoru, a naopak
u tumoru prostaty, plic nebo pankreatu se uvazuje o funkci S100A-11 jako promoteru
vzniku tumoru (Makino et al: 2004).
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K velice rozsifenym karcinomiim u Zen patfi i karcinomy endometria.
V tomto piipadé¢ je diagnostika zaloZena na histologické analyze bioptického vzorku
a doposud nebyl v dobé konani projektu zaveden do klinické praxe relevantni test,
ktery by umoznoval diagnostiku karcinomtl na zakladé biochemickych testi. V nasi
studii jsme se zaméfili na vyuziti stanoveni koncentrace SI00A-11 pfi diagnostice
karcinoml endometria. Podle predpokladi jsme prokazali, ze Zeny s karcinomem
endometria mély vyznamné zvySené sérové hodnoty S100A-11 a stanoveni
koncentrace S100A-11 lze tedy pouzit jako ukazatel prvni volby pfi laboratorni
diagnostice karcinomu endometria (24).

Na zékladé¢ poznatkli, vyplyvajicich zprovedenych klinickych studii
a z toho, ze vétSina znové vyvinutych ELISA souprav nasla uplatnéni na fadé
pracovist, se lze domnivat, ze by mohlo jit o potencialni ukazatele vyuzitelné nejen
ve védeckych studiich, ale pravdépodobné i pfirutinni ¢i pomocné diagnostice
vybranych onemocnéni hromadného vyskytu.

Rada nové vyvinutych ELISA souprav nasla vyuziti zejména v fadé védeckych
studii, ale i v klinické praxi (tab. 116).
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Tabulka 116

Autofi a pracovisté vyuzivajici nové vyvinuté ELISA soupravy

Nazev ELISA Autoii Pracovisté
Department of Pediatrics,
VILIP-1 Human ELISA Hasegawa S, et al: 2013 Yamaguchi University

Graduate School of Medicine, Japan

Secretagogin Human ELISA

Puthussery T, et al: 2011

Zurek J, et al: 2011

Oregon Health and Sciences
University, Portland, Oregon

Klinika détské anesteziologie
a resuscitace, FN Brno

III. interni-kardiologicka klinika,

Dkk-1 Human ELISA Motovska Z, et al: 2012 3 LF UK. Praha
Beth Israel Deaconess Medical
Aronis KN, et al: 2014 Center, Harvard Medical School,
Boston, Massachusetts
Chakaroun R, et al: 2012 University of Leipzig, Leipzig,
Germany
Boston VA Healthcare System,
Chemerin Human ELISA Chamberland JP, et al: 2013 Harvard Medical School, Boston,

Eisinger K, et al: 2012

El-Mesallamy HO, et al:
2011

Massachusetts

Regensburg University Hospital,
Regensburg, Germany

Faculty of Pharmacy, Ain Shams
University, Cairo, Egypt

Chemerin Human ELISA

Ouwens DM, et al: 2012
Pfau D, et al: 2010

Ress C, et al: 2010
Saremi A, et al: 2010
Sell H, et al: 2010
Stepan H, et al: 2011

Tonjes A, et al: 2010

German Diabetes Center,
Duesseldorf, Germany

University of Leipzig, Leipzig,
Germany

Medical University Innsbruck,
Innsbruck, Austria

University of Arak, Arak, Iran

German Diabetes Center, Diisseldorf,
Germany

University of Leipzig,
Department of Obstetrics, Germany

University of Leipzig, Leipzig,
Germany

Yilmaz Y, et al:2011

Marmara University
School of Medicine, Altunizade,
Istanbul, Turkey

PSP-94 Human ELISA

Prezentovano nami.
Publikace jinych autorti v
pripravé.

PSP-94 Human ELISA

Klinika détské anesteziologie

TFF-1 Human ELISA Zurek J, et al: 2013 a resuscitace, FN Brno
5 . Klinika détské anesteziologie a
TFF-2 Human ELISA Zurek ], et al: 2013 resuscitace, FN Brno

Samson MH, et al: 2011

Aarhus University Hospital, Aarhus,
Denmark
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Aarhus University Hospital, Aarhus,

TFF-3 Human ELISA Samson MH, et al: 2011
Denmark
Prezentovano nami.
Osteocrin Human ELISA Publikace jinych autor v Osteocrin Human ELISA

ptipravé.

85100A-11 Human ELISA

Prezentovano nami.
Publikace jinych autorii v
pripravé.

S100A-11 Human ELISA

PEDF Human ELISA

Catalioto RM, et al: 2013

Chen C, et al: 2010

Tschoner A, et al: 2011

Yilmaz Y, et al:2011

Menarini Ricerche SpA, Florence,
Italy

Li Ka Shing Faculty of Medicine, The
University of Hong Kong, Hong
Kong

Medical University Innsbruck,
Innsbruck, Austria

Marmara University,
School of Medicine, Istanbul, Turkey
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6. Zavéry

V ramci spoluprace na vyvoji ELISA souprav pro specifickd stanoveni
koncentraci vybranych molekul byly vyvinuty diagnostické soupravy pro stanoveni
osteokrinu, PEDF, VILIP-1, sekretagoginu, chemerinu, PSP-94, TFF-1/2/3 v séru i
plazmé. Dkk-1 a S100A-11bylo doporuceno stanovovat pouze v séru. VILIP-1 lze
stanovit vséru i v likvoru. VSechny ELISA soupravy vykazovaly uspokojivé
analytické charakteristiky a potencionalni klinicka diagnosticka vyuzitelnost byla
ovétena v deviti klinickych studiich. V ramci pilotnich studii bylo zjisténo:

1. U sledovanych osob nebyly zjistény zadné souvislosti mezi hodnotami
osteokrinu a ostatnimi meétenymi ukazateli. Hodnoty osteokrinu se nelisily
ani podle pohlavi, podle vyskytu rezistence kinzulinu ani vyskytu
dyslipidemie a nebyly tedy potvrzeny hypotézy o souvislosti mezi
koncentraci osteokrinu v séru a antropometrickymi i laboratornimi
ukazateli energetického a glukdzového metabolismu, resp, o jeho mozném
vyuziti v laboratorni diagnostice nejcastéjSich poruch energetického
metabolismu (obezita, metabolicky syndrom) (1).

2. Pti zkoumani vztahu mezi koncentraci PEDF a pfitomnosti metabolického
syndromu u kavkazské populace bylo zjisténo, Ze osoby s metabolickym
syndromem mély prokazatelné vyssi koncentrace PEDF v séru nez zdravé
osoby. Zanalyzy dat vyplynulo, Ze koncentrace PEDF vséru je
nezavislym  ukazatelem  pfitomnosti = metabolického  syndromu.
Koncentrace PEDF korelovala s BMI, CRP, diastolickym krevnim tlakem,
inzulinem a testem citlivosti k inzulinu (Quicki) (2).

3. Byl potvrzen ptedpoklad, ze pacienti s mozkovou piithodou maji vyssi
hodnoty VILIP-1 v séru nez osoby bez neurologického postizeni. Prvni
vysledky tedy podporuji nedavno publikovanou hypotézu, ze VILIP-1 by
mohl byt efektivnim sérovym ukazatelem piitomnosti mozkové piihody.
Uréeni toho, jestli je VILIP-1 protein nezavisly a specificky ukazatel
poskozeni CNS nebo nezavisly ukazatel ischemie mozku, pfesahuje rdmec
této studie z diivodu omezeného poctu souboru osob (3, 4,10).

4. Diagnostickd  efektivita  stanoveni  sekretagoginu u  pacientl
s kraniotraumatem se neliSila od efektivity stanoveni S100, byla vSak
vyznamné vyss§i nez u pNF-H a GFAP. Byly stanoveny referencni hodnoty
u fyziologickych zdravych novorozenci. Nebyla nalezena souvislost mezi
Apgar-skore ani pH krve (11, 12).
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Bylo zjisténo, Ze u sledovanych pacientii byly nalezeny vyznamné rozdily
mezi hodnotami Dkk-1 v séru podle pfitomnosti osteopordzy. Nelze proto
vylou€it, ze tento parametr by mohl byt potencidlnim pomocnym
ukazatelem pro diagnostiku, ev. sledovani osob s osteopatiemi (5, 13).

Ve skupin€ jedincl s vysokym rizikem MetSy byla zjisténa vyznamné
zvySend koncentrace chemerinu v séru v porovnani sjedinci bez
pritomnosti MetSy nebo zdravymi jedinci. Byla nalezena vyznamna shoda
mezi koncentraci chemerinu v séru apoétem kritérii pro diagnostiku
metabolického syndromu. ROC analyzou byla stanovena diagnosticka
efektivita stanoveni sérového chemerinu pro diagnostiku pfitomnosti
metabolického syndromu. Tyto ziskané tdaje ukazuji na vyssi
diagnostickou efektivitu stanoveni chemerinu vséru nez stanoveni
adiponektinu v séru pii diagnostice metabolického syndromu (9, 14).

Pii studii, ktera byla zaméfena na stanoveni PSP-94 jako potencionalniho
ukazatele maligniho onemocnéni prostaty bylo zjisténo, Ze hodnoty PSP-94
souvisely s koncentraci PSA a volnym PSA. Osoby po RAPPE mély
vyznamné nelisili, i kdyz jedinci po RAPPE méli hodnoty nejnizsi.
Souvislost mezi Gleasonskym skore a PSP-94 se nepodatilo prokazat (15).
Pii ovéfeni diagnostické efektivity méfeni koncentrace TFF-1, TFF-2,
TFF-3, a Ca-125 v séru u pacientl s podezienim na karcinom endometria,
bylo zjisténo, Zze zeny s karcinomem mély vyznamné zvySené sérové
hodnoty TFF-3. Ve skupiné zen s karcinomem endometria nebyl zjistén
vyznamny rozdil v koncentracich Ca-125, TFF-1, TFF-2 a AIF-1.(16, 24).

Pii ovéfeni diagnostické efektivity méteni koncentrace S100A-11, AIF-1 a
Ca-125 v séru u Zen s podezienim na karcinom endometria, bylo zjiSténo,
ze zeny s karcinomem mély vyznamné zvySené sérové hodnoty S100A-11.
Na zékladé vysledkti bylo, jako ukazatel prvni volby pifi diagnostice
karcinomu endometria, doporu¢eno pouze stanoveni sérové koncentrace
S100A-11 (24).

Pfi interpretaci zavért je tfeba zdlraznit fakt, ze exprese gent se Casto lisi

od koncentrace jejich produktll v séru, a ze fada hypotéz o mozném praktickém

vyuziti znalosti koncentrace novych molekul na zaklad¢ znalosti jejich exprese

v klinické praxi mize selhavat. Je tedy nezbytné odliSit mezi expresi genu (mRNA)
a koncentraci jeho produktu v cirkulaci (8).
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