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2. SOUHRN

Uvod: Tzv. trefoils (neboli trojlistkové) proteiny jsou rodina minimalné tif piibuznych
nizkomolekularnich peptidul, které ve své struktuie obsahuji jednu nebo dvé trojlistkové
domény. Pravé diky téhle typické struktute byly takto pojmenovany. TFF1 obsahuje
pouze jednu doménu a je nejhojnéji tvoien buiitkami na povrchu Zaludeéni sliznice.
Sliznice Zaludku rovnéz produkuje TFF2, jedna se o homodimer obsahujici dvé
trojlistkové domény. Posledni protein, o kterém budu psat, nese oznaceni TFF3, ktery je
tvofen jednou trojlistkovou doménu a nejhojnéji se nachazi v gastrointestinalnim traklu.
Metodika: Byla provedena verifikace zcela nové komer¢ni ELISA soupravy (Biovendor
laboratorni medicina a.s.). Pro kvantitativni stanoveni téchto proteinu je totiz t.C.
nejvhodngjsi ELISA metoda Vv sendvicovém usporadani. Analytické charakteristiky
testu byly uspokojivé. Nasledn¢ byly vysetfeny gravidni zeny, u kterych byly stanoveny
TFF1, TFF2, TFF3, HLA-G, kortikotropin (ELISA, Biovendor laboratorni medicina
a.s., Brno, CR). U vsech Zen byly doplnény anamnestické a klinické udaje, které byly
nasledné statisticky zpracovany.

Vysledky: U metody ELISA byla provedena kalibrace a zjistény limity detekce pro
jednotlivé TFF. Pro TFF1 byla limitni koncentrace 0,02 ng/l, pro TFF2 0,04 pg/l a pro
TFF3 0,01 pg/l. Rovnéz byla stanovena piesnost a spravnost méfeni, kdy pfi stanoveni
Vv sérii a mezi sériemi nepiekro€il ukazatel hodnoty protilehlé piesnosti 10 %. Pfi
statistickém zpracovani vzorkl bylo zjisténo, ze k vyznamnym vzestupiim koncentraci
TFF2 (p > 0,01) a TFF3 (p > 0,01) doslo ve III. trimestru. Bylo prokazano, ze TFF1
koreluje s TFF2 a TFF3 koreluje s transkortinem. U HLA-G, AFP, hCG, PAPPA, hCG-
beta nebyla souvislost prokazana.

Zavér: Byla provedena verifikace nové ELISA soupravy na stanoveni TFF1, TFF2,
TFF3 a vubec poprvé byly tyto parametry vySetieny u Zen béhem gravidity. Zda se, Ze
TFF2 a TFF3 hraji vyznamnou roli béhem t¢hotenstvi a mohli by souviset s maturaci
plodu. Vztah mezi vyskytem vrozenychn vyvojovych vad a koncentracemi uvedenych

parametrii nebyl prokazan.

Klickova slova: Trefoil Factor, Trojlistkovy faktor, TFF, Trojlistkova doména, ELISA



3. SUMMARY

Introduction: Trefoil proteins are a family of at least three related low molecular weight
peptides. Their structure is comprised of one or two trefoil domains after which the
whole family was named. TFF1 contains only one domain and is most frequently
produced by the cells of gastric mucosa. TFF2, also produced by gastric mucosa, is a
homodimer composed of two trefoil domains. The last protein mentioned in this work,
designated TFF3, is formed by one trefoil domain and is mostly found in the
gastrointestinal tract.

Experimental part: A verification of a new commercial ELISA kit (Biovendor

laboratorni medicina a.s.) was performed. Sandwich ELISA is currently the most
valuable method for trefoil protein quantification. The analytical characteristics of the
test were found to be satisfactory. Subsequently, TFF1l, TFF2, TFF3, HLA-G,
transcortin (ELISA, Biovendor laboratorni medicina a.s., Brno, CR) were quantified in
samples from pregnant women. All samples were supplemented with medical history
and clinical data of the women, which were then statistically analyzed.

Results: The ELISA test was calibrated and detection limits for individual TFF proteins
were determined. Limiting concentrations were found to be 0,02 pg/l for TFF1, 0,04
ug/l for TFF2, and 0,01 pg/l for TFF3. Additionally, precision and accuracy of the
measurements were determined, intraassay or interassay coefficient of variation (CV)
were always less than 10 %. Statistical analysis revealed a significant increase in
concentrations of TFF2 (p > 0,01) and TFF3 (p > 0,01) during the third trimester. It has
been shown to correlate witr TFF1 and TFF2, TFF3 correlates with transcortin. The
HLA-G, AFP, hCG, PAPP, hCG-beta was not proven relationship.

Conclusion: A new ELISA kit for quantification of TFF1, TFF2, TFF3 was validated,
and these parameters were for the first time tested in pregnant women. It seems that
TFF2 and TFF3 plays a significant role in pregnancy and could be associated with the
fetal maturation. The relation between congenital defects and concentrations of the

studied paramentters was not observed.

Key words: Trefoil factor, TFF, Trefoil domain, ELISA
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFP Alfafetoprotein

AGO013 Geneticky upraveny Lactococus lactis
AGS Adenokarcinom

AGX0085 Oznaceni kmene Lactococus lactis
AMK Aminokyselina

BAK Benzylalkonium chlorid

BSA Hovézi sérovy albumin

bFGF Rustovy faktor fibroblasti

CaOx Stavelan vapenaty

CD Diferen¢ni antigen

C/EBT Transkripéni faktor

CNS Centralni nervovy systém

CXCR4 Chemokinovy receptor

DNA Deoxirybonukleova kyselina

dNTPs Deoxinukleotid trifosfat

E3 Estriol

EGFR Receptor pro epidermalni rastovy faktor
EGF Epidermalni ristovy faktor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ES Karcinom endometria

EtOH Ethanol

FBC Plny krevni obraz

FCS Fetalni teleci sérum

GATA Rodina genti

GAPDH Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza
GIT Gastrointestinalni trakt
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GKN Gastrokin

GvH Reakce Stépu proti hostiteli

GvL Reakce stépu proti leukémii

HCC Hepatocelularni karcinom

HCG Lidsky choriovy gonadotropin

HCT111 Buiiky rakoviny tlustého stfeva

HCT116 Bunééna linii v rakoving tlustého stieva

HCT8/S11 Buné¢na linie v kolorektalnim karcinomu

HDL Vysokodenzitni cholesterol

HIF-1 Hypoxie vyvolana faktorem 1

HGH Ristovy hormon

HLA-G Hlavni lidsky antogen-G

HNF Rodina oktidlenych faktori

HRP Ktenova peroxidaza

HSP Lidsky spasmolyticky polypeptid

HT-29 Bunécéna linie v tlustém stfeve

ICC Intrahepatalni cholangiokarcinom

IEC18 Diploidni stfevni buniky krys

IGF-1 Ristovy faktor-1

IL Interluekin

pl Izoelektricky bod

ITF Intestinalni trefoil factor (Stfevni trojlistkovy
faktor)

LDL Nizkodenzitni cholesterol

MCF-7 Buné¢na linie v prsu

MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

MUC Mucin

NF-xB Nukleéarni faktor aktivovanych B-lymfociti

12



NMR
oM
PAPP
PCR

PD

PK
PPAR
PS2

PSP
RT-PCR
SML1
SP
STAT
SOR

T. spiralis
T84
TFF
TGF
Th2
TMB
TNF
UACL

UE3

Nuklearni magnetickd rezonance
Ustni mukéza
Tehotensky plasmaticky protein

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain
Reaction)

Farmakodynamika

Farmakokinetika

Proliferatory peroxizémi aktivovany receptor

Jiné oznaceni pro TFF

Praseci spasmolyticky polypeptid

Polymerdzova fetézova reakce Vv redlném case

Spasmolysin

Spasmolyticky polypeptid

Rodina transkripénich faktora

Zaludeéni specificky nadorovy receptor

Trichnella spiralis

Buriky tlustého stfeva
Trefoil factor (trojlisktovy faktor)
Transformujici rastovy faktor
Pomocné T-lymfocyty
Tetramethylbenzidin

Tumor necrosis factor

Bunééna linie

Nekonjugovany estriol
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6. UVOD

Klinicka biochemie a laboratorni medicina jsou velmi dilezité védni obory, které
zkoumaji pochody v lidském organismu. Predmétem studie téchto védnich disciplin je
struktura a funkce zékladnich biochemickych slozek, jako jsou napi. sacharidy, lipidy,
proteiny, nukleové kyseliny a mnoho dalsich. Tyto védy jsou tzce spjata s medicinou a
jsou tedy velmi dutlezité pro 1é¢bu, ale i prevenci riiznych onemocnéni.

Analyzou biologického materidlu zjiStuje mnozstvi dulezitych elementt
vznikajicich chemickou pfeménou v lidském téle. MiiZze se jednat o hromadéni, nebo
naopak stratu v koncentraci n€kterych metabolitl. Zmény koncentraci téchto slozek
prispivaji ke stanoveni diagnézy onemocnéni, jeho prognoze, ale i ucinnosti zvolené
terapie.

TFF proteiny, jez ve svoji praci studuji, jsou malé kompaktni bilkovny. Pro svou
charakteristickou trojlistkovou strukturu dostaly své oznaceni. Jednd se o rodinu tii
piibuznych genti oznacovanych TFF1, TFF2 a TFF3. Tyto proteiny jsou produkovany
epitelovymi buitkkami v lidském téle. Pokud dojde k poskozeni sliznice, ktera je tvoii,
dochazi k jejich masivni tvorbé, coz piizpiva K jejimu hojeni a obnové dané¢ho epitelu.

Jejich vyskyt je ovSem spojeny S rliznymi zanétlivymi stavy v téle a objevuji se i pii
nékterych typech rakoviny. Pro své vlastnosti mohou byt pouzity jako vhodny marker
daného onemocnéni, ale 1 prognosticky ukazatel.

Pii téhotenstvi dochazi rovnéz k produkci téchto proteini. Predlozena prace

zkouma, viibec poprvé, koncentrace vsech tfi TFF v prubéhu jednotlivych trimestrd.
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7. TEORETICKA CAST

7.1. TFF rodina

Trefoil (trojlistkové) proteiny se objevuji u ruznych druhG zivocichd. U
obojzivelnikd jsou vyluCovany koznimi zldzami, u hlodavci a prasete se vyskytuji
V GITu. U ¢lovéka maji vyskyt v mnoha tkanich (Al-azzeh, 2001).

Jedna se o malé kompaktni bilkoviny, které se vylu€uji epitelidlnim povrchem
sliznic. TFF rodina je tvofena tfemi riznymi peptidy, které oznacujeme TFF1, TFF2 a
TFF3. Tvorba téchto proteint je kddovana v DNA (Samsona, 2008). U mysi se nachazi
na chromozému 17 (Okada, 2005), u lidi v blizké¢ vzdalenosti na kratkém raménku
chromozomu 21q (Baus-Loncar, 2005; Blin, 2005). Fluorescen¢ni in situ hybridizaci s
genomickou sondou o velikosti 2,1 kb bylo zmapovano piesné misto vyskytu a to q22.3.
Mapovani lidské genomové DNA pomoci pulzni gelové elektroforézy ukézalo, ze
vSechny 3 geny jsou spolu pevné spjaté (Chinery, 1996).

Béhem evoluéniho vyvoje jsou proteiny velmi stalé (Haruhiko, 2005) a to jak u
¢loveka, tak u ostatnich zivoc¢isnych druht (Marchbank, 2001).

7.2. Historie

Prvni zminka o téchto genech byla zaznamenana v roce 1980, kdy Jorgensem se
svym kolektivem popsal spasmolyticky peptid pankreatu (PSP). Pozd&ji Westley a
Rocheford zvetejnili jeho velikost 46 kDa. Masrakowski et al. izolovali a
charakterizovali ptislusny usek DNA a oznacili ho jako PS2. Ke sjednoceni jmen doslo
az v roce 1996 a rodina dostala oznaceni TFF na zdkladé¢ struktury trojlistkové domény
(Blin, 2005).

Sekvence aminokyselin TFF byla poprvé zaznamenana v roce 1981. Jednalo se o
sekvenci TFF2 ze sliznice prasat (Thima, 2005). 1982 byl identifikovan TFF1 jako
estrogen citlivy gen v karcinomu prsu bunécéné linie MCF-7 (Al-azzeh, 2001). Prvni
lidska nukleotidova sekvence kodujici TFF1 byla popsana v letech 1984-1985 (Thima,
2005). TFF2 byl objeven vroce 1990 jako lidsky homogen peptidu izolovaného

z praseci slinivky bfiSni (Al-azzeh, 2001). Jako posledni bylo popsano potadi
15



aminokyselin TFF3, a to v roce 1991 u potkana (Thima, 2005). To ptispélo k objevu
lidského TFF3 v roce 1993 (Al-azzeh, 2001).

7.3. Struktura

Jako prvni byla prozkoumana sekundarni struktura TFF a to za pomoci NMR v roce

1992. O rok pozdé&ji byla nalezena terciarni struktura (Thima, 2005).

TFF1 (pS2) TFF2 (SP) TFF3 (ITF)
Obr. ¢. 1: Poradi a vzdalenosti genti jednotlivych TFF (Al-azzeh, 2001).

Analyza struktury exonli TFF peptidi odhalila velmi podobnou organizaci. Prvni
exon koduje sekreci signalu sekvence. Druhy a tieti exon koduji trojlistkovou doménu a
posledni koduje tii az Ctyfi karboxylové zbytky. Gen pro TFF1 je tvofen tfemi exony.
TFF2 je tvofeno 2 a 3 exony koédujici dvé domény, které jsou mezi sebou oddéleny
introny. TFF3 diky svym tfem exoniim vykazuje vysokou homologii s TFF1 (Al-azzeh,
2001).

Vsechny peptidy, patfici do TFF rodiny, maji tedy charakteristickou strukturu
tvofenou tfemi smyckami (http://www.zdravarodina.cz/med/med1202/med
120218.html), které jsou naskladany vedle sebe (Thima, 2005). TFF1 a TFF3 maji
pouze jednu tuto doménu. TFF2 obsahuje tyto domény dvé (Samsona, 2008), jedna se

tady o homodimer (Devine, 2000).
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Doména byva oznacovana i jako P-doména (Graness, 2002), je tvofena pies tfi
intramolekularni disulfidické mustky a charakterizuje ji tzv. ,trojlistkova™ struktura
(Kinoshita, 2000; Samsona, 2008). Samotna doména obsahuje sekvenci 38 nebo 39
aminokyselin, ve kterych se nachazi 6 zbytkd cysteinu. Pravidelnost struktury je
zachovana rozestupem jiz zminénych disulfidickych mustkt a to v 1-5, 2-4 a 3-6
konformaci (Thima, 2005).

TFF1 a TFF3, které maji pouze jednu doménu, mohou tvofit dimery prostiednictvim
sedmého cysteinového zbytku, ktery se nachazi u C-konce peptidu (Haruhiko, 2005;
Madsen, 2007). Spojenim dvou zbytkovych cysteini, které jsou k dispozici od kazdého
monomeru, vznika dalsi disulfidicka vazba, ktera slouzi k dimerizaci. Monomer a
TFF1-TFF3 heterodimert je t€zké ptredvidat (Devine, 2000). Rizné formy glykosylace
u vytvorenych dimert maji za disledek jejich funkcéni rozmanitost (Emamia, 2001).
Velikost monomerni formy TFF3 je 6694 Da a dimerni 13146,8 Da (Al-azzeh, 2001).
Ptedpoklada se, ze dimerni forma je reaktivnéj$i neZ monomerni (Emamia, 2004).

Celkova kompaktnost molekul TFF ma velky vyznam pro stabilitu (Haruhiko, 2005;
Madsen, 2007) pii proteolytickych degradacich zejména v zaludku, ale i v dalSich
Castech zazivaciho traktu (Madsen, 2007). K tomu piispiva velka odolnost ke kyselinam
a enzymum, ale i vy$§im teplotam (Wong, 1999; Fernandez-Estivariz, 2003). Jakakoli
zména trojlistkové struktury, ale i jeji oslabeni, m4 za nasledek ztratu odolnosti

k proteazam (Kinoshita, 2000).

7.4 Jednotlivé TFF

7.4.1 Trefoil factor 1

TFF1, pGvodné oznacovan jako estrogen indukujici rakovinu prsu (BCEI)
(Al-azzen, 2001), nov¢ji jako peptid spojeny s rakovinou prsu (PS2) (Rodrigues,
Attoub, 20003; Madsen, 2007; Rivat, 2005). V databazi proteinti je 0znacovan jako
P04155.

Jednda se o maly sekvencni protein s molekulovou hmotnosti 9,150 kDa

(http://www.uniprot.org/uniprot/P04155) Nezrala forma obsahuje 84 AMK a postupuje
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do peptidu tvoteného 60 aminokyselinami (Al-azzeh, 2001; Emami, 2001; Samsona,
2008).

10 20 30 40 50 60
MATMENKVIC ALVLVSMLAL GTLAEAQTET CTVAPRERQN CGFPGVTPSQ CANKGCCEDD

70 80
TVRGVPWCFY PNTIDVPPEE ECEF

Obr. €. 2: Sekvence aminokyselin TFF1
http://www.uniprot.org/uniprot/P04155

Izoelektricky bod TFF1 je 4,29 (http://www.uniprot.org/uniprot/P04155). Protoze je
silné vyvolavan tvorbou estrogenu, je jeho koncentrace u zen vyssi nez u muzi (Kato,
2004). Estrogen pusobi na regulaci genové exprese prostiednictvim TFF1 a ob¢ tyto
slozky aktivuji protein 1 (AP1) (Perry, 2007).

TFF1 je tvofen pouze jednou ,.trojlistkovou* doménou, ale mé zbytkovy cystein
Vv poloze 58, ktery je nezbytny pro tvorbu dimert (http://www.biovendor.com/country
315/product/immunoassays/trefoil-factor-1-human-elisa; Newron, 2000). Schopnost
tvofit dimery, pfes zbytkovy cystein, je velmi dulezita (Al-azzeh, 2001). TFF1 existuje
jako dva monomery a dva dimery. Jednd se o homodimer a heterodimery pievazné
s gastrokinem 2 (GKN2) (http://www.biovendor.com/country315/product/
immunoassays/trefoil-factor-1-human-elisa; Moss, 2008). GKN2 byl imunopurifikace
pomoci TFF1 specifickych protilatek ziskanych z lidskych bunék Zalude¢ni sliznice

(Moss, 2008). Bylo prokazano, ze dimery TFF1 silngji stimuluji buné¢nou migraci nez

jeho monomery (Prest, 2002).
</

Obr. ¢. 3: Schéma molekuly TFF1

http://en.wikipedia.org/wiki/Trefoil _factor_1
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Bylo zjisténo, ze TFF1 se nachdzi v normalni lidské Zaludecni sliznici ve tfech
molekulovych formach. VétSina je tvofena jako komplex o velikosti 25 kDa. Dalsi
formou je rekombinovany monomer TFF1 o velikosti 6,5 kDa a pouze malé mnozstvi
TFF1 je dimerizovano (Newron, 2000).

TFF1 se podili na diferenciaci GIT bun¢k v G1-S fazi bunééného cyklu, pred a po
snizeni apoptdzy (Bossenmeyer-Pourié, 2002). Proto se nejvétsi vyznam TFF1 nachézi
pravé v GITu (zaludek, tenké stfevo, slinivka), kde je lokalizovan s mucinem
(MUCSAC) a je spjaty s hojenim a stabilitou této slizni¢ni vrstvy. Pfevazné ho tedy
tvofi bunky na povrchu sliznice zazivaciho traktu (Ruchand-Sparagano, 2004; Sasaki,
2007).

TFF1 vyvolava dva typy bunétné odpovédi. Snizuje proliferaci bunck tim, Ze
snizuje G1-S fazovy prechod (Bossenmeyer-Pouri¢, 2002). Bylo prokazano, Ze
zpozdéni bunétného cyklu vede k progresi v buiikkach zalude¢niho karcinomu (Perry,
2007). Z toho vyplyva, Zze TFF1 zprostfedkovava zvySeni hladiny inhibitort cyklin-
dependentnich kindz. Rovnéz chrani bunky pfed apoptdézou. V tomto procesu se TFF1
signalizace zaméfuje na aktivaci kaspazy-9. Ob¢ tyhle vlastnosti ukazuji na
antiproliferacni a antiapoptické funkce TFF1 (Bossenmeyer-Pouri¢, 2002).

Bylo zjisténo, Ze existuji autokrinni a parakrinni zplsoby umoziujici produkci
TFF1. Tato produkce zplsobi v sousednich buiikach genetickou zménu a vyvola
pocatecni transformaci a rozSifeni procesu proti restriktivnimu mikroprostiedi
(Rideloffa, 2011).

Tenhle peptid se vyskytuje 1 ve slinnych Zzlazach, dychacich cestach a ocich
(Bauche, 2011). Lze ho nalézt v epitelidlnich buiikdch a submukdznich zlazach nosni
sliznice, v fasinkovych burikach pridusnice a prudusinek (Madsen, 2007). V dychacich
cestach je hlavni luminarni slozka a to zejména v subslizni¢ni zlaze spolu s MUC5B
(Oertel, 2001). Témet soumérné se TFF1 vyskytuje ve vSech oblastech mozku. Vysoka
hladina se nachazi v hypotalamu, frontalni kiife a mozecku. V hypotalamu se tvofi na
astocytech. Exprese se vyrazné snizuje béhem postnatalniho vyvoje, coz vede
K hypotéze, ze TFF1 mize hrat dilezitou roly pii vyvoji mozku (Hinz, 2004).

Lze ho pozorovat i na o¢nim pozadi, kde se nachazi v epitelialnich buiikach horni
¢asti, ve kterych dochézi k bunééné diferenciaci (Bossenmeyer-Pourié, 2002). TFFI
slouzi i k ochrané spojivek. Za pomoci imunofluorescence bylo zjisténo (Langer, 1999),
ze poharkové bunky spojivkového epitelu syntetizuji a vylucuji TFF1 a zaroven TFF3
(Paulsen, 2002). Tento maly protéza-rezistentni peptid spolu s mucinem odpovida za
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vlastnosti slzného filmu, jako jsou hojeni ran rohovky a k 1é¢b¢ jejich motogenickych
vlastnosti (Langer, 1999; Buron, 2008). Sizny film je 35-40 um silny a sklada se ze 3
vrstev. Vnéjsi vrstva je tvofena lipidy, stfedni obsahuje vodnou fazi a vnitini vrstvy,
velikosti ptiblizn¢ 30 um a obsahujici mucin MUCS5AC a TFF peptidy (Langer, 1999).
TFF1 chrani spojivku pfed benzylalkonium chloridem (BAK) a UV zafenim, jenz
vedou k apoptéze. Slzny film dale obsahuje vodu, antimikrobialni latky, cytokiny,
lipidy a jiz zminény mucin a TFF (Buron, 2005).

Western blott analyzou za pomoci monoklonalnich protilatek proti TFF1 byl
prokdzan jeho vyskyt v moci. Jeho role v ledvindch a v moci nebyla ptesné definovana.
Prokézalo se, ze ma schopnost inhibovat rust krystalii stavelanu véapenatého (CaOx).
TFF1 mize vazat Ca®* ionty, pficemz vznikaji dimery TFF1-Ca v moci. Vychytavani
vapenatych iontl pfispiva K inhibici tvorby §tavelovych krystali. Koncantrace 7 ng/ml
TFF1 inhibuje rtst krystaltt CaOx jiz po 10 minutach (Chutipongtanate, 2005).

Selektivni afinita TFF1 s médi vytvoii vazbu, kterd indukuje konformacni zmény
Vv tercialni strukture. Méd’ by mohla ovlivnit biologickou aktivitu TFF1. Objevuje se i

hypotéza, ze se TFF1 podili na regulaci a dopravé médi v téle (Tosco, 2007).

7.4.1.1. Uplatnéni TFF1 pri onemocnéni

Nahromadéni TFF1 je znatelné predevsim pti zanétlivych stavech (Buron, 2005). Pti
viedech zptisobenych bakterii Helicobacter pylori byla prokazana snizena hladina TFF1
(Kato, 2004). Casto je také jeho vyskyt spojovan s Background chronickou ulceralni
konduktivitidou v GITu a s viedy tvofenymi buné&cnou linii UACL (Pera 2001), kde se
nachdzi epidermalni ristovy faktor (EGF). Hypotéza, ze TFF1 ovliviluje EGF byla
podpofena studii oEGF na mySich, kter¢é mély niz8i uroven TFF1
(http://www.biovendor.com/country315/product/immunoassays/trefoil-factor-1-human-
elisa).

U ulcerdznich a akutné zanétlivych stfevnich onemocnéni jako jsou Crohnova
choroba, duodenalni vied nebo hemoragicka rektokolitida je TFF1 ektopicky vyjadieny
po celé délce GITu (Bossenmeyer-Pourié, 2002; Kouznetzova, 2007).

Zvysena koncentrace tohoto proteinu byla rovnéz prokdzéana pii alergiich, kdy je
TFF tvofeno sliznici pradusnice (http://www.biovendor.com/country315/product

/immunoassays/trefoil-factor-1-human-elisa). Zde hraje TFF1 dualezitou roli, jelikoz ho
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lze pouzit jako marker znacici poskozeni epitelu dychacich cest. Zacina se totiz tvofit
jiz 24 hodin po expozici a tento nartst trva po dobu 7 dnt (Greeley, 2010).

U TFF1 byla prokazana regulace estrogenu v bunécné linii rakoviny prsu MCF-7 a
primarnim karcinomu prsu. Ackoli estrogen stimuluje rust bun¢k karcinomu prsu a
TFF1, neptsobi jako parakrinni mitogen, ale spiSe jsou ucinky estrogenu
zprostfedkovany dal§imi ristovymi faktory (TGF) (Baus-Loncar, 2005). Jedna se o
silny chemoatraktant pro bunky rakoviny prsu a je to ptimy dikaz o biologické funkci
TFF1 v rakoviné prsu (Prest, 2002). TFF1 zde ptispiva k efektivni mobilité bunék, které
mohou byt dulezité pro invazi a metastazujici vlastnosti agresivniho karcinomu prsu
(Espino, 2006). Buiiky rakoviny prsu produkuji znacné mnozstvi monomert i dimerda
TFF1 (Prest, 2002). Je mozné ho tedy vyuzit jako jeden z faktordi pfi diagnostice a
prognoéze rakoviny prsu. Z toho divodu byvd TFF1 oznaCovan za tumor supresorovy
gen (Blin, 2005; Espino, 2006). Nedostatek TFF1 zvySuje tumoricitu lidskych bun¢k
rakoviny prsu a nadorech prsnich zlaz. Tenhle efekt je pozorovatelny az u 50 %
lidskych nédort prsu, ovSem jeho psychopatologicita se Spatné studuje. TFF1 stimuluje
invazi a migraci ve vSech bunécnych liniich (Bauche, 2011).

Vyuziti TFF1 mtze byt predlohou metastatického Siteni. Nadorové buitkky mohou
byt ptitahovany normalni tkéni, kterd ma nejvyssi koncentrace TFF1 jako je d€loha,
zazivaci trakt a plice (Prest, 2002).

Nedostatek nebo mutace v genu TFF1 byla casto prokazana u Zzaludeénich
karcinoml (Bossenmeyer-Pouri¢, 2002), kde podporuje buné¢nou invazi a blokuje
apoptozu (Dardaei, 2011). Nadory zaludku postradaji ptfitomnost TFF1 az v poloviné
ptfipadll. Konecna studie ukéazala, Ze TFF1 zplisobuje inhibici ristu adenokarcinomu
(AGS) v lidském zaludku (Bossenmeyer-Pouri¢, 2002). Také bylo prokazano, ze
dimericka forma TFF1 mirn€ sniZuje pocet bunék v karcinomu Zaludku. U monomerni
formy tenhle jev pozorovany nebyl (Perry, 2007).

TFF1 ma i schopnost vyrazné snizovat poc¢et bun¢k v GITu. Tuto teorii potvrdil test
TFF1 na Zivotaschopnost diploidnich stfevnich bunék IEC18 u krys a u lidi HCT116
(rakovina tlustého stfeva) a AGS (rakovina zaludku). Pfidanim 0,1-50 pM
rekombinantnich lidskych TFF1 se sniZil pocet testovanych bunéénych linii
Vv kultivaénim médiu. Tento jen byl pozorovan jiz pii 0,1 uM TFF1. Celkovy pokles na
konci experimentu byl 0 20 % u IEC18, 0 25 % u HCT116 a o0 30 % u AGS

(Bossenmeyer-Pourié, 2002).
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U invazivniho intrahepatalniho cholangiokarcinomu (ICC) dochazi k vyraznému
snizeni koncentrace TFF1. Tato snizena exprese muze byt vysvétlena metylaci
v molekule TFF1 (Saraki, 2003).

Pfi tvorbé metastdz se rovnéz vyskytuje TFF1. Jednd se o metastazy z primarnich
nadord. Proto lze TFF1 vyuzivat jako informacéni znacku pro detekci mikrometastaz

(Bauche, 2011).

7.4.2. Trefoil factor 2

Sliznice zaludku produkuje rovnéz druhy peptid patiici do téhle rodiny, a to TFF2,
ktery je ovSem tvofeny buikami, které jsou hloub&ji ulozené (http://www.zdrava-
rodina.cz/med/med1202/med120218.html).

TFF2 diive nesl oznaCeni spasmolyticky polypeptid (SP) (Rodrigues, Attoub,
2003), spasmolysin (SML1), prase¢i spasmolyticky polypeptid (PSP) a jeho lidska
varianta byla oznacovana jako lidsky spasmolyticky polypeptid (HSP) (Al-azzeh, 2001,
Suemori, 1991). V databazi proteini ho nalezneme pod oznaCenim Q03403
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q03403).

Lidsky homogen TFF2 je v 74 % shodny s prase¢im a jeho DNA sekvence je
podobna se sekvenci u mysi a potkanii (Chi, 2004).

Opct se jednd o maly protein tvotfeny v nezralé¢ formé 129 AMK a vyzrala forma

ma 106 AMK (Al-azzeh, 2001).
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MGRRDAQLLA ALLVLGLCAL AGSEKPSPCQ CSRLSPHNRT NCGFPGITSD QCFEFDNGCCED
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Obr. €. 4: Sekvence aminokyselin TFF2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03403
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Izoelektricky bod je 5,51 a molekulovou hmotnost tohoto proteinu je 14,284 kDa
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q03403). Jak jiz bylo zminéno TFF2 obsahuje dvé
trojlistkové domény a ma velmi kompaktni strukturu, kterd mtize odpovidat za jeho

extrémné vysokou odolnost proti prostiedi GITu.

Obr. ¢. 5: Schéma molekuly TFF2

http://www.uscnk.com/directory/Trefoil-factor-2-spasmolytic-protein-1%28TFF2%29-
0748.htm

Nejvyssi vyskyt TFF2 je ve sliznici zaludku, tlustého stfeva a slinivce, kde je
lokalizovan rovnéz s mucinovou vrstvou MUC6 (http://www.biovendor.com/country
315/product/immunoassays/trefoil-factor-2-human-elisa). Vyskytuje se ovSem i
v buiikdch submukézni Brunnerové zldze (Fernéndez-Estivariz, 2003). TFF puasobi
synergicky s glykoproteiny mucinu a zvySuje ochranu stfevniho epitelu pfed mnoha
Skodlivymi latkami (Cooka, 1999). Z travicitho traktu je vyluCovan téméf
V nemetabolizované formé (Poulsen, 1998). TFF2 ma kratky polocas rozpadu, a je volné
filtrovan ledvinami (Vestergaard, 2002).

Vyssi sekrece TFF2 byla také nalezena v kosterni svaloving, jatrech, srdci,
slezing, brzliku, lymfatickych uzlinach a kostni dfeni (Blin, 2005). Hojné je tvofen
Vv pfednim laloku hypofyzy, kde byl zjistén zvySeny vyskyt TFF2 u muzt (Hinz, 2004).
Vsechny 3 peptidy této rodiny se vyskytuji v norméalni tkani plic a jsou rovnéz soucasti
dychacich cest, kde se nachazeji po celé jeji délce. Nachéazeji se zde v rozdilném
zastoupeni, ze které¢ho je patrna nejvétsi prevaha TFF2 (Greeley, 2010).

Presné funkce TFF2 nebyla dosud plné objasnéna. Ma vSak schopnost stimulovat
epitelidlni bunky, jejich migraci pfi hojeni ran a potlaceni apoptézy (Zhang, 2010).

Deficience je ovSem spojena s vyznamnou reakci imunitniho systému (Blin, 2005).
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Bylo prokézano, ze TFF2 souvisi s modulaci imunitni odpovédi, alergii a astmatem
(http://www.biovendor.com/country315/product/immunoassays/trefoil-factor-2-human-
elisa). Tato souvislost byla zkoumana na potkanech, kde se TFF2 v lymfatické tkani
ucastni imunitni odpovédi. Po experimentdlni indukci imunitni odpovédi se
Vv lymfatické tkani potkana zvysila produkce TFF2 1,5-3 krat (Cook, 1999). TFF2 mize
byt alergenem indukovany plicni genovy produkt, ktery je riizné¢ upravovan Typ
cytokiny IL-4, IL-13 a STAT6 (Nikolaidis, 2003; Chi, 2004). Timto se ti¢astni do akutni
a chronické faze experimentalniho astmatu pomoci samostatnych induk¢nich drah (Chi,
2004). Ackoli TFF2 vyvolava expresi danych cytokind, nejedna se o podminku pro
indukci TFF2 (Nikolaidis, 2003).

7.4.2.1. Vyskyt TFF2 pfi onemocnéni

Prokéazalo se, ze stejné jako TFF1 ma i tento peptid souvislost s Crohnovou
zanétlivou nemoci stfeva, kdy se jeho koncentrace v séru rovnéz zvySuje
(http://www.biovendor.com/country315/product/immunoassays/trefoil-factor-2-human-
elisa). TFF2 muze byt také produkovan v souvislosti s infekci Helicobacter pylori
(Dhar, 2005).

Hladina TFF2 se vséru ve vysSich koncentracich objevuje také u septickych
pacientli, kdy mnozstvi TFF2 ptesné¢ koreluje s prognoézou septického stavu
(http://www.biovendor.com/country315/product/immunoassays/trefoil-factor-2-human-
elisa). V okoli poskozené sliznice dochazi k rychlé indukci TFF2, a to uz do 30 minut.
Tim ptispiva k rychlé restituci poskozené sliznice a zvySeni bunétné motility (Dhar,
2005).

TFF2 se vyskytuje pii rakoviné zaludku, vjeho blizkosti a objevuje se i u
nadorovych metastaz. ZvySeny hodnoty jsou prokazany ve velkych nadorech a
Vv pokrocilych stadiich Zalude¢nich rakovin. Je moZzné ho povaZovat za prognosticky
ukazatel tohoto nadorového onemocnéni. Bunécna lokalizace TFF2 je charakteristicka
nejen pro nadorové onemocnéni zaludku, ale pro kazdy histologicky typ téchto
organovych nadord. V difiznim karcinomu Zaludku se nachédzi v cytoplazmé a u

sttevniho typu rakoviny Zaludku se vyskytuje v buné¢nych membranach (Dhar, 2005).
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Obr. ¢. 6: Vyskyt TFF2 (Cervena barva) u rozptylenych nadorit lymfatickych uzlin a
metastdz A, B, naddorové bunky u malych i velkych nadori C, regiondlni metastaze

nadoru lymfatickych uzlin D (Dhar, 2003)

TFF2 aktivace probiha pfes CXCR4 chemokinové receptory v naddorovych bunécnych
liniich. Zde vyvola tvorbu mitogeni, které aktivuji proteinové kindzy v rakovinnych
buiikach zaludku a slinivky (Dubeykovskaya, 2009).

Vysoké hodnoty lze nalézt v séru pii rakoviné prostaty, prsu, tlustého stfeva ¢i
nadorech  vaje¢nikt  (http://www.biovendor.com/country315/product/immunoassays
[trefoil-factor-2-human-elisa). TFF2 je vyjadien bunkami MCF-7 pii rakoviné prsu. Pfi
snizeni koncentrace vyvolava tvorbu velmi slozitych struktur v rozvétveném karcinomu
prsu. Vliv TFF2 na bunécnou motilitu vede k 30 % sniZzeni poctu apoptickych télisek v
kultivovanych buiikach MCF-7 (Chi, 2004).

Pti idiopatické cystitidé u kocek, byl prokazan snizeny vyskyt TFF2. Zjistény
deficit je velmi vyznamny pii diagnostice tohoto onemocnéni. Detekce snizeného
vylu¢ovani TFF2 moc¢i slouZzi jako biomarker usnadiujici diagnézu. Nedostatek TFF2

vede ke zhorSeni obnovy tkani a imunitni obrany (Lemberger, 2010).
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7.4.3. Trefoil factor 3

TFF3 je pro svij pievazny vyskyt ve stfevech nékdy oznaCovan jako intestinalni
trefoil factor (ITF) (Tomasetto, 2001; Rodrigues, Attoub 2003), ktery lze nalézt
v databazi proteint pod oznac¢enim Q07654 (http://www.uniprot.org/uniprot/Q07654).

Jedna se o peptid tvoreny v nezralé¢ formé 80 AMK a ve formé zral¢ 59 AMK (Al-
azzeh, 2001; Samson, 2008).

10 20 30 40 50 60
MAARALCMLG LVLALLSSSS AEEYVGLSAN QCAVPAKDRV DCGYPHVTPK ECNNRGCCED

70 80
SRIPGVPWCEF KPLQEAECTF

Obr. €. 7: Sekvence aminokyselin TFF3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q07654

Molekulova hmotnost TFF3 je 8,641 kDa a izoelektricky bod pl je 5,66
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q07654).

Obr. €. 8: Schéma molekuly TFF3

http://en.wikipedia.org/wiki/Trefoil _factor_3

Jednd se o nizkomolekuldrni protein (Xue, 2010), ktery je produkovan hlavné

buiikami sliznice tenkého a tlustého stteva (Kalabis, 2006). Tvoti ho poharkové buiiky a
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z nich se vylucuje do lumena stfevniho traktu (Yu, 2004). Bunky, kterymi je tvoien
rovnéz produkuji mucin (http://www.zdravarodina.cz/med/med1202/med120218.html).
MUC?2 je sekrecni bilkovina tvofici nerozpustnou slizni¢ni bariéru, ktera chrani stfevni
lumen (Dardaei, 2011; Sasaki, 2007). TFF3 ma cytoprotektivni u¢inek ve stfevech a
V GITu podporuje hojeni ran, stimuluje migraci epitelovych bun¢k a chrani bariéru
stitevniho epitelu (Tan, 2008). MUC2 spole¢né s TFF3 maji vztah k riistu a diferenciaci
HT-29CL.16.E bunék (Blanchard, 2010). Uroveit TFF3 na sliznicich je 0,1 krat nizsi
nez vtenkém stfevé. To by mohlo vysvétlit, pro¢ TFF3 nebyl difive pozorovan
v zaludku. Je mozné, ze se vytvori, kdyz je epitel vystaven tvrdym ¢astem potravy nebo
poskozen skodlivym agents a napomaha tak k fyziologickému zhojeni (Karam, 2004).
TFF3 tedy chréani stfevni epitel pfed mnoha Skodlivymi latkami véetné zlucovych soli,
ale i pfed toxiny produkovanymi bakterii Clostridium difficile (Kinoshita, 2000).

TFF3 je také produkovan epitelem délohy a je rovnéz obsazen i v déloznim sekretu.
Ve vyssich koncentracich se nachazi pfi proliferaci a estrogenem fizené fazi
menstruaéniho cyklu (Baus-Loncar, 2005). Nedavno bylo zjisténo, Ze se hojné
vyskytuje Vv ostrivcich pankreatu. Zde piispiva ke zvySeni proliferace bunék
Langerhansovych ostravki (Fueger, 2008). Je tvofen v bunkach, které produkuji inzulin
a glukagon (Jackerott, 2006). Studie byla provedena s lidskymi i hlodav¢imi B-buiikami
pankreatu. JelikoZ obé formy diabetu zahrnuji pokles téchto bunck, mize zvySena
exprese prostifednictvim TFF3 hral velky potencial pro 1é€bu tohoto onemocnéni
(http://www.biovendor.com/product/immunoassays/trefoil-factor-3-human-elisa).

TFF3 zvySuje bunécnou migraci prostfednictvim modulace E cadherin/catenin. Byla
zjiSténa invaze transformovanych bunck do kolagenové matrice (Haruhiko, 2005;
Okada, 2005).

Transkripéni regulace TFF3 je fizena pfes piekladatele vazebného mista pro
nuklearni faktory B a C/EBP. Usek souvisejici smodulaci genové exprese je
zprostiedkovany vazbou s riznymi transkripcnimi faktory DNA (Baus-Loncar, 2004).

Jako ostatni proteiny pattici do téhle rodiny, vyskytuje se i TFF3 v jinych tkanich
jako jsou prsni a slinné Zlazy (Bignotti, 2008). RovnéZ se nachazi v jaterni zluci (Sasaki,
2004) a v celém povrchu Zlucovych cest (Kosriwong, 2011). Ma schopnost zvysit
diferenciaci lidského tasinkového epitelu dychacich cest, a také se ucastni obnovy a
obrany tohoto epitelu (LeSimple, 2007). V n¢kolika studiich byla zjisténa syntéza TFF3
Vv CNS a to v hypotalamu, hypofyze, terminalni kiife a mozecku (Hinz, 2004). TFF3

syntetizované¢ v hypothalamu ma anxiolytické a anxogenni ucinky. Je lokalizovan
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Vv neuronech vyskytujicich se v paraventrikularnim a supraoptickém stredu hypotalamu.
Rovnéz se nachazi v zadnim laloku hypotyzy, odkud se ziejmée dostava do obchu (Jagle,
2000). Jeho vyskyt je prokazan v embryondlnim mozku u mysi. U potkant se vyskytuje
pievazné v hypotalamu, mirny vyskyt je vSak i v hippokampu. U clovéka byl zjistén
projev TFF3 v magnocelularnim systému. Je prokazano, Ze se syntetizuje v neutronech
a posmrtné byl zjistén ve 3. mozkové komote. Piesna role nejen TFF3, ale i zbylych
dvou proteini nebyla v CNS dosud pln¢ objasnéna (Hinz, 2004).

Jak jiz bylo teceno, TFF3 se syntetizuje v slzném kanalku (Paulsen, 2002), ale
nevyskytuje se ve zdravém epitelu rohovky. Po epitelialnim poranéni rohovky, ovsem
dojde ke zna¢né produkci tohoto peptidu. Tento jev piispiva k tomu, ze TFF3 hraje

kli¢ovou roli pfi hojeni ran rohovky (Paulsen, 2008).

7.4.3.1. Souvislost TFF3 s nemocemi u lidi

TFF3 se uziva jako geneticky otisk Spatné diferenciovanych karcinomu endometria
(ES) (Bignotti, 2008). Abnormalni uvolnéni TFF3 bylo zdokumentovano u karcinomu
zaludku, prostaty, klize, papilarnim acin6znim néadoru ve slinivce a rakoviné prsu
(Haruhiko, 2005; Bignotti, 2088). Zda se, ze stanoveni hladiny TFF3 je dulezity
prognosticky udaj u nékterych druhti malignit. Stale neni znamo, zda se TFF3 piimo
podili na malignim chovani nadorovych bunék. I pfes tento poznatek je TFF3 dualezity
diagnosticky ukazatel a ma velky potencial jako novy nastroj pro hodnoceni
predoperacniho a pooperaéniho sledovani pacientl s ES. Ke stanoveni byla pouZita in-
house specificka ELISA (Bignotti, 2008). Studie u pacienti s pokro¢ilym nadorem
zaludku ukazala, ze u 49 pacienti ze 111 byl vyskyt TFF3 v imunohistochemickém
preparatu. Zaroven zde byla nalezena vyznamna korelace TFF3 s v€kem (Dhar, 2005).
ZvySend exprese TFF3 byla rovnéZ nalezena V jaterni tkdni u hepatocelularniho
karcinomu (HCC), kde je rozhodujicim genem podilejicim se na tomto druhu rakoviny
(Okada, 2005). Zda se, ze TFF3 by mohl byt potencionalni screeningovy marker
agresivni rakoviny prostaty (Vestergaard, 2006). Také exprese TFF3 u karcinomu
zaludku je pravdépodobné negativnim prognostickym znakem. V 56 % nadort zaludku
u muzlii byla prokidzédna vyznamna korelace TFF3 s agresivnim fenotypem néadoru

(pokrocilé stadium tumoru, infiltrované struktury a pozitivni vyskyt v lymfatickych
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uzlinach). Jinad podrobngjsi studie vSak ukazala spojeni TFF3 se Spatnou progndzou
nezavisle na stadii nddoru (Yamachika, 2002).

Snizena exprese TFF3 mRNA je pozorovana ve folikularnim karcinomu Stitné
zlazy. S tim se objevuje vysoké riziko invaze a tvorby metastaz (Takano, 2004).

Dale bylo prokdzano, ze zejména monomer TFF3 miize zhorsSit slizni¢ni vyrazku
(Hoffmann, 2005).

Vyrazné zvysena hladina TFF3 je u biliarni epitelidlni nemoci, coz svéd¢i o jeho
vyznamné roli v cytoprotektivité a opravé zlucového epitelu (Kosriwong, 2011).

Patogenni zmény v tenkém stfevé zpisobené hlistici Trichnella spiralis, zptisobuji
tvorbu imunitnich a zanétlivych mediatort. Vyzkum byl provedeny na T. spiralis
infikovanych mysich, které méli deficit IL-4 nebo TFF3. U mysi, kterym chyb¢l TFF3
doslo k zdsadnim zméndm ve slizni¢ni architektute jako je napf. atrofie klku,

hyperplazie krypta (Dehlawi, 2006).

7.5. Souvislost TFF s téhotenstvim

Vsechny tii uvedené proteiny TFF rodiny jsou pfitomny béhem fetalniho vyvoje.
Vyskytuji se ve fetalni tkani, ale ne v placenté a plodovych obalech. Sérové hladiny
TFF2 a TFF3 jsou velmi vysoké pii téhotenstvi. Trvaly nartist v séru matky je
pozorovan v 10.-39. tydnu téhotenstvi. Ze studie vyplyva, Ze pricinou zvysené
koncentrace TFF2 a TFF3, béhem gravidity je zpusobena jeho nadprodukei placentou.
TFF1 se objevuje i v pupe¢nikové krvi ve stejnych koncentracich jakou ma matka,
zatim co zbylé dva proteiny se zde nachézeji v nizSich koncentracich nez je tomu u

matky (Samson, 2011).

7.6. Regulace TFF

Vsechny proteiny, patfici do téhle rodiny, se ovliviiuji navzdjem (Baus-Loncar,
2005). Koordinovana ¢innost mezi jednotlivymi peptidy téhle rodiny byla objevena u
myS$i a lidi v Zaludku. Jednalo se piedevS§im o spolupraci mezi TFF1/TFFl a
TFF2/TFF2 (Baus-Loncar, 2004). Doprovodné oblasti téchto genii maji podobnou
regulacni sekvenci, coz naznacuje, Ze vSechny 3 geny jsou regulovany koordinované

(Perry, 2007).
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Jsou vsak i dalsi latky, které prispivaji k jejich regulaci (Baus-Loncar, 2005)

7.6.1. Rustové faktory

Epidermalni rtstovy faktor (EFG) a TFF peptidy mizou puasobit synergicky pii
opravé lidskych tkéni. Jedna se o zvySenou rychlost opravy v pribéhu onemocnéni jako
je napt. astma (Yeh, 2002; Chwieralski, 2004).

TFF2 a TFF3 jsou zavislé na receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR).
Uginnost téchto peptidt mize byt regulovano negativni stimulaci EGFR.

Transformujici rastovy faktor (TGF) ovliviiuje hladinu koncentrace TFF1 v
souvislosti s pankreatitidou, kde dochazi ke zvySeni tvorby TFF1 (Baus-Loncar, 2005).
Kromé toho tidi TFF1 i lidsky receptor epidermalniho rustového faktoru 2 (HER-2)
(Perry, 2007).

Migraéni regulacni peptidy a aminy stimuluji syntézu TFF3. Rastovy faktor
fibroblastti (bFGF) mutize rovnéz regulovat TFF3 (Baus-Loncar, 2005; Perry, 2007).

Dale jsou TFF peptidy ovliviiovany i jinymi faktory, jako jsou napf. ristovy hormon
(hGH), inzulin jako rustovy faktor 1 (IGF-1), ale i rizné onkogenni podnéty (Perry,
2007).

7.6.2. Prozanétlivé cytokiny

TFF peptidy jsou schopné modulovat zanét (Graness, 2002).

7.6.2.1. Interleukiny

Dilezitym regulatorem TFF gend jsou zanétlivé cytokiny. Pfedevsim se jedna o
IL-1B a IL-6, které mohou potladit ¢innost a expresi genu TFF1 prostfednictvim NF-«kB
a C/BEPb faktord. ZvySeny zanét, pivodné neoplastické transformace, muze vést ke
snizeni nadorové supresorové aktivity prostfednictvim inhibice TFF1 (Baus-Lancar,
2004). Inhibi¢ni cinnost prozéanétlivych cytokinii byla zkoumdéna pii zanétlivych
sttevnich onemocnénich a ma vliv i na TFF2 a TFF3. IL-6 aktivuje transkripci STAT3 a

silng inhibuje transkripci TFF3.
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In vitro reguluji TFF peptidy nadorové nekrdzy, a to predevsim vylu¢ovanim IL-6 a
IL-8. TFF2 sam nedokaze zménit sekreci danych interleukind, ale vyvoldvaji trvalou
aktivaci signall regulujicich kinazy. Lze prokazat, ze TFF2 zesiluje TNF indukovanou
sekreci pravé IL-6 a IL-8 (Graness, 2002).

7.6.2.2. TNF-a

In vitro analyza prokazala, ze stimulace TNF vyvolava aktivaci NF-kB, ktera
inhibuje TFF3 (Baus-Loncar, 2004; Zhu, 2005). OvSem vazebné misto NF-kB se
nachdzi u vSech tii peptidi této rodiny. Stimulace TNF vyvolava az 10-ndsobnému
snizeni hladiny TFF3 u nadoru tlustého stfeva bunééné linie HT-29 (Loncar, 2003).
Adenokarcinom bunécéné linie HT-29 byl kultivovan v médiu Glutamix a 10 % FCS.
Po 24 hodinové inkubaci byly bunky stimulovany TNF v rozmezi koncentraci
2,5-40 ng/ml. Z pokusu vyplynulo, Ze minimalni koncentrace, kdy ma TNF vyrazny
vliv na TFF3 je 20 ng/ml (Baus-Loncar, 2004).

Utinky TNF-o jsou pozorovany v souladu s akutnim snizenim TFF pfi zanétech, coZ
vede Kk opozdéni regulace a slizni¢ni obran¢ (Baus-Lancar, 2005). Regulace TFF3
pomoci TNF-a byla zkoumana kvantitativni RT-PCR spole¢né s genem GAPDH po 24,
48 a 60 hodinach. Prokazalo se, ze trvalému snizeni TFF3 doslo v souladu s rakovinou
tlustého stfeva normalizovaném na gen GAPDH. TNF-a tfikrat snizil TFF3 uZ po
prvnich 24 hodinach, po 48 hodinach doSlo k desetinasobné regulaci (Baus-Loncar,
2004).

7.6.3. Protizanétlivé cytokiny

Ve stievech jsou T-lymfocyty vyjadieny DC4+ Tpp, které indikuji humoralni
imunitni odpovéd’ a aktivuji tvorbu IL-4 a IL-13 (Dehlaw, 2006). IL-4 a IL-13 siln¢
zvySuji produkci TFF3 pii nadorech stfev, TFF3 md STAT6 vazebné misto, proto je
moznad piima transkripéni regulace IL-4 a IL-13 (Baus-Loncar, 2005). IL jsou
aktivovany praveé pies STAT6 pii hnisavych infekcich. IL-4 a IL-13 reguluji konkrétni
poharkové bunky, které produkujici TFF3 (Blanchard, 2004). IL-4 zprostfedkovava
zvySeni TFF3 pfes de novo syntézy proteint. Pfidani aktinomycinu D ptes IL-4/IL-13
vede k poklesu hladiny mRNA v TFF3 (Blanchard, 2004).
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7.6.4. DalSi regulatory

Transkripéni regulace hraje hlavni roly v projevech TFF genti. Transkripéni faktory
jako GATA-6 zprostiedkovavaji expresi TFF1 a TFF2 (Hernandez, 2009) a zvySuje
jejich  koncentraci 4-6 krat (Chi, 2004). Poharkové buiky jsou specifickym
transkripénim faktorem zapojenym do TFF3 projevi (Hernandez, 2009). Jak jiz bylo
zminéno, jednim z faktorii ovliviiujici dané proteiny jsou geny GATA. Jedna se o
rodinu Sesti pfibuznych genti zodpovédnych za krvetvorné buiky, stieva a
kardiovaskularniho systému (Baus-Loncar, 2004). Souvislost GATA rodiny a TFF
muze byt rovnéz potvrzena tim, ze se TFF podili na tvorbé novych cév a to jak za
normdlnich, tak patologickych podminek (Rodrigues, van Aken, 2003). GATAG6 je
vektor exprese u nadorti zaludku. Vysledkem je aktivace TFF1 a TFF2, TFF3 se
neaktivuje (Baus-Loncar, 2004).

Gastrin upravuje koncentraci TFF1 a TFF2. Pti regulaci TFF1 gastrinem v zaludku,
dochazi k postupnému snizeni gastrinu a zaroven TFF1, coz vede k nadorovému
rozvoji.

Prostaglandiny a soucastn¢ TFF peptidy maji stejnou cytoprotektivni funkci
Vv zalude¢ndi sliznici, to vnuklo myslenku, Ze tyto rodiny mohou byt spojeny.

Odchylky v zaludec¢ni sliznici jsou obecné indukované s TFF proteiny. To zahrnuje
osmoticky stres vyvolany izotonickymi tekutinami a EtOH. Hypotonie stfeva zvySuje
produkci vSech TFF, zatimco hypertonie snizuje TFF1 a TFF3, ale ptekvapivé zvysSuje
TFF2.

Tzv. ,,oktidlené faktory* HNF aktivované pii akutni fazi vyvolavaji produkci TFF1
ve slinivce bfisni a v zaludku (Baus-Loncar, 2005). HNF-3 slouzi k aktivaci vSech gent
TFF rodiny (Baus-Loncar, 2004).

Proliferatory peroxizému aktivovany receptor y (PPAR-y) reguluje TFF2 a buiikach
zaludec¢niho epitelu. Jedna se o piimou regulaci (Shimada, 2007).

Hypoxii vyvolavajici faktor 1 (HIF-1) (Hernandez, 2009) je stéZejni transkripcni
faktor indukujici expresi TFF3 genu v buiikach tlustého stieva (T84). Genova exprese
TFF3 stoupa s hypoxii. Tenhle jev lze pozorovat v disledku jiz zminéného hypoxii
indukujiciho faktoru 1, ale i esterti kyseliny arachidonové a peroxidu vodiku (Perry,

2007). Aktivace rekombinantniho TFF3 chrani cévni endotel (Baus-Loncar, 2005).
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prevazné TFF2 (Baus-Loncar, 2004). Zalude¢ni poskozeni vyvolané kyselinou
acetylsalicylovou je spojeno s hypoxii a zvySenim koncentrace vSech TFF peptida
v zaludeCni sliznici. Pfitomnost jedné toxické davky aspirinu, zkoumané na potkanech,
zvysilo produkei TFF1 ve sliznicich. Konkrétné k tomu doslo pii konstituci zranéni, kde
byl zjistén tbytek buné€k na povrchu sliznice (Herndndez, 2009). Podanim déavky
kyseliny acetylsalicylové vSak snizi koncentraci vSech TFF proteinti v séru (Kawai,
2011). Lécka kyselinou maselnou se sodikem a kyselinou 5-aminosalycilovou zvysSuje

TFF3 mRNA expresi a snizuje produkci IL-6 (Song, 2006).

7.7. Vyuziti 1é¢ebnych ucéinka TFF

Stabilita TFF peptidi je divodem, ze jsou atraktivnimi kandidaty v 1&¢bé
gastrointestinalnich onemocnéni (Dhar, 2005). Je zde pfedevsim potencial jejich vyuziti
pii 1écbé viedii v zazivacim Uustroji (Devine, 2000), ale rovnéz u zanétlivych
onemocnéni stfev a postizeni stfev vyvolené radiochemoterapii (Dhar, 2005). Lécebné
ucinky TFF3 byly dfive pfipisovany bunécné proliferaci, ale pozdéji bylo zjisténo, ze
tyto ucinky jsou pfedevsim v podpoie bunééné motility, migrace a piipadné i inhibici
apoptozy (Dhar, 2005).

TFF maji zvlastni roly v rekonvalescenci Ustni dutiny a ochrané proti
proteolytickym  enzymim (Devine, 2000) Ne¢které studie zaméfené na
farmakodynamiku (PD) a farmakokinetiku (PK) vyuzivaji farmakologicky
modifikovany kmen Lactococus lactis (AGX0085). Jedna se o bakterii ozna¢ovanou
AGO13, ktera je geneticky upravena. Plazmid, ktery nese gen pro TFF1 je integrovan do
chromozomu. Tento mikroorganismus je navrzen tak, aby vylucoval lidsky TFF1
Vv ustni dutiné, kde pfispiva k 1é¢bé zanétlivych nemoci sliznice (Chaluwaerts, 2010).

TFF2 zrychluje hojeni Zalude¢nich viedi a to jak po ustnim, tak podkoZznim podani.
Pti podani usty proSel TFF2 Zaludkem, tenkym stfevem, ale byl degradovén ve slepém
stteveé. Pouze jeho mal4 Cast prosla do tlustého stfeva, odkud byla vyloucena stolici.
Vétsina podaného TFF2 byla vylou¢ena moci (Poulsen, 1999).

Utinnost 16¢by TFF3 v klinickych studiich ulcerarni kolitidy pii podavani 10 mg/ml
TFF3 v podobé, neprokazala pozitivni vysledky. Miuze existovat vice divodu, proc¢
tomu tak je. TFF3 mulze byt neuCinny v 1écbé u lidi nemocnych kolitidou, ackoliv
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zviteci modely ukazaly stabilni vysledky. Rovnéz zptisob podani a cesta mizou ovlivnit
biologickou ¢innost TFF peptidi (Mahmood, 2005).

Existuje hypotéza, ze TFF3 muze byt uzitecny v profylaxi akutni GvH. TFF3 mize
predstavovat novou strategii pro separaci GvH a GvL pii transplantacich. Jedna se o
ucinny doplnék ke klinickému feSeni GvH profylaxe (Liang, 2009).

Akutni TFF3 1écba podavana Ustné, vyrazné snizuje rozvoj stiedné tézkych a
tézkych poskozeni ustni mukézy (OM). Zde plisobi na mukdzni bariéru na sliznicnim
epitelu. Jedna se o snadné ambulantni pouziti TFF3, ktery se davkuje Gstnim sprejem.
To slouzi k prevenci zénétu Ustni sliznice u pacientl s kolorektalnim karcinomem, ktefi
uzivaji fluorouracil na bazi chemoterapie (Peterson, 2009).

TFF3 ma velky potencial pro rozvoj ustni peptidové vakciny. Ustni anti-CETP
vakcina 1 TFF3 maji moznost potlacit aterosklerézu u kralikt. Také dochazi ke snizeni

koncentrace LDL a zvySeni HDL (Qi, 2011).

7.8. Stanoveni TFF

7.8.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Samotna PCR probiha v nékolika teplotnich krocich. Nejprve dochazi k denaturaci
DNA duplexu pii 92-96 °C. Na komplementarni sekvence jednotetézcové DNA poté
nasedaji primery. Teplota tohoto d¢j je obvykle pii 45-65 °C. Posledni krok probiha pti
72 °C, pii kterém dochazi k prodluzovani fetézce od ukotvenych primert za pomovi
dNTPs a DNA-polymerazy (Bilikova, 2010).

Pro stanoveni TFF se pouziva Real Time — PCR (Baus-Loncar, 2004). Tato metoda
je zalozena na klasickém PCR. Rozdil je vtom, Ze specidlni pfistroj kontinudlné
monitoruje pfiristek DNA béhem kazdého cyklu. Zakladni podminka je pfitomnost
fluorescen¢niho substratu, ktery se navaze na syntetickou DNA. Mnozstvi fluorescence
je poté ptimo imérné nasyntetizované nukleové kyseliné (Bilikova, 2010).

Cyklické podminky pro stanoveni TFF gentl jsou 95 °C jako denaturacni teplota, pfi
57 °C nasedaji primery a prodluZovani fetézce probiha pii 72 °C. Primery pro lidsky
TFF3 a lidsky glyceraldehyd 3-fosfat hydrogenia (GAPDH), které se obvykle pouZzivaji
pro stanoveni u rakoviny tlustého stieva soucastné, jsou:

TFF3-f: 5-CTTGCTGTCCTCCAGCTCT-3
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TFF3-r: 5-CCGGTTGTTGCACTCCTT-3
GAPDH-f: 5-TGCACCACCAACTGCTTAG-3
GAPDH-r: 5-GATGCAGGGATGATGTTC-3
(Baus-Loncar, 2004).
Dalsi PCR stanoveni Ize provést pfi denaturacni teploté 94 °C po dobu 6min.
Nasleduje pripojeni primert o sekvencich:
5-ATGGCTGCCAGAGCGCTCTG-3
5-CAGACAGCCCCACGTAC-3

které probiha pii 60 °C. Pro prodlouzeni fetézce je volena teplota 70 °C. Celé PCR
stanoveni probiha ve 30 cyklech (Chinery, 1996).

7.8.2. ELISA

Metoda ELISA ptedstavuje konkrétni a presnou metodu pro méfeni koncentrace
TFF vséru u zdravych i nemocnych (Vestergaard, 2002). Provedeni je velmi
jednoduché. Vzorek inkubujeme v jamce mikrotitraéni desticky pfedem potazené
polyklonalnimi protilatkami proti lidskému TFF. Nasledné se desticka inkubuje 60
minut pti 25 °C. Po uplynuti jedné hodiny se jamky proplachnou a napipetuji se do nich
polyklonarni protilatky anti-TFF s kienovou peroxidazou (HRP) jako konjugatem a opé&t
nasleduje inkubace 60 min pii 25 °C. Néasleduje dal$i promyti a pfidani substratu. Jako
substrat, ktery bude reagovat S navazanou kienovou peroxidiazou, se uziva
tetrametylbenzidin (TMB) a inkubuje se pfi 25 °C tentokrat po dobu 30 minut. Reakci
zastavime pridanim roztoku kyseliny. Koncentraci zjistime zméfenim absorbance
roztoku pii 450 a 630 nm  (http://www.biovendor.com/country315
/product/immunoassays/trefoil-factor-1-human-elisa; http://www.biovendor.com/
country315/product/immunoassays/trefoil-factor-2-human-elisa; http://www.biovendor.

com/product/immunoassays/trefoil-factor-3-human-elisa)
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8. CIL PRACE

Verifikace souprav na stanoveni TFF1, TFF2 a TFF3 metodou ELISA.
Vysetfeni koncentrace TFF1, TFF2, TFF3 v séru u zen béhem gravdity; tyto tdaje
nebyly pfi psani diplomové prace V odborném pisemnictvi k dispozici. Porovnani TFF
s koncentracem HLA-G, transcortinu a screeningovymi ukazateli, Které se vyuzivaji
pro odhad vrozenych vyvojovych vady plodu dle trimestru pacientky (AFP, hCG,
PAPP-A, hCG beta, uE3).
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9. EXPERIMENTALNI CAST

9.1. Pristroje a pomiicky

» ELISA sety, BioVendor, Laboratorni medicina, a. s., Brno, Ceska Republika
= Mikrotitracni desti¢ka, High Binding, Costar

* Promyvacka Columbus, Tecan

= (Chlazena centrifuga

= Reader Biotek EL808

* Analytické vahy

= pH metr

= Laboratorni sklo a pomiticky

9.2. Statisticky program
= Statistika Verze 7

9.3. Reagencie

= NaCl, Lachema, Brno, Ceska republika

» K,COj3, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika

» NaHCOs, Lachema, Brno, Ceska republika

= Tween 20, Sigma, USA

= Sacharosa

= Albumin z hovéziho séra, Sigma, USA

= Polyklonarni krali¢i anti-lidské TFF1, BioVendor, Laboratorni medicina, a. s.,
Brno, Ceska Republika

» Polyklonarni krali¢i anti-lidské TFF2, BioVendor, Laboratorni medicina, a. s.,
Brno, Ceska Republika

» Polyklonarni ov¢i anti-lidské TFF3, BioVendor, Laboratorni medicina, a. s.,
Brno, Ceska Republika
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Biotin znaceny ov¢i polyklonarni IgG, biotinylované v kytu, Pierce
Biotechnology, Rockford
» Biotin znaceny krali¢i polyklonarni IgG, biotinylované v kytu, Pierce

Biotechnology, Rockford

Streptavidin a kifenovou peroxidazou, Amdex

Vzorky sér od téhotnych Zen

9.4. Roztoky a pufry

0,1 M uhlic¢itanovy pufr
priprava: 30 ml 0,1M K,CO3 se smicha se 100 ml 0,1M NaHCO;
= 0,15 M NaCl
priprava: navazi se 11,7539 NaCl a rozpusti ve 100 ml destilované H,O
* roztok TBS-Tw
priprava: 0,05 M Tris-HCI + 0,15 M NaCl + 0,05 % Tween 20
pH upraveno na 7,2
» roztok TBS — Tw — BSA — mysi IgG
priprava: 0,05 M Tris-HCI + 0,15 M NaCl + 0,05 % Tween 20 + 1 % BSA
+ 1 mg/ml mysich IgG

pH upraveno na 7,2

9.5. ELISA pro TFF1

Na dno mikrotitraénich jamek byly navazany polyklonarni krali¢i protilatky proti
lidské TFF1. Pro navazani byla pfipravena smés 1 pg/ml protilatek v 0,1 M
uhli¢itanovém pufru. Do jamky bylo napipetovano 100 pl dané smési a mikrotitracni
desticka se nechala inkubovat pies noc pti 4 °C.

Po inkubaci bylo provedeno promyti roztokem TBS-Tw. Nespecifiské vazebné
misto bylo blokovdno 200 pl roztoku TBS s 4 % sachardzou a 0,5 % BSA. Blokace
probihala 30 minut pfi 25 °C.

Standardy a vzorky séra 5 krat nafedéné roztokem TBS-Tw-BSA-mysi IgG byly
pipetovany v duplikatu 100 pl/jamku a inkubovéany 1 hodinu pii 25 °C.
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Nasledné byly jamky mikrotitracni desticky 5 krat promyty roztokem TBS-Tw a do
jamek napipetovano 100 ul biotinu znaceného krali¢imi polyklonarnimi IgG a to
v koncentraci protilatek 0,1 pg/ml. Inkubace byla opét provedena po dobu 1 hodiny pfi
pokojové teplote.

Po dalsich 5 cyklech promyti bylo do jamek napipetovano 100 pl streptavidinu
s kfenovou peroxiddzou a nasledovala opét inkubace za stejnych podminek.

Po promyti mikrotitracni desticky bylo do vSech jamek davkovano 100 ul TMB a
reak¢ni smeés byla inkubovéana 10 minut pii 25 °C.

Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl 0,2 M kyseliny sirové a vysledné zbarveni

roztoku bylo proméfeno pfi vinové délce 450 nm.

9.6. ELISA pro TFF2

V mikrotitracni desti¢ce byla navazany smés 1 pg/ml protilatek rozpusténych v
0,1 M uhli¢itanovém pufru. Jako protilatky byly zvoleny polyklonarni krali¢i protilatky
proti lidské TFF2. Do jamek desticky bylo napipetovano 100 ul dané smési a
mikrotitra¢ni desticka se nechala inkubovat ptes noc pfti 4 °C.

Po inkubaci nésledovalo promyti roztokem TBS-Tw a blokace nespecifického
vazebného mista pfidanim 200 pl roztoku TBS s 4 % sachar6zou a 0,5 % BSA. Blokace
probihala 30 minut pfi 25 °C.

Vzorky séra byly pro méfeni 5 krat nafedéné roztokem TBS-Tw-BSA-mysi IgG
byly pipetovany v duplikatu 100 pl/jamku. Stejné mnozstvni 100 pl bylo do jamky
pipetovano i pro standardy. Desticka poté byla inkubovéna 1 hodinu pii 25 °C.

V dal$im kroku byla mikrotitraéni desticka 5 krat promyta roztokem TBS-Tw. Do
jamek bylo napipetovano 100 pl biotinu znac¢eného krali¢imi polyklonarnimi IgG a to
Vv koncentraci protilatek 0,1 pg/ml. Inkubace byla opét provedena po dobu 1 hodiny pii
25 °C.

Po dalsich 5 mycich cyklech bylo do jamek napipetovano 100 pl streptavidinu
znaceného kienovou peroxiddzou a nasledovala opét inkubace za stejnych podminek.

Po dalSim promyti mikrotitracni desticky bylo do vSech jamek pipetovanoo 100 pl
TMB a reak¢ni smés byla inkubovéana 10 minut pti 25 °C.

Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl kyseliny sirové o 0,2 M koncentraci. Vzniklé

zluté zbarveni roztoku bylo fotometricky proméfeno pii vinové délce 450 nm.
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9.7. ELISA pro TFF3

Na mikrotitracni jameky byly navazany polyklonarni ov¢i protilatky proti lidské
TFF3. Pro navazani byla pfipravena smés protilatek s koncentraci 1 pg/ml rozpusténa
v 0,1 M uhli¢itanovém pufru. Do jamek bylo napipetovano 100 pl protilatkou smési a
mikrotitra¢ni desticka byla inkubovany ptes noc pii teploté 4 °C.

Po inkubaci naslodovalo promyti desticky roztokem TBS-Tw. Nespecifiské vazebné
misto bylo blokovano 200 pl roztoku TBS s ptidavkem 4 % sacharézy a 0,5 % BSA.
Blokace probihala pii 30 minutové inkubaci a 25 °C.

Standardy a nafedéné vzorky séra roztokem TBS-Tw-BSA-mysi IgG byly
pipetovany vzdy v duplikatu. Pipetovalo se 100 pl/jamku a inkubovace byla provedena
1 hodinu pfi 25 °C.

Déale byly jamky mikrotitracni desticky 5 krat promyté roztokem TBS-Tw. Do
jamek bylo napipetovano 100 pl biotinu zna¢eného ovEimi polyklonarnimi IgG, které
mély koncentraci protilatek 0,1 pg/ml. Inkubace byla opét pti 25 °C 1 hodinu.

Po nasledném promyti bylo do jamek napipetovano 100 pl streptavidinu s kifenovou
peroxidazou a desticka se nechala inkubovat opét 1 hodinu pti 25 °C.

Po dalsich péti cyklech myti bylo do vSech jamek nadavkovano 100 pul TMB a
reakéni smés byla inkubovana 10 minut pii 25 °C.

Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl 0,2 M kyseliny sirové. Vznikly barevny

roztoku bylo prométeno pii vinové délce 450 nm.

9.8. Standardy

Jako standardy byly pouzity rekombinac¢ni TFF od firmy BioVendor. Obsah bilkovin
rekombinacnich TFF.

Standardy byly pro TFF1 ptipraveny v koncentracich 4; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,125 pg/l
fediciho pufru. Pro TFF2 o koncentracich 10; 5; 2; 1; 0,5 a 0,25 pg/l. Standardy TFF3
byly v koncentracich 2,4; 1,2; 0,6; 0,3; 0,15 a 0,075 ug/l.

Z kazdého standardu bylo pipetovano 100 pl ptimo do jamky.

Také byla stanovena citlivost pro vSechny TFF, coz je absorbance blanku a tfi

smérodatné odchylky.
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9.9. Presnost a spravnost

Pro ovéfeni spolehlivosti metody ELISA byl proveden test na pfesnost a spravnost.

U TFF1 bylo pro piesnost a spravnost stanoveni vyuzito sérum od dvou jedinca
s koncentraci 1,1 a 7 pg/l. Ke vzorkiim bylo pfidano rostousi mnozstvi rekombina¢niho
proteinu o koncentracich +1; +2 a +4 ug/l. Rovné€z bylo testovano sérum od dvou
pacientd s koncentracemi TFF1 20,1 a 21,8 ng/l pro zjisténi linearity fedéni.

Pro TFF2 byly koncentrace v séru 4,3 a 3,0 pg/l. Metodou standardniho pfidavku bylo
ke vzorku pfidano +2; +5 a +10 pg/l rekombinaéniho proteinu. Dale se testovaly séra od
dvou pacientt s koncentracé TFF2 4,6 a 3,6 ug/l pro fedéni linearity.

Stejnym zplsobem byla testovana spravnost a piesnost u TFF3. Volena byla séra
jedincu s koncentraci TFF3 1,6 a 2,1 ug/l. K nim bylo piidano +0,075; +1,5 a +3,0 ug/l
rekombinacniho proteinu. Pro zjiSténi linearity fedéni bylo testovdno sérum od dvou
pacientt s koncentraci TFF3 16,2 a 22,1 ng/l.

Rovnéz byla testovdna intraesejni a interesejni reprodukovatelnost stanoveni pro

vSechny tfi TFF.

9.10. Odbéry vzorkii a vybér probantii

Odbér byl proveden z kubitalni vény po 10 min zklidnéni a pfedchazejicim 12-ti
hodinovém laénéni v polosedé. Vzorky byly separovany a chlazané centrifuze pii 4 °C a
zamrazeny pii -80 °C. Pacientky podepsaly informovany souhlas s vySetfenim.

Bylo vySetieno 145 osob, z toho 60 v I. trimestru, 51 ve Il. trimestru a 34 ve llI.

trimestru.

9.11. Méreni vzorku

Sérum bylo natedéno 5 krat fedicim pufrem. Takto pfipraveny vzorek byl papitovan
pfimo do jamek mikrotitracni desticky. Pokud nebylo sérum zpracovano hned po
odbéru, bylo zamrazeno na -20 °C.

U vzorkl byly rovnéZ méteny hodnoty HLA-G a transcortinu komeréné dostupnou

soupravou ELISA (Biovendor), kterd ma uspokojivé analytické charakteristiky.
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Vzorky byly déale doplnény nekterymi screeningovymi ukazateli, které se
vyuzivaji pro odhad vrozenych vyvojovych vady plodu dle trimestru pacientky (AFP,
hCG, PAPP-A, hCG beta, uE3).
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10. VYSLEDKY

10.1. Méreni TFF

10.1.1. Kalibrace pro TFF1

Kalibrace TFF1

0 T T T T T 1
0,125 0,25 0,5 1 2 4

c[ng/ml]

Graf ¢ 1: Kalibraéni kiivka pro TFF1 — Ktivka ma typicky tvar. Byl stanoven limit
detekce, ktery je pro TFF1 0,02 ug/l.

10.1.2. Kalibrace pro TFF2

Kalibrace TFF2

3,5

E 3
2

< 2,5
2
1,5
1
0,5

0 T T T T T 1

0,25 0,5 1 2 5 10
c[ng/ml]

Graf ¢. 2 : Kalibraéni kfivka pro TFF2 — Kalibracni kfivka ma typicky tvar. Limit
detekce pro TFF2 byl stanoven na 0,04 pg/l1.
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10.1.3. Kalibrace pro TFF3

Kalibrace TFF3

g 3,5
< 3
2,5
2
1,5 -
1
0,5 |
9] T T
0,075 0,15 0,3 0,6 1,2 2,4
c[ng/ml]

Graf ¢. 3: Kalibraéni kiivka pro TFF3 — Graf ma typicky tvar. Detekéni limit pro
TFF3 je 0,01 pg/l.

10.1.4. Ovéreni spolehlivosti testu pro TFF1

Tab. €. 1: Vysledky spolehlivosti testu TFF1 v sérii

Koncentrace [ug/l] SD [ug/1] CV [%]
1. 7,88 0,11 9,31
2. 13,47 0,21 8,21

Hodnoty protilehlé pifesnosti ve stanoveni piesnosti mezi jednotlivymi jamkami

mikrotitra¢ni desticky v obou ptipadech nizsi nez 10 %.

Tab. €. 2: Vysledky spolehlivosti testu TFF1 mezi sériemi

Koncentrace [ug/l] SD [ng/l] CV [%]
1. 2,03 0,08 3,95
2. 7,89 0,33 4,22

Pti stanoveni vzorkli mezi jednotlivymi destickami byly variacni hodnoty protilehlé

ptresnosti 3,95 a 4, 22 %.
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Tab €. 3: Standardni pridavek pro TFF1

Nameérené hodnoty | Teoretické hodnoty CcVv
[no/l] [mo/l] [%6]
1,13 - -
1,88 2,13 88,0
L 3,13 3,13 100,1
5,32 5,13 103,7
7,00 - -
8,69 8,00 108,6
& 9,54 9,00 106,0
12,42 11,00 112,9

Metodou standardniho ptidavku byla stanovena pfesnost a spravnost tohoto testu.

Pramérna hodnota je 103 %.

Tab. ¢. 4: Linearita redéni pro TFF1

Redéni Naméiené hodnoty | Teoretické hodnoty CV [%]
[na/1] [no/1]

- 18,389 - -
2X 9,664 9,19 105,1
. 4x 4,575 4,60 99,5
8x 2,139 2,30 93,1

- 19,194 - -
2X 10,053 9,60 104,8
> 4x 4,939 4,80 102,9
8x 2,271 2,40 94,7

Linearitou fedéni byla urcena piesnost a spravnost, kterd v priméru byla 100%.

10.1.5. Ovéreni spolehlivosti testu pro TFF2

Tab. €. 5: Vysledky spolehlivosti testu TFF2 v sérii

Koncentrace [ug/l] SD [ug/1] CV [%]
1. 23,56 0,14 3,15
2. 9,02 0,15 9,04

U prvniho vzorku byly hodnoty protilehlé ptesnosti mezi jednotlivymi stanovenimi

v mikrotitra¢nich jamkach 3,15 % a u druhého 9,04 %.
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Tab. €. 6: Vysledky spolehlivosti testu TFF2 mezi sériemi

Koncentrace [ug/l] SD [pg/1] CV [%]
1. 23,78 0,89 3,75
2. 8,77 0,47 531

Jednotliva stanoveni testovana na raznych mikrotitra¢nich destickach ukazaly hodnoty

protilehlé piesnosti prvniho vzorku 3,75 % a druhého 5,31 %.

Tab ¢. 7: Standardni pridavek pro TFF2

Nameéiené hodnoty | Teoretické hodnoty CVv
[mg/1] [ng/1] [%0]
4,31 - -
6,36 6,31 100,8
L 9,27 9,31 99,5
15,58 14,31 108,9
3,01 ; ;
4,91 5,01 98,0
& 7,97 8,01 99,5
14,04 13,01 108,0

Primérna pfesnost testu s pouzitim metody standardniho ptidavku byla 103 %.

Tab. €. 8: Linearita fedéni pro TFF2

Redéni Namérené hodnoty | Teoretické hodnoty CV [%]
[mg/l] [ng/1]

- 4,594 - -
2X 2,074 2,30 90,2
L 4x 1,004 1,15 87,4
8x 0,61 0,57 106,2

- 3,598 - -
2X 1,607 1,80 89,3
2 4x 0,818 0,90 90,7
8x 0,512 0,45 113,8

Priimérna reprodukovatelnost linearity fedéni je 96 %.
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10.1.6.

Tab. ¢. 9: Vysledky spolehlivosti testu TFF3 v sérii

Ovéreni spolehlivosti testu pro TFF3

Koncentrace [ug/l] SD [ug/1] CV [%]
1. 1,18 0,07 5,6
2. 7,11 0,54 7,6

Stanoveni mezi jednotlivymi jamkami mikrotitrani desti¢ky je u prvniho vzorku 5,6 %

a u druhého 7,6 %.

Tab. €. 10: Vysledky spolehlivosti testu TFF3 mezi sériemi

Koncentrace [ug/l] SD [ug/1] CV [%]
1. 1,57 0,10 6,4
2. 8,77 0,66 7,5

Stanoveni mezi riznymi mikrotitranimi destickami prokézalo hodnoty protilehlé

presnosti 6,4 a 7,5 %.

Tab €. 11: Standardni pridavek pro TFF3

Nameérené hodnoty | Teoretické hodnoty CcVv
[na/1] [ng/1] [%0]
1,56 - -
4,78 4,56 104,8
- 3,10 3,06 101,3
2,25 2,31 97,4
2,11 - -
5,29 511 103,5
> 3,71 3,41 102,8
3,04 2,86 106,3

Metodou standardniho ptidavku byla zjisténa ptesnost a spravnost testu 103 %.
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Tab. ¢. 12: Linearita redéni pro TFF3

Redéni Naméiené hodnoty | Teoretické hodnoty CV [%]
[no/l] [ng/l]

- 16,24 - -
2X 8,24 8,12 101,5
L 4x 3,52 4,06 86,7
8x 1,96 2,03 96,6

- 22,8 ; ;
2X 10,28 11,4 93,1
& 4x 5,56 5,52 100,7
8x 2,52 2,76 91,3

Linearitou fedéni bylo zjisténo, ze variacni koeficient jednotlivych stanoveni je

priamérné 95 %.

10.2. Testovani téhotnych osob

Bylo testovano 165 zen praimérného véku 31 £ 2 let.

l. trimestr
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0] 20 40 60
¢. pacienky

Graf ¢. 4. Koncentrace vSech tii TFF v prvnim trimestru.
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Graf ¢. 5: Koncentrace vSech tfi TFF ve druhém trimestru.
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Graf ¢. 6: Koncentrace v§ech tii TFF ve tretim trimestru.

Hodnoty TFF1 se béhem jednotlivych trimestri vyznamné neménily (p = 0,463).

V prvnim trimestru byly koncentrace TFF2 a TFF3 velmi podobné a nachazaji se
V rozmezi 2 — 6 pg/l.

Ve druhém trimestru se hodnoty TFF2 a TFF3 nijak vyrazné neménily. Statisticky
nevyznamny vzestup (p = 0,7387) oproti prvnimu trimestru je nazna¢en V koncentracich

TFF3.
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Béhem tretiho trimestru vyznamné stoupala koncentrace TFF2 a to az k dvojcifernym
hodnotam (p < 0,01, Graf ¢. 6, pramér 2,85 pg/l vs. pramér 23 pg/l), jejichz primérna
hodnota je okolo 23 ug/l. Hodnoty TFF3 rovnéz statisticky vyznamné stoupaly
(p < 0,01; pramér 4,99 vs. Pramér 9,39). Koncentrace TFF3 se pohybovaly okolo 9,39
ug/l (Graf ¢. 6, Tab. ¢. 45)

Nejvétsich statisticky vyznamnych rozdili v koncentracich b&hem jednotlivych

trimestru bylo dosazeno u TFF2 a poté i vyznamné TFF3. Koncentrace TFF1 se béhem

prubéhu téhotenstvi vyznamné neménily.

Koncentrace TFF béhem jednotlivych trimestra

. A
1A |

T ]
yER| m e

¢ [ng/ml]

= — el — - Tn ey
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 171819202122232425262728293031323334

¢. pacientky

——TFF1 - |. trimestr ——TFF2 - |. trimestr TFF3 - |. trimestr TFF1 - 11 trimestr —— TFF2 - II. trimestr
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Graf ¢. 7: Koncentrace TFF béhem jednotlivych trimestra — Z grafu jsou ziejmé,

stoupajici koncentrace TFF2 a TFF3 béhem III. trimestru, které jsou statisticky

vyznamne.
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10.3. Vzorky a statistika

10.3.1.

Prvni trimestr

10.3.1.1. Data l.

Tab. €. 13: Naméiena data (Tab. byla doplnéna o dalsi data tykajici se daného vzorku)

E;‘l,;liA 'I;A:F':g '\é';g' TTEL1 | TTF2 | TFF3 |Transcortin|s HLA-G
ng/l ng/l ng/l pg/l pg/l

1 1500|  1,460| 0,115 | 2,805 | 2400 | 53130 | 116,656
2 0580| 1,070 1318 | 2342 | 3310 | 51750 | 56,047
3 1700|  1,390| 1,261 | 3231 | 5145 | 63390 | 59,970
4 1860  1,650| 0,100 | 2,398 | 4805 | 50030 | 117,922
5 1010|  0260| 0,100 | 2,268 | 5800 | 60330 | 54,373
6 0520| 0650 0100 | 1,138 | 4,880 | 43730 | 84,379
7 0,010|  0440| 0100 | 2416 | 3060 | 42010 | 21,796
8 1240|  0,700| 0,100 | 2,009 | 4215 | 44850 | 86,669
9 0520]  0,610| 0798 | 3435 | 5120 | 50200 | 18,344
10 1100|  0610| 1,005 | 1,731 | 4185 | 49020 | 40,095
11 0.870|  1860| 1,261 | 3,083 | 1,975 | 38300 | 59,370
12 1160  0,660| 3,868 | 4,662 | 4330 | 45200 | 41,065
13 0500|  1520| 1215 | 2,268 | 25505 | 43680 | 40581
12 1330|  1,740| 0,480 | 1,806 | 5190 | 52740 | 119,188
15 0,000| 0790 0100 | 1,787 | 5320 | 54150 | 62,811
16 0,840|  1,010| 0100 | 1,546 | 3440 | 51420 | 69,020
17 0,440|  0410| 0722 | 3,992 | 4565 | 52600 | 52,996
18 0,030|  0,760| 0100 | 2,602 | 3885 | 47670 | 71,802
19 1500 1,020 0,100 | 2,028 | 3715 | 53750 | 62,662
20 0,420|  0350| 4,000 | 3.676 | 4950 | 44360 | 45533
21 1080|  1320] 0827 | 1,843 | 3375 | 69240 | 46,635
22 1820|  0940| 5661 | 9,360 | 5050 | 50990 | 83,662
23 1000|  0,890| 0,398 | 3417 | 4230 | 50390 | 68,432
24 0.320]  0,260| 0100 | 2,083 | 2,460 | 39780 | 27,260
25 1540|  2.360| 0500 | 2,768 | 5350 | 58430 | 67,844
26 0,610|  0860| 0100 | 1,491 | 3230 | 41210 | 68579
27 0,750|  1,140| 0100 | 2,250 | 3,375 | 40750 | 76,167
28 2010|  1,840| 0573 | 1,843 | 6,065 | 56630 | 130443
29 1080  1,700| 0,100 | 1,491 | 4510 | 54540 | 77.904
30 3100|  2.450| 0,100 | 0635 | 2,300 | 38520 | 107,224
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10.8.1.1.1. Exploratorni analyza dat
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Graf ¢. 8: Ikonové grafy - mnohouhelniky: Na ikonovych grafech je vidét, Ze ptipady

nejsou totozné.
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Graf ¢. 9: Krabicovy graf — Z krabicového grafu je vidét symetrické rozdé€leni dat.
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Graf ¢. 10: Maticovy diagram Kkorelace znaki - Vysoké hodnoty korela¢niho

koeficientu porovnani dvojice znakll vedou k linearni zévislosti. Téméf na vSech

diagramech je viditelna téméf linearni zavislost, tudiz data jsou korelovana.

10.8.1.1.2. Analyza hlavnich komponent

Tab ¢. 14: Korela¢ni matice

Tak ¢. 15: Kovariaéni matice

Proménnd  |MoM PAPP [MoMFBC| TFF1 | TFF2 | TFF3 [Transcorin | s HLA-G
MoM PAPP |  1.000000 0.658852 0.019081 0.026906 0099367  0.231648 0637067
MoM FBC 0.658852 1.000000 -0.156784 -0,205463 -0.122776  0.170260 0.589409
TFF 1 0.019081 -0,156784 1.000000 0827873 0.185911  -0,054001 -0,176851
TFF 2 0.026906 -0.205463 0.827873 1.000000 0221528  0.052376 -0.128762
TFF 3 0.099367 -0,122776 0185911 0221528 1000000  0.542904 0177994
Transcortin 0.231648 0,170260 -0,054001 0052376 0542904  1.000000 0.162746
s HLA-G 0.637067 0,589409 -0.176851 -0,128762 0177994  0.162746 1.000000

Proménnd |[MoM PAPP [MoM FBC| TFF1 | TFF2 | TFF 3 [Transcortin | s HLA-G
MoM PAPP 0355 02341 0,015 00248  0.066 1057 10,96
MoM FBC 0234 03559 -0.125 -0.1895 -0.082 778 10,15
TFF 1 0015 01251 1788 17114 0278 553 -6,83
TFF 2 0025 01895 1711 23895 0383 620 5,75
TFF 3 0,066 -0.0820 0,278 03834 1253 4655 5,75
Transcortin 1056,869 777.9733 -553.132 6201269 4655405 58665122 3599776
s HLA-G 10,959 10,1544 6,830 -57480 5755 35998 833.97
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Graf ¢. 11: Catteliv graf vlastnich c&isel - Catteliv graf urCuje redukci poctu

proménnych, které postaci k analyze dat. Funkci je zjednoduSeni analyzy. Pro tento

ptipad staci vyuzit tfi proménné, aby bylo dosazeno 81,8% statistické variability.
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Graf ¢. 12: Graf komponentnich vah 1 a 2 — Znaky lze rozdélit do 2 skupin. Prvni
tvoii TFF1 a TFF2, které lezi blizko sebe a jsou silné korelaovana. Druhou skupinu
tvoiti MoM FBC, MoM PAPP a s HLA-G. Znaky Trascortin a TFF3 nelze zatadit do

zadné skupiny.
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Graf €. 13: Graf komponentnich vah 1 a 3 - Znaky lze rozdélit do 3 skupin. Prvni
tvoii TFF1 a TFF2, které lezi velmi blizko u sebe a maji pozitivni korelaci, druhou
skupinu tvofi MoM FBC, MoM PAPP a s HLA-G. Znaky Trascortin a TFF3 tvofi tfeti

skupinu.
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Graf ¢. 14: Graf komponentnich vah 2 a 3 - Znaky lze rozdélit do 3 skupin. Prvni
tvoii TFF1 a TFF2, druhou skupinu tvoii MoM FBC, MoM PAPP a s HLA-G. Znaky

Trascortin a TFF3 tvofi tfeti skupinu.
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Faktor2: 28,21%
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Graf ¢. 15: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 2) - Ptipady tvoii jeden
velky shluk, vybocujici body 22 a 30 Ize povazovat za odlehlé body.

Faktor3: 18 68%

Faktor 1: 24,91%
Graf ¢. 16: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 3) - Piipady tvofi jeden
velky shluk, za odlehly bod, ktery ve shluku nelezi Ize povazovat 30.
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Graf ¢. 17: Rozptylovy diagram komponentniho skére (2 a 3) - Piipady tvoii jeden
velky shluk, vybocujici bod 22 Ize povazovat za odlehly bod.

10.8.1.1.3. Faktorova analyza

Tab €. 16: Priimérné hodnoty

Proménnd [Priméry |Sm.Odch.
Mol PAPP 1,10 0,596
MoM FBC 1,09 0,597
TFF 1 0,85 1,337
TFF 2 2,61 1,546
TFF 3 4,09 1,120
Transcortin | 50068,67 7659,316
5 HLA-G 67.85 28,879

Sm. Odch. — smérodatna odchylka

Tab ¢&. 17: Faktorové zatéze

Faktor Faktor Faktor

Proménna 1 2 3

Mol PAPP | -0, 797383 -0,304408 0,293463
Mol FBC -0,829576 0,001856 0,315806
TFF 1 0.392026 -0.765527 0420166
TFF 2 0370722 -0.810282 0,332900
TFF 3 -0.115572 0 -0.641381 -0.623442
Transcortin | -0,363554 -0.454733| -0.655948
s HLA-G -0.626669 -0.144992 0124195
Vykl.roz 24440460 1,974430 1,307587
Prp.celk 0,349149 0,232061 0186798
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Tab €. 18: Rezidualni korelace

Proménnd |[MoM PAPP [MoM FBC |TFF 1 [TFF 2 |TFF 3 |Transcortin |s HLA-G
Mol PAPP 0.81 075 0.04 005 010 0,24 0.74
Mol FBC 0.75 0,79 -0,19 -0.20 -0.10 0,09 0,72
TFF 1 0.04 0,19 092 091 0.18 0,07 -0.16
TFF 2 0.05 020 091 090 027 002  -0.15
TFF 3 0.10 010 018 027 0.1 0,74 0.11
Transcortin 0.24 0,09 -007 0,02 0,74 077 0.29
5 HLA-G 0.74 072 -0.16 -0.15 0,11 0.29 0.72
Tab €. 19: Koeficienty faktorového skére
Faktor Faktor Faktor

Proménna 1 2 3
Mol PAPP | -0.326255 -0.154175 0.224431
MoM FBC | -0.339427 0.000940 0.241518
TFF 1 0.160400 -0,387721 0.321329
TFF 2 0151684 -0.410388 0.254591
TFF 3 -0,047287 -0.324843 -0 476788
Transcortin | -0,148751 -0.230311 -0,501647
5 HLA-G -0,338238 -0.073435 0,094980
Graf ¢. 20: Faktorové skore

Faktor | Faktor | Faktor 15 004034 0.02199 -1.32150
Pfipad 2 3 16 -0,01582  0,71364 -0,29487
1 105532 033414 083452 (17 097467 -0,33735 -0.75117
2 046757 027737 0.04630 |13 020210 0,38616 -0.12301
3 -0,569705 -1,12393 -0,80039 |19 -0,31820 0.28118 -0,25340
4 -1,63333 -0,52479 -0,43004 |20 1.61484 -1.04098 0,30965
5 0,26737 -0.43866 -2,05234 |21 -0,28856 -0,09767 -1,06841
6 023278 067857 -0.68747 (22 0,68975 -3,71832 2,05931
7 1,10733 0,97695 0,26685 |23 017758 -0.10784 -0.17433
8 -0,12504  0.41451 -0,03511 |24 1,50487 1.44503 0,33639
9 1,20054| -0,23265 -0,30668 |25 -1,20257 -0.66780 -0,46363
10 054989 026377 -0,36615 |26 040233 1.,15660 0,30537
11 020381 0,80663 204411 |27 0,15475 087176 0.58982
12 1,17453 -1,29223 1,03307 |28 -1,97458 -0,87837 -0,61259
13 060761 0,86385 0,95191 |29 -0,75519  0,24034 -0,56497
14 -1.315691 -0.266271 -0.34732 |30 -2.31123 099434 244560
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Graf ¢. 18: Graf faktorovych vah 1,2 — Faktor 1 ukazuje na jeden faktorové Cisty
znak MoM FBC skladnou hodnotou faktorové vahy, zatimco zapornou hodnotu
faktorové vahy maji znaky TFF1 a TFF2. CoZ znamend, Ze hodnota znakl roste

S klesajici hodnotou faktoru 1.
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Graf ¢. 19: Graf faktorovych vah 1, 3 — Faktor 1 ukazuje na faktorové ¢isté znaky
MoM FBC, MoM PAPP, s kladnou hodnotou faktorové vahy. Zapornou hodnotu
faktorové vahy maji znaky transcortin a TFF3. CoZ znamend, Ze hodnota znaki roste
s klesajici hodnotou faktoru 1. U faktoru 3 maji kladnou hodnotu faktorovych vah TFF1
a TFF2.
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Graf ¢. 20: Graf faktorovych vah 2, 3 — Faktor 2 ukazuje na faktorové Cisté znaky
TFF1 a TFF2, s kladnou hodnotou faktorové vahy. U faktoru 3 maji kladnou hodnotu
faktorovych vah znaky MoM PAPP, HLA-G a MoM FBC. Zipornou hodnotu
faktorovych vah maji transcortin a TFF3, coz znamena, ze hodnota znakl roste

s klesajici hodnotou faktoru 3.

10.8.1.1.4. Analyza shluki
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Graf ¢. 21: Trasnovy graf — znaky - Nejpodobnéjsi znaky jsou MoM FBC a MoM
PAPP (skupina 1), dale se pfipojuje TFF1 (skupina 2), v dalsi roviné TFF2 (skupina 3),
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nakonec se pfipojuje TFF3 (skupina 4). Na celou skupinu dale nasedd s HLA-G
(skupina 5). Znak, ktery na ostatni navazuje jako posledni je transcortin, ktery je
k ostatnim bud’ v silné negativni korelaci, nebo s nimi nekoreluje vibec a je k vySe

uvedenym znakim nejméné podobny.
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Graf ¢. 22: Trasnovy graf — pripady - Trasnovy graf ptipadd je nepiehledny. Opét
dochazi k rozdéleni podobnych piipadii do skupin.

10.8.1.1.5. Shrnuti statistiky

Z maticového diagramu (Graf ¢. 10) je patrnd linedrni zavislost a roznéz
symetrické rozdéleni, které potvrzuji 1 krabicové grafy (Graf €. 9).

Z Cattelova grafu (Graf ¢. 11) je vidét, ze staci vyuzit jen 3 proménné a i tak bude
dosaZeno 81,8 % statistické variability.

Z grafii komponentnich vah (Grafy ¢. 12, 13, 14) je vidét podobnost a korelace
mezi TFF1 a TFF2. Rovnéz si jsou podobné MoM FBC, PAPP a HLA-G.

Z rozptylovych diabrami komponentnich vah (Grafy €. 15, 16, 17) je patmé, ze
Vv piipadech se nachazeji dva odlehlé body a to 22 a 30.

Analyzou shluki (Graf ¢. 21) byla nalezena nejvétsi souvislost mezi znaky MoM
FBC a PAPP. RovnéZ bylo prokézano, ze vSechny tii TFF se nachdzeji na jedné vétvi

ttasiiového grafu.
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10.3.1.2. Data Il.

Tab. ¢. 21: Namérena data (Tab. byla dopInéna o dalsi data tykajici se daného vzorku)

Ecl‘is'lSOA 'X'\‘;'I\D/' 'l\_l/'g'\é' '\L/'J(I’E';" TTF1 | TTF2 | TFF3 |Transcortin| s HLA-G
pg/l pg/l pg/l pg/l pg/l

1 0,800| 2,200| 0660 0,100 | 6,759 | 5,675 91880 40,581
2 0,640| 0,960 0940 0100 | 2,527 | 6,000 60270 61,767
3 1,360| 1,700| 2,010| 3,062 | 4662 | 6,180 58120 110,464
4 2,030| 0350| 1,170| 0,100 | 3,825 | 6,130 65710 69,020
5 0,680| 1,680 1,440 2494 | 4550 | 6,250 69310 90,093
6 2230| 1,030| 1260 0753 | 4233 | 5990 55000 14,082
7 1,010| 1,890 1,340] 0,100 | 27213 | 5395 86450 49,602
8 1,080| 1,310| 1,030| 0,100 | 1,249 | 5320 77290 21,796
9 1,050| 1,930| 0810 0,100 | 5876 | 6,975 68180 34,827
10 0750| 1,370| 1,190| 3,032 | 3,398 | 5620 67210 30,754
11 1580| 0,860| 1,350 0,100 | 3,695 | 6,685 68680 28,670
12 0730| 0,690 1,170| 0,100 | 2,028 | 5,315 44650 38,629
13 1,000] 1,330 0890| 0,100 | 3213 | 5555 51310 120,031
14 0,650| 1,290| 0960 0,100 | 1,361 | 6,490 65710 103,839
15 0,930| 0350 1,060| 0,100 | 1,787 | 4,870 58000 203,543
16 1590| 1,560| 1,110| 1261 | 2194 | 5870 52080 33,820
17 0,690 1,460 1,260| 0,100 | 2,990 | 5,355 50930 22,357
18 1210| 1,260| 1150| 0,100 | 2.694 | 5635 72810 61,169
19 0,940| 0,730 0620 0,100 | 2,805 | 5,520 79310 298,568
20 1,400| 0,400| 2.250| 0,100 | 2842 | 6,125 54720 50,996
21 0700| 0,870| 1,440 1,018 | 5988 | 7175 44500 56,502
22 0890| 1,080| 0880 0480 | 3,027 | 5,850 39920 74.134
23 0880| 1.230| 1,200 0,842 | 2361 | 6475 54030 75,006
24 0720| 1,490| 1,020] 0,100 | 0,933 | 5525 65510 53,762
25 0930 1,000| 1,690| 0,100 | 3,268 | 6210 69380 73,843
26 1230 1,150| 00900| 0,100 | 1,287 | 5135 53920 43,948
27 1510| 1,290| 0960| 0,100 | 1,991 | 5175 44500 47,576
28 1,100| 1,660 1,000] 0,100 | 3,231 | 2,560 86090 283,985
29 1,180 0920| 1,140| 0,100 | 1,657 | 4445 43000 36,160
30 0520| 0530| 0870| 0,00 | 1,713 | 6,380 54430 49,758
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10.3.1.2.1. Exploratorni analyza dat
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Graf ¢. 23: Ikonové grafy - mnohouhelniky: Na ikonovych grafech je vidét, Ze

ptipady nejsou totoZné.
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Graf ¢. 24: Krabicovy graf: Z krabicového grafu je vidét symetrické rozdé€leni dat.
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Graf ¢ 25: Maticovy diagram

korelace znaku

- Témét na vSech diagramech je

viditelna témét linearni zavislost, tudiz data jsou korelovana.

10.3.1.2.2.

Analyza hlavnich komponent

Tab ¢. 22: Korela¢ni matice

Proménna  |MoM AFP [MoM HCG [MoM UE3| TFF1 | TFF2 | TFF3 |Transcottin | s HLA-G
MoM AFP | 1.000000 -0,162900 0.231102 -0.016033 0.099479 -0.028246 -0.064747 -0.135885
MoM HCG | -0.162900 1,000000 -0.160843 0.277401 0,336366 -0.102314  0.440412 -0.114195
MoM UE3 | 0231102 -0,160843 1.000000 0,397134 0,132060 0239931 -0.160334 -0.197775
TFF1 -0,016033 0277401 0397134 1.000000 0324863 0211978 -0,065469 -0,060692
TFF2 0.099479 0.336366 0,132060 0324863 1000000 0367713 0219196 -0,044810
TFF3 -0,028246 -0,102314, 0239931 0211978 0,367713) 1000000 -0.190099 -0.462751
Transcortin | -0,064747 0440412 -0.160334 -0,065469 0,219196 -0.190099  1.000000 0.317902
s HLA-G -0.135885  -0.114195 -0.197775 -0.060692 -0.044810 -0462751  0.317902 1.000000
Tab ¢. 23: Kovariacni matice

Proménnd |MoM AFP [MoM HCG [MoM UE3| TFF1 | TFF2 | TFF3 |[Transcortin | s HLA-G
Mol AFP 0,168 -0.032 0,034 -0,006 0,059 0,01 -363 3.9
MoM HCG -0,032 0226 0,027  0.113 0232 0,04 2848 3.8
MoM UE3 0,034 -0,027 0125 0121 0,068 0,07 773 4,9
TFF1 -0,006 0,113 0,121 0.741 0407 0,16 -769 -3.6
TFF2 0,059 0,232 0068 0407 2118 0.46 4351 4.5
TFF3 0,010 -0.041 0072 0156 0457 0,73 2214 27 4
Transcortin | -362,559 2847.825 -773,324 -768.978 4351457 -2213.84 186092513 301329.7
s HLA-G -3.876 -3.761 4859 -3631 4531 2745 301330 4828.0
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Graf ¢. 26: Cattelav graf vlastnich ¢isel - Pro tento ptipad staci vyuzit ¢tyfi proménné,
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aby bylo dosazeno 75,1% statistické variability.
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Graf ¢. 27: Graf komponentnich vah 1 a 2 — Znaky lze rozdélit do 2 skupin. Prvni
tvoii TFF1 a TFF2. Druhou skupinu tvoiri MoM UE3 a TFF3, které maji silnou korelaci.

65



10}

05}

S
©

Faktor3 : 14,16%

Faktor 1 : 268,10%
Graf ¢. 28: Graf komponentnich vah 1 a 3 - Znaky Ize rozdélit pouze do jedné
skopiny, kterou tvoti TFF1 a TFF2.
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Graf ¢. 29: Graf komponentnich vah 2 a 3 - Znaky lze rozdélit do 2 skupin. Prvni
tvofi TFF1, TFF2 a Transcortin. V této skupiné¢ maji TFF2 a transcortin vici sobé
pozitivni silnou korelaci. Druhou skupinu tvoii MoM AFP, MoM UES3, které spolu

rovnéz silné€ koreluji.
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Faktor2: 22 62%

Faktor 1: 26,10%
Graf ¢ 30: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 2) - Pripady tvofi jeden
velky shluk, vybocujici body 1, 15, 18 a 28 I1ze povazovat za odlehlé body.

Faktor3: 14,16%

Faktor 1: 26,10%
Graf ¢. 31: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 3) - Piipady tvofi jeden
velky shluk, za odlehlé body, ktery ve shluku nelezi Ize povazovat 15, 19 a 28.
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Graf ¢. 32: Rozptylovy diagram komponentniho skére (2 a 3) - Piipady tvoii jeden
shluk, vybocujici body 1, 3, 5, 9, a 28 1ze povazovat za odlehlé body.

10.3.1.2.3. Faktorova analyza

Tab €. 24: Prumérné hodnoty

Proménnd |Priméry |Sm.Odch.

MoM AFP 1,07 0.41
MoM HCG 1,19 047
Mol UE3 1,16 0,35
TFF1 0,50 0.86
TFF2 3,01 1.46
TFF3 5,73 0,85
Transcortin | 61763,33 1364157
s HLA-G 75,98 69,48

Sm. Odch. — smérodatna odchylka

Tab €. 25: Faktorové zatéze

Faktor Faktor

Proménna 1 2

Mol AFP 0.248537 -0,224740
Mol HCG 0.019620 0822194
Mol UE3 0,645426 -0 137063
TFF1 0578702 0383777
TFF2 0483585 0611901
TFF3 0733561 -0,034400
Transcortin | -0,347797 0710372
s HLA-G -0.616455 0191245
Vykl.roz 20877300 1,809391
Prp.celk 0.260966 0226174
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Tab €. 26: Rezidualni korelace

Proménnd  |[MoM AFP |Mal HCG |MoM UE3 | TFF1 | TFF2 | TFF3 | Transcortin |5 HLA-G
MaoM AFP 0.89 0,02 0,04 -0,07 012 -022 0,18 0.06
MoM HCG 0,02 0,32 -0.06 -0,05 -0.18 -0.,09 -0.14 -0,26
MoM UE3 0,04 0,06 0,56/ 0,08 -010 -024 0,16 0,23
TFF1 0,07 0,05 0,08 052 -015 -0.20 -0,14 0,22
TFF2 0,12 0,18 -0,10) -019 0,39 0,03 0,05 0,14
TFF3 -0,22 0,09 -0,24] -0200 0,03 046 0.09 0,00
Transcortin 0,18 -0.14 016 -014 -0,05 0,09 0,37 0,03
s HLA-G 0.06 -0,26 023 022 014 -0,00 -0.03 0.58
Tab ¢. 27: Koeficienty faktorového skore
Faktor Faktor

Proménna 1 2
Mol AFP 0,155876 -0,072817
MoM HCG | -0,155383 0.427115
Mol UE3 0,315641 0,041040
TFF1 0182303 0,298085
TFF2 0,093829 0,393019
TFF3 0,334503 0,109198
Transcortin | -0,297164 0,305914
s HLA-G -0,313518 -0,008105
Tab ¢. 28: Faktorové skore

Faktor | Faktor 15 -0,86422 -1,42572
Pfipad 1 2 16 0,59307 0,08178
1 -1.24384) 246291 17 0,09847 -0,10527
s -0,20068 -042367 18 -0,29782 0,05030
3 144782 1,81958 19 -1,95043 -0,30709
4 0,71584 -0,69952 20 1,67975 -0,93187
5 043540 189093 21 1,54318  0,60669
6 1.24012 -0,02556 22 0,24277 -0,57518
[ -0,78066 0,82014 23 0.,52312 -0,05168
8 -0,60724 -0,22696 24 -0,63955 -0,33039
g 0,06820 1,58605 25 0.44300 0,08091
10 044668 131980 26 -0,27479 -0,95273
11 0.86492 -0,03260 |27 0,08910 -0,88281
12 027141 -1.22825 |28 -3,06956 0,43855
13 042775 -0,23649 |29 0,02238 -1,35403
14 047872 -0.26572 |30 0,11003 -1,10211
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Graf ¢. 33: Graf faktorovych vah 1, 2 - Faktor 1 ukazuje na faktorové Cisty znak
transcortin s kladnou hodnotou faktorové vahy. U faktoru 2 maji kladnou hodnotu
faktorovych vah znaky TFF2, TFF1, TFF3 a MoM UES3.

10.3.1.2.4. Analyza shluku
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Graf ¢. 34: Trasnovy graf — znaky - Nejpodobnéjsi znaky jsou MoM UE3 a MoM
AFP (skupina 1), dale se pfipojuje MoM HCG (skupina 2), v dalsi rovin¢ TFF1
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(skupina 3), jako dalsi TFF2 (skupina 4), nakonec se pfipojuje TFF3 (skupina 5). Na
celou skupinu dale naseda s HLA-G (skupina 5). Znak, ktery na ostatni navazuje jako
posledni je transcortin, coz znamena, ze bude k ostatni v silné negativni korelaci nebo

s nimi nekoreluje vibec.
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Graf ¢. 35: Trasnovy graf — pripady - Trasnovy graf ptipadd je neptehledny. Opét
dochazi k rozdéleni podobnych ptipadt do skupin.

10.3.1.2.5. Shrnuti statistiky

V datech byla objevena symetrie rozlozeni, kterou potvrzuje krabicovy graf (Graf
¢. 24). Z maticového diagramu (Graf €. 25) je patrna linedrni zavislost, coZ svédc¢i o
tom, ze data jsou korelovéna.

Pro statistickou variabitilu 75,1 % staci vyuzit pouze prvni Ctyfi promeénné, coz je
vidét na Catteloveé grafu (Graf €. 26).

Graf komponentnich vah (Grafy ¢. 27, 28, 29) ukazuje opét na korelaci TFF1 a
TFF2. Také se zde nachézi souvislost mezi TFF3 a Mom UE3.

Z rozptylovych diagramt komponentniho skore (Grafy €. 30, 31, 32) je patrné, ze
se v datech nachazeji odlehlé body. Za tyto body zle povazovat bod 1, 15 a 28.

Analyza shluki (Graf ¢. 34) ukazala, Ze nejpodobnéjsi znaky jsou MoM UE3 a
AFP.
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10.3.2. Druhy trimester

10.3.2.1.Data I.
Tab ¢. 29: Naméiena data (Tab. byla doplnéna o dalsi data tykajici se daného vzorku)
Ec!_isIlSoA Q/IAOIL\I/ID I\lélglc\:/l TTF1 | TTF2 | TFF3 |Transcortin| AFP |HCG| E3 |sHLA-G
ng/l pg/l pg/l pg/l ng/l
1 1,500 1,460| 0,115 2,805 2,400 53130 0,680 1,750 0,920 | 116,656
2 0,580| 1,070| 1,318 2,342 3,310 51750 1,050| 1,330| 0,840 | 56,047
3 0,520| 0,650| 0,100 1,138 4,880 43730 0,690/ 0,810 0,880| 84,379
4 0,910 0,440| 0,100 2,416 3,060 42010 1,410| 0,950 1,520 21,796
5 1,240/ 0,700| 0,100 2,009 4,215 44850 1,830| 2,270| 0,950 | 86,669
6 0,520/ 0,610| 0,798 3,435 5,120 50290 1,940|1,430| 1,350| 18,344
7 1,100| 0,610| 1,005 1,731 4,185 49020 0,910 1,250 1,380| 40,095
8 0,870| 1,860| 1,261 3,083 1,975 38300 1,370| 1,580 1,560 59,370
9 1,160| 0,660 | 3,868 4,662 4,330 45290 1,090| 0,720| 1,040 41,065
10 0,500/ 1,520| 1,215 2,268 2,505 43680 0,790/ 0,570| 0,950| 40,581
11 1,330| 1,740| 0,480 1,806 5,190 52740 1,400| 2,350 0,890 | 119,188
12 0,840| 1,010| 0,100 1,546 3,440 51420 0,880 0,960 | 1,000| 69,020
13 0,440 0,410| 0,722 3,992 4,565 52690 0,490/ 0,730|1,170| 52,996
14 1,500 1,020| 0,100 2,028 3,715 53750 1,000| 0,830 1,380 62,662
15 1,820| 0,940| 5,661 9,36 5,050 50990 1,100| 0,780 0,980 | 83,662
16 1,540| 2,360| 0,500 2,768 5,350 58430 1,170| 1,260| 0,800| 67,844
17 0,610/ 0,860| 0,100 1,491 3,230 41210 1,040|0,810| 1,130 68,579
18 0,750| 1,140| 0,100 2,250 3,375 40750 1,060| 1,490| 0,780 76,167
19 2,010| 1,840| 0,573 1,843 6,065 56630 0,820 1,400 1,470| 130,443
20 1,080| 1,700| 0,100 1,491 4,510 54540 0,950 1,860 0,790| 77,904
21 3,100/ 2,450| 0,100 0,635 2,300 38520 1,830| 1,680 | 2,020 | 107,224
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10.3.2.1.1. Exploratorni analyza dat

Graf ¢. 36: Ikonové grafy - mnohouhelniky: Na ikonovych grafech je vidét, Ze

ptipady nejsou totozné.
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Graf ¢. 37: Krabocivy graf - Z krabicového grafu je vidét symetrické rozdé€leni dat.
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Graf ¢. 38: Maticovy diagram korelace znaki - Téméf na vSech diagramech je

viditelna témét linearni zavislost, tudiz data jsou korelovana.

10.3.2.1.2. Analyza hlavnich komponent

Tab ¢. 29: Korela¢ni matice

Proménna |[MoM PAPP [MoMFBC| TFF1 [ TFF2 | TFF3 |[Transcotin [ AFP [ HCG | E3 [ sHLAG
Mold PAPP [ 1,0000000 0607087 0107292 0,029369 0,037549  0,091994  0,307119 0316880 0480839 0598600
Mol FBC 0,607087 1,000000 -0,168066| -0,245790 -0113443 0124410 0145042 0416330 0142418 0552852
TFF1 0,107292 -0,168066 1000000 0892374 0203019  0,035576 -0,037143) -0,352294 -0,103900 -0,153031
TFF2 0,029369 -0,245790 0,892374 1000000 0238685 0154728 -0.046394 -0,315956 -0157456 -0 158463
TFF3 0,037549 -0,113443 0,203019| 0,238685 1,000000  0,633079 -0,057743  0,048332 -0,276949 0,166381
Transcortin 0,091994 0,124410 0,035576| 0,154728 0,633079  1,000000 -0,337456 0,084703 -0,360280 0,223226
AFP 0,307119  0,145042  -0,037143| -0,046394 -0,057743  -0,337456 1.000000 0,504345 0,395800 -0,101208
HCG 0,316880 0416330 -0,352294| -0,315956 0048332  0,084703 0504345 1,000000 -0033433 0516404
E3 0480839 0,142418  -0,103900| -0,157456 -0276949 -0,360280 0,395800 -0,033439 1,000000 -0,067229
s HLA-G 0598600 0552852 -0.153031 -0.158463 0166381 0223226 -0.101208 0516404 -0067229 1.000000
Tab ¢. 30: Kovaria¢ni matice

Proménnd  [MoM PAPP [MoM FBC| TFF1 | TFF2 | TFF3 |Transcottin | AFP | HCG E3 [sHLAG
Mol PAPP 0,4081 0,2372  0,0954) 0,034 0,027 388 0,077 0,1036 0,100 11,68
MoM FBC 0,2372  0,3739 -01430 0272  -0,079 463 0,035  0,1303 0,025 10,32
TFF1 0,0954  -0,1430 19371 2246 0,321 3020 -0,0200 -0,2510  -D,047 -6,50
TFF2 00339 -02718 22462 3271 0,491 1704) 0,033 02926  -0,093 8,75
TFF3 00273 -0,0789 03213 0491 1.293 4384 0,026 00281  -0,103 5,78
Transcortin 357,9624  463,3529 301,5891) 1704,380 4384,189 37098549 -801,813) 264,1433 -715,638 41517,73
AFP 0,0765  0,0346 -0,0202 0033 -0,026 802 0,152 0,1007 0,050 -1,21
HCG 0,1036 0,303 -0.2510 -0,293 0,028 264 0,101 02621  -0,006 8,07
E3 0,1002  0,0284 -00472 0093 -0,103 716 0,050 -0,0056 0,106 -0,67
s HLA-G 11,6774 10,3228 65038 8751 5777 41518 1,206 80735 0669 93244
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Graf ¢. 39: Cattelav graf vlastnich ¢isel - Pro tento ptipad staci vyuzit ¢tyfi proménné,

aby bylo dosaZeno 80,66% statistické variability.
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Graf ¢&. 40: Graf komponentnich vah 1 a 2 — Znaky Ize rozdélit do 4 skupin. Prvni
tvoii TFF1 a TFF2, druhou TFF3 a Transcortin. Tteti skopinu znaku tvoii E3 a AFP a
posledni HCG, MoM FBC a MoM PAPP. Ve vsech skupinach znaka je silné pozitivni

korelace. Samostatny znak, ktery nepatii ani do jedné skopiny je s HLA-G.
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Graf ¢. 41: Graf komponentnich vah 1 a 3 — Znaky lze rozd¢lit opét do 4 skupin.
Prvni tvoii TFF1 a TFF2, druhou skupinu znakt tvoii E3, AFP a MoM PAPP. Dalsi
skupina je MoM FBC, s HLA-G a HCG. Ve vsech skupinach znakd je silné pozitivni

korelace. Posledni skupinu tvoii TFF3 a transcortin.
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Graf ¢. 42: Graf komponentnich vah 2 a 3 - Znaky Ize rozdélit do 4 skupin. Prvni
skupinu tvoii znaky E3 a AFP. Druhou skupinu tvoti TFF1, TFF2 a MoM PAPP. Do
treti skupiny patti MoM FBC a HCG. Posledni skupina je TFF3, s HLA-G a

Transcortin.
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Faktor2: 22,34%

Faktor 1: 29,32%

Graf ¢&. 43: Rozptylovy diagram komponentniho skoére (1 a 2) - Pfipady tvoii dva
shluk, vybocujici body 9, 13, 15 a 21 lze povazovat za odlehlé body.

21

Faktor3: 18,02%

Faktor 1: 29,32%
Graf ¢. 44: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 3) - Pfipady tvofi jeden
velky shluk, za odlehlé body, ktery ve shluku nelezi Ize povazovat 9, 15 a 21.
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Graf ¢. 45: Rozptylovy diagram komponentniho skére (2 a 3) - Piipady tvoii jeden
shluk, vybocujici body 4, 8, 9, 15 a 21 lze povazovat za odlehlé body.

10.3.2.1.3.

Faktorova analyza

Tab €. 31: Prumérné hodnoty

Proménnd |Priméry |Sm.Odch.
MaM PAPP 1,14 0,639
MaoM FBC 1.19 0,611
TFF1 0.88 1,392
TFF2 2,62 1,809
TFF3 3,94 1.137
Transcortin | 4827238 6090,853
AFP 1,12 0,390
HCG 1,28 0,512
E3 1.13 0,326
s HLA-G 70.51 30,536

Sm. Odch. — Smérodatna odchylka
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Tab ¢. 32: Faktorové zatéze

Faktor Faktor

Proménna 1 2

Mol PAPP | 0674422 -0.321396
Mol FBC 0738770 -0,267301
TFF1 0523142 -0,345496
TFF2 -0.568302 -0,398191
TFF3 -01766TE -0, 725185
Transcortin | -0,077514 -0 801696
AFP 0442722 0281281
HCG 0730973 -0180924
E3 0392242 0445948
s HLA-G 0642818 -0.547339
Vykl.roz 2,931889 2233662
Prp.celk 0.293189 0223366

Tab €. 33: Rezidualni korelace

Proménnad |MoM PAPP [MoM FBC | TFF1 | TFF2 | TFF3 |Transcortin | AFP [HCG | E3 [s HLA-G
MoM PAPP 0.44 0,02 035 025 -0.08 -0.11] 0,10/ -0.23 0,36/  -0,01
MoM FBC 0.02 0,38 0.13 007 -0.18 0,03 -0.11 017 -0,03  -0.07
TFF1 0.35 013/ 0.60 046/ -0.14 028 029 -003 026  -0.01
TFF2 0.28 007 046 052 -0.15 021 032 003 024  -0.01
TFF3 -0,08 018 -0.14| -0.15| 0,44 004 022 005 012  -012
Transcortin -0.11 -0.03 -0.28 -0.21 0,04 0,35 -0.08 -0.00 0,03 -0.17
AFP 0,10 0,11 0,29/ 032 0,22 0,08 072 023 010  -0.23
HCG 0,23 017 -0,03 0,03 005 0,00 023 043 024  -0.,05
E3 0.36 0,03 026 024 0,12 0.03 010 -024 065  -0.08
s HLA-G -0,01 0,07 -0.01 -0.01 -0.12 017 023 -0.05 -0.08 0.29

Tab ¢. 34: Koeficienty faktorového skore

Faktor Faktor

Proménna 1 2

MoM PAPP | 0230030 -0143888
MoM FBC 0.251978 -0,119669
TFF1 0178432 -0,156020
TFF2 -0.193835 -0178268
TFF3 -0.060261 -0,324662
Transcortin | -0,026438 -0.358915
AFP 0.151002 0125928
HCG 0.249318 -0,080999
E3 0133785 0,199649
s HLA-G 0,219250 -0,245041
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Tab ¢&. 35: Faktorové skore

Faktor Faktor
Pfipad 1 2 11 1,22831 -1.26348
1 0.68329 -0,62965 |12 -0,26712 015743
2 048483 0.00942 (13 -1.37372 -0.19881
3 061544 014782 (14 -0,00832 0,08645
4 -0,43453  1.70044 [15 -1,48257 -1,90786
g 079884 0.17540 [16 0.39518 -1.45505
B 050435 051895 (17 -0,31135  1.06412
7 -0,40222 041471 |18 0,01718  0,51240
B 0 56700 1.37448 [19 1.06684 -1.70154
g 1.35362 -0.11403 (20 048227 -0,83527
10 -0,76602 089137 |1 276518 1.06270
0.6
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Graf ¢&. 46: Graf faktorovych vah 1,2 - Faktor 2 ukazuje na faktorové ¢isté znaky E3 a
AFP, s kladnou hodnotou faktorové vahy. Zapornou hodnotu faktorovych vah maji
transcortin a TFF3, coz znamend, Ze hodnota znakt roste s klesajici hodnotou faktoru 2.
Faktor 1 ukazuje na zapornou hodnotu faktorovych vah pro HCG, MoM FBC, MoM
PAPP a HLA-G.
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10.3.2.1.4. Analyza shluki
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Graf ¢. 47: Trasnovy graf — znaky - Nejpodobnéjsi znaky jsou E3 a FAP (skupina 1),
dale se pripojuje HCG (skupina 2), na celou skupinu se napojuji MoM FCB a MoM
PAPP (skupina 3), v dalsi roviné se napojuje TFF1 (skupina 4), jako dalsi TFF2
(skupina 5), jako dalsi TFF3 (skupina 6). Na celou skupinu dale nasedd s HLA-G
(skupina 7). Znak, ktery na ostatni navazuje jako posledni je transcortin, coz naznacuje,

ze se od ostatnich nejvice lisi.
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Graf ¢. 48: Trasnovy graf — pripady - Tiasnovy graf pfipadi je nepfehledny. Opét

dochazi k rozdéleni podobnych ptipadl do skupin.
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10.3.2.1.5. Shrnuti statistiky

Z krabicového grafu (Graf €. 37) je opét viditelné symetrické rozlozeni dat. Data
jsou rovn€z v linearnim rozlozeni, a tudiz jsou korelovdna, coz naznacCuje Maticovy
diagram (Graf ¢. 38).

Ze sutinového grafu (Graf €. 39) je patrné, Ze pro statistickou variabilitu sta¢i pouze
prvni ¢tyfi proménné a stejné bude variabilita 80,66 %.

Grafy komponentnich vah (Grafy ¢. 40, 41, 42) naznacily, Ze existuje korelace mezi
TFF1 a TFF2, rovnéZ mezi TFF3 a transkortinem. RovnézZ je zde podobnost mezi E3 a
AFP. Posledni shluk tvoti FBC, PAPP a HCG. Z danych skupin maji pouze TFF1 a
TFF2.

Rozptylové diagramy komponentniho skore (Grafy ¢. 43, 44, 45) ukazuji na tii
odlehl¢ body, kterymi jsou 6, 15 a 21.

Shlukova analyza (Graf ¢. 47) prokazala, ze nejpohodnéjsi si jsou E3 a AFP.

Vsechny tii TFF opét lezi na jedné vétvi a pfipojuji Se na sebe.
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10.3.2.2. Data Il.

Tab ¢. 36: Naméiena data (Tab. byla doplnéna o dalsi data tykajici se daného vzorku)

Ecl-is'lSOA ')ﬂ‘;'l\a/' Mg“é' '\L"J‘I’E';" TFF1 | TEF2 | TFF3 | Transcortin| S HLA-G
pe/l | pgll | pgl pg/l ng/l
1 0.800| 2.200| 0.660| 0,100 | 6,759 | 5675 | 91880 40,581
2 0.640| 0960 0,940| 0,100 | 2,527 | 6,000 | 60270 61,767
3 1360| 1,700| 2,010| 3.062 | 4,662 | 6,180 | 58120 110,464
4 2030 0350| 1,170] 0,100 | 3,825 | 6,130 | 65710 69,020
5 0.680| 1,680| 1440| 2,494 | 4550 | 6.250 | 69310 90,093
6 2230| 1,030| 1,260] 0,753 | 4,233 | 5990 | 55000 14,082
7 1010| 1,890| 1,340] 0,100 | 2,213 | 5395 | 86450 49,602
8 1080| 1310 1,030] 0,100 | 1,249 | 5320 | 77290 21,796
9 1050| 1,930| 0,810] 0,100 | 5876 | 6,975 | 68180 34,827
10 0.750| 1,370| 1,90 3,032 | 3,398 | 5620 | 67210 30,754
11 1580| 0860 1,350| 0,100 | 3,695 | 6,685 | 68680 28,670
12 0.730| 0690 1,70] 0,100 | 2,028 | 5315 | 44650 38,629
13 1000| 1.330| 0,890] 0,100 | 3,213 | 5555 | 51310 120,031
14 0.650| 1.290| 0,960| 0,100 | 1,361 | 6,490 | 65710 103,839
15 0.930| 0350| 1,060| 0,100 | 1,787 | 4870 | 58000 203,543
16 1590| 1,560| 1,110| 1,261 | 2,194 | 5870 | 52080 33,820
17 0.690| 1.460| 1,260| 0,100 | 2,990 | 5355 | 50930 22357
18 1210| 1260 1,150] 0,100 | 2,694 | 5635 | 72810 61,169
19 0.940| 0730 0,620] 0,100 | 2,805 | 5520 | 79310 298,568
20 1400| 0400 2250] 0,100 | 2,842 | 6,125 | 54720 50,996
21 0.,700| 0870 1440| 1,018 | 5988 | 7.175 | 44500 56,502
22 0,890 1,080| 0,880| 0,480 | 3,027 | 5850 | 39920 74134
23 0.880| 1.230| 1,290| 0,842 | 2,361 | 6,475 | 54030 75,006
24 0.720| 1.490| 1,020] 0,100 | 0,933 | 5525 | 65510 53,762
25 0.930| 1,000| 1,690| 0,100 | 3,268 | 6.210 | 69380 73,843
26 1230| 1.150| 0,900] 0,100 | 1,287 | 5135 | 53920 43,948
27 1510 1,290 0,960] 0,100 | 1,991 | 5175 | 44500 47,576
28 1100| 1.660| 1,000] 0,100 | 3,231 | 2,560 | 86090 283,985
29 1180| 0920 1,140| 0,100 | 1,657 | 4445 | 43000 36,160
30 0520| 0530 0,870] 0,100 | 1,713 | 6,380 | 54430 49,758
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10.3.2.2.1. Exploratorni analyza dat
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Grafr ¢. 49: Ikonové grafy - mnohouhelniky: Na ikonovych grafech je vidét, Ze

ptipady nejsou totozné.
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Graf ¢. 50: Krabocivy graf - Z krabicového grafu je vidét symetrické rozdé€leni dat.
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Graf ¢ 51: Maticovy diagram

korelace znaku

- Témét na vSech diagramech je

viditelna témét linearni zavislost, tudiz data jsou korelovana.

10.3.2.2.2.

Analyza hlavnich komponent

Tab ¢. 36: Korela¢ni matice

Proménna |MoM AFP |MoM HCG [MoM UE3| TFF1 | TFF2 | TFF3 |Transcortin | s HLA-G
MoM AFP | 1.000000 -0,162900 0.231102 -0.016033  0,099479 -0,028246 -0,064747 -0,135885
MoM HCG | -0,162900 1.000000 -0,160843 0277401 0,336366 -0,102314  0.440412 -0,114195
MoM UE3 | 0.,231102 -0,160843 1.000000 0397134 0132060 0239931 -0,160334 -0,197775
TFF1 -0,016033 0277401 0.,397134  1,000000 0,324863 0211978  -0.065469 -0 060692
TFF2 0.099479 0336366 0132060 0324863 1.000000 0,367713  0,219196 -0.044810
TFF3 -0,028246 -0,102314  0.239931 0,211978 0,367713 1,000000 -0,190099 -0.462751
Transcortin | -0,064747  0.440412 -0,160334 -0.065469 0,219196 -0,190093  1.000000 0,317902
s HLAG -0.135885  -0.114195 -0.197775 -0.060692 -0.044810 -0.462751  0.317902 1.000000
Tab ¢. 37: Kovariacni matice

Proménna  |MoM AFP [MoM HCG [MoM UE3| TFF1 | TFF2 | TFF3 |Transcorin | s HLA-G
Mol AFP 0,168 0,032 0034 0,006 0059 -0,01 -363 -3.9
MoM HCG -0,032 0226 0,027 0113 0232 -0,04 2848 -3.8
MoM UE3 0,034 -0,027 0125 0121 0068 0,07 773 4.9
TFF1 -0,006 0,113 0121 0741 0407 0,16 -769 3.6
TFF2 0,059 0,232 0068 0407 2118 0.46 4351 4.5
TFF3 -0,010 -0,041 0072 0,156 0457 0,73 2214 274
Transcortin | -362,559 2847.825 -773.324 -768.978 4351457 -2213.84 186092513 301329.7
s HLA-G -3.876 -3.761 4,859 3631 4531 2745 301330 4828.0
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Graf ¢. 52: Cattelav graf vlastnich ¢isel - Pro tento ptipad staci vyuzit ¢tyfi proménné,

aby bylo dosazeno 75,1% statistické variability.
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Graf ¢. 53: Graf komponentnich vah 1 a 2 — Znaky Ize rozd¢lit pouze do 1 skupiny,
kterou tvoii TFF3 a MoM UE3. Tyto znaky si sou podobné a maji silnou korelaci.

86



1.0 r RRCE b e

i 2 h..‘w
o MoM AFP
< SHLA-G
05t 5 B F
J 2 f"

Faktor3 : 14,16%
(=]
(=]
z i
s/
T S
OF i
&
s L
7 1
¢ A
% 1

3 SSCJFF3
i
05 i
\ K
;
i /
1.0} S R - L
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Faktor 1 : 26,10%
Graf ¢. 54: Graf komponentnich vah 1 a 3 - Znaky Ize rozdélit pouze do jedné
skopiny, kterou tvoti TFF1 a TFF2.
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Graf ¢. 55: Graf komponentnich vah 2 a 3 - Znaky Ize rozdélit do 2 skupin. Prvni
tvoii MoM AFP a MoM UE3. Druhou skupinu znak tvofi Transcortin a TFF2. Znaky

ve skupinach spolu silné€ koreluji.
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Graf ¢. 56: Rozptylovy diagram komponentniho skoére (1 a 2) - Pfipady tvoii dva
shluky, vybocujici body 1, 3, 7, 19 a 28 lze povazovat za odlehlé body.
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Graf ¢. 57: Rozptylovy diagram komponentniho skére (1 a 3) - Pfipady tvofi dva
shluky, za odlehlé body lze povazovat 3, 15, 19 a 28.
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Faktor 3: 14,16%
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Graf ¢. 58: Rozptylovy diagram komponentniho skére (2 a 3) - Pfipady tvofi dva
shluky, vybocujici body 1, 3, 5, 9, 20 a 28 1ze povazovat za odlehlé body.

10.3.2.2.3. Faktorova analyza

Tab €. 38: Prumérné hodnoty

Proménnd |Priméry |Sm.Odch.
Mol AFP 1.07 0.41
Mol HCG 1.19 0.47
Mol UE3 1,16 0,35
TFF1 0,50 0,86
TFF2 3.0 1,46
TFF3 5,73 0,85
Transcortin | B1763,33 1364157
s HLA-G 75,98 69,48
Sm. Odch. — Smérodatna odchylka

Tab ¢. 39: Faktorové zatéze

Faktor Faktor

Froménna 1 2

Mol AFF 0.248537 -0,224740
Mol HCG 0.019620 0822194
Mol UE3 0.645426 -0137063
TFF1 0.579702 0383777
TFF2 0,483585 0611901
TFF3 0,733561) -0,034400
Transcortin | -0,347797 0710372
5 HLA-G -0.616455  0.191245
Mykl.roz 20877300 1.809391
Prp.celk 0.260966 0226174
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Tab €. 40: Rezidualni korelace

Proménnd  [MolM AFP |MoM HCG |MoM UE3 | TFF1 | TFF2 | TFF3 | Transcortin |5 HLA-G
Mol AFP 0.89 0,02 0,04 0,07 012 022 0.18 0,06
Mol HCG 0,02 0,32 006 -0.05 -0.15 -0,09 014 026
Mol UE3 0,04 -0.06 056 0,08 -010 -0.24 016 023
TFF1 0,07 -0.05 0,08 052 -019 -020 014 022
TFF2 012 0.18 010 019 039 0,03 005 014
TFF3 022 0.09 024 020 0,03 046 009  -0.00
Transcortin 018 -0.14 016 -014| -0.05 0,09 0,37 -0,03
s HLA-G 0,06 0,26 023 022 014 -0,00 003 058
Tab ¢. 41: Koeficienty faktorového skore
Faktor Faktor
Froménna 1 2
Mol AFP | 0.119046 -0.124208
MoM HCG | 0,009398 0454404
MoM UE3 | 0,309152 -0.075751
TFF1 0277671 0212103
TFF2 0231632 0338181
TFF3 0,351367 -0,019012
Transcortin | -0,166591 0.392603
s HLA-G -0,295275 0.105696
Tab ¢. 42: Faktorové skore
~ Faktor | Faktor 45 1,32088 -1.01726
Pripad L 2 16 058256 -0,13797
L 0.27016 2.74592 47 0,05380 -0,13373
2 -0,34017 -0,32257 g -0.25954  0,15448
3 2,00735 117311 g 192966 0.41820
4 041481 -0.91087 7y 122971 147573
5 1,08307  1.60537 5y 165814 0,00827
6 114715 -0.47181 55 0.01860 -0,62404
7 043168 1,04676 g 046913 -0.23716
8 -0.64822. 0,00772 54 .0.71571 -0.07705
3 063653 145432  5p 044232 -0.08458
10 089327 106932 o 1060040/ -0 78974
11 079474 034284 [y 0.23582| 0 85539
12 0.19060 -1.24335 |5 270387 181777
13 048429 -0.06600 [5g 046826 -1 27069
14 -0 54738 -0 07484 4, 029552 -1.06744
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Graf ¢&. 59: Graf faktorovych vah 1, 2 — Faktor 1 ukazuje na faktorové Cisty znak
HLA-G, s kladnou hodnotou faktorové vahy. Zapornou hodnotu faktorové vahy maji
znaky TFF3 a MoM UE3. U faktoru 2 maji kladnou hodnotu faktorovych vah znaky
TFF2 a TFF1.

10.3.2.2.4. Analyza shluki

40
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Transcortin TFF3 TFF1 MoM UE2
s HLA-G TFF2 MoM HCG MoM AFP

Graf ¢ 60: Trasnovy graf — znaky - Nejpodobné&jsi znaky jsou MoM UE3 a MoM

AFP (skupina 1), dale se pfipojuje MoM HCG (skupina 2), v dalsi rovin¢ TFF1

(skupina 3), jako dalsi TFF2 (skupina 4), nakonec se ptipojuje TFF3 (skupina 5). Na
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celou skupinu dale nasedd s HLA-G (skupina 5). Znak, ktery na ostatni navazuje jako

posledni je Transcortin, ktery si je z ostatnimi znaky nejmén¢ podobny.
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Graf ¢. 61: Trasnovy graf — pripady - Tiasnovy graf pfipadi je nepfehledny. Opét
dochazi k rozdéleni podobnych ptipadt do skupin.

10.3.2.2.5. Shrnuti statistiky

Maticovy diagram (Graf ¢. 51) naznacuje linedrni rozloZeni dat a rovnéz jejich
korelaci. Data jsou rozdélela symetricky, coz je vidét z krabicového grafu (Graf €. 50).

Catteliiv graf (Graf ¢. 52) ukazuje, Ze jiz prvni 4 promeénné jsou dostacujici pro
statistickou variabilitu. Spole¢né davaji hodnotu 75,1 %.

Z grafti komponentniho skore (Grafy ¢. 56, 57, 58) byly objeveny odlehlé body, za
tyto body lze povazovat ptipady 3, 19 a 28.

Shlukova analyza (Graf €. 60) ukézala nejvétSi podobnost mezi UE3 a AFP.

Jednotlivé TFF na sebe opét nasedaji a tvofi tak jednu vétev.
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10.3.3. T¥reti trimestr

10.3.3.1. Data

Tab ¢. 43: Naméiena data (Tab. byla doplnéna o dalsi data tykajici se daného vzorku)

ELISAL 10 U Hpel 11e 1 | TTE2 | TRES | Transcortin| s HLA-G
Cislo | trim | trim
pg/l pe/l | pg/l pg/l pe/l
1-F |neg |neg 0| 0,753 |31,084| 7,195 92080 84,809
2-F |x neg 0| 4,416 |56,359 | 7,985 81560 41,709
3-F |x neg 0| 1,833 |40,294 | 8,370 61840 53,149
4-F |x X 0| 2,335 |15759 | 7,610 74320 27,791
5-F |x X 0| 0,768 |13,613| 7,650 36760 40,581
6-F |neg |neg 0| 0,100 | 7,400 | 7,785 66180 14,918
7-F |neg |neg 0| 0,200 | 45,748 | 7,715 49600 16,352
8-F |neg |neg 0| 0884 | 8577 | 7,890 70680 83,662
9-F |neg |x 0| 3,484 |64861] 8,085 91980 46,006
10-F |neg |neg 0| 0979 |16,764| 7,970 63720 30,064
11-F |x X 0| 0,100 |29,476[35300| 63060 11,706
12-F |neg |[neg 0 0,100 | 16,060 | 8,485 69530 30,582
13-F |x X 0| 1,936 |23105]| 7,825 97520 70,486
14-F |x X 0| 0,100 | 15,699 | 8445 64910 46,321
15-F |x neg 0| 0,100 |47,286| 8525 46700 77,614
16-F |neg |x 0| 0,200 | 15439 | 45,15 74100 10,582
17-F |x X 0| 0,100 | 6,007 | 7,410 96690 14,082
18-F |x neg 0| 0912 |26,339| 7,140 95260 31,098
19-F |x X 0| 0,155 | 18,654 | 8,600 94650 39,770
20-F |x neg 0| 1,056 |11,753| 8,75 67490 772,183
21-P |x neg 1| 0,100 | 27427 7,375 75550 44,107
22-P |x neg 1| 0,100 | 6,985 | 7,825 82780 104,403
23-P |neg |neg 1| 1,439 [10,493| 7,160 | 123440 41,709
24-P |neg |neg 1| 0,100 |47,819 ] 8,310 80660 60,570
25-P |neg |x 1| 1,647 | 3,083 | 0,865 28310 <0,000
26 -P | X neg 1| 0,100 1,101 | 1,455 24520 <0,000

* F-fyziologické, P-patologické
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10.3.3.1.1. Exploratorni analyza dat
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Graf ¢. 62: Ikonové grafy - mnohouhelniky: Na ikonovych grafech je vidét, Ze

ptipady nejsou totozné.
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Graf ¢. 63: Krabicovy graf - Z krabicového grafu je vidét symetrické rozdé€leni dat
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viditelna témét linearni zavislost, tudiz data jsou korelovana.

10.3.3.1.2. Analyza hlavnich komponent

Tab ¢. 43: Korela¢ni matice

Froménna TFF1 | TFF2 | TFF3 [Transcortin | s HLA-G

TFF1 1,000000 0443673 -0,202894  0,216802 0,036844
TFF2 0.443673 1,000000 0,047958  0.144146 -0,089979
TFF3 -0,202894 0.047958 1,000000  0,068976 -0.064660
Transcortin 0,216802 0144146 0,068976 1,000000, 0.023608
s HLA-G 0,036844 -0,089973 -0,064660 0,023608 1,000000

Tab ¢. 44: Kovariaéni matice

Proménna TFF1 | TFF2 | TFF3 [Transcortin | s HLA-G
TFF1 1,288 8,74 2,13 5605 6,10
TFF2 8,740 30140 769 57020 -227.98
TFF3 -2,126 769 8530 14515 -87.15
Transcortin | 5605401 5702043 1451517 519166308 7850224
s HLA-G 6,101 -227,98  -87.15 78502 2129817

95



1.8

18}

1.4}

1.2

cislo
-
o

Vlast.

R-2

08t

04rt

0‘2 " " " " " " " " " " "
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 2.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 8.0

Pofadi vl. &isla
Graf ¢. 65: Catteliv graf vlastnich ¢isel - Pro tento pfipad staci vyuzit tii proménné,

aby bylo dosazeno 74,12% statistické variability.
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Graf ¢. 66: Graf komponentnich vah 1 a 2 — Znaky lze rozdélit do 1 skupin, kterou

tvoii Transcortin a TFF2. Znaky ve skupiné maji pozitivni korelaci.
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Graf ¢. 67: Graf komponentnich vah 1 a 3 - Znaky Ize rozdélit pouze do jedné
skupiny, kterou tvoti TFF1 a TFF2. Tyto znaky jsou navzijem silné¢ pozitivné

korelované.
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Graf ¢. 68: Graf komponentnich vah 2 a 3 - Znaky nelze rozdélit do skupin.
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Graf ¢. 69: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 2) - Ptipady tvoii jeden
shluk, vybocujici body 2, 9, 11, 16, 20 a 26 lze povazovat za odlehlé body.
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Graf ¢. 70: Rozptylovy diagram komponentniho skore (1 a 3) - Piipady tvoii jeden
velky shluk, za odlehlé body, ktery ve shluku neleZi 1ze povazovat 2, 9, 20 a 26.
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Faktor 2: 22,85%
Graf ¢. 71: Rozptylovy diagram komponentniho skére (2 a 3) - Piipady tvoii jeden
shluk, vybocujici body 11, 16 a 20 lze povazovat za odlehlé body.

10.3.3.1.3. Faktorova analyza

Tab €. 45: Prumérné hodnoty

Proménnd |Priméry |Sm.Odch.
TFF1 0,92 1.13
TFF2 23.35 17.36
TFF3 9,88 9,24
Transcortin | 7207269 22785 22
s HLA-G 69,01 145,94

Sm. Odch. — Smérodatna odchylka

Tab ¢. 46: Faktorové zatéze

Faktor Faktor

Proménna 1 2

TFF1 0842365 0,208462
TFF2 0767943 -0,238474
TFF3 0172316 -0,806518
Transcortin 0491510 -0,236281
s HLA-G -0.026812  0.570944
Vykl roz 1,571309 1132604
Prp.celk 0.314262 0,226521
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Tab €. 47: Rezidualni korelace

Proménnd |TFF1|TFF2 | TFF3 |Transcortin |5 HLA-G
TFF1 0,26 016 011 -0.15 -0,06
TFF2 0,15/ 0,35 -0.01 -0.29 0.07
TFE3 011 -0,01 032 0,04 0.39
Transcortin | -0.15 -0.29 -0,04 0,70 017
5 HLA-G 0,06/ 0,07 039 0.17 0,67
Tab €. 48: Koeficienty faktorového skére
Faktor Faktor

Proménna 1 2
TFF1 0636091 0,184085
TFF2 0,488728 -0,210554
TFF3 -0,108664 -0, 712092
Transcortin 0.312803 -0.208618
s HLA-G -0,017063 0.504099
Tab ¢. 49: Faktorové skore

Faktor | Faktor 13 0.84882 0.,09911
Pfipad 1 2 14 -0,67929 0,06843
1 044566 -0,04169| |15 -0,04468 -0,05601
2 2,73898 013246 (16 -0,99210 -2,97604
3 0,78978 0,09871) |17 -0,49978 -0,14656
4 0,51958 0,33444| |18 043779 -0,16875
g -0,79876 0,49128| |19 -0,16291 -0,27536
B -0,88397 0,08957| |20 -0,39178) 272147
T -0,03139| -0,21306] |21 -0,18010 -0,10638
8 -0,42795 0,39092| |22 -0,67870 024892
g 267936 -0,21009] |23 0,62608 -0,11399
10 -0,24282 0,17945| |24 0,44108 -041570
11 -0,63167 | -2,28186| |25 -0,71061 1.22190
12 -0,60433 -0,04570| |26 -1,85631 0,98422
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Graf ¢ 72: Graf faktorovych vah 1, 2 — Faktor 1 ukazuje na faktorové ¢isty znak
HLA-G, skladnou hodnotou faktorové vahy. U faktoru 2 maji kladnou hodnotu
faktorovych vah znaky TFF1, TFF2. Zapornou hodnotu faktorovych vah ma TFF3, coz

znamena, ze hodnota znak roste s klesajici hodnotou faktoru 2.

10.3.3.1.4. Analyza shluku
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Graf ¢. 73: Trasnovy graf — znaky - Nejpodobnéjsi znaky jsou TFF3 a TFF1 (skupina
1), dale se ptipojuje TFF2 (skupina 2), na celou skupinu dale naseda s HLA-G (skupina
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3). Znak, ktery na ostatni navazuje jako posledni je Transcortin, coz ukazuje na to, Ze je

vuci ostatnim v silné negativni korelaci, nebo s nimi nekoreluje viibec.
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Graf ¢. 74: Trasnovy graf — pripady - Tiasnovy graf pfipadi je nepfehledny. Opét

dochazi k rozdéleni podobnych piipadii do skupin.

10.3.3.1.5. Shrnuti statistiky

Ze zékladni statistické analyzy vyplyva opét symetrické a linearni rozlozeni dat
(Grafy €. 63, 64), jak je tomu 1 u prvniho a druhého trimestru.

Sutinovy graf (Graf €. 65) ukazuje, ze jako dostacujici jsou prvni tii proménné a 1
tak bude statisticka variabilita 74,12 %.

Z grafu komponentnich vah 1, 2 (Graf ¢. 66) vyplyva podobnost mezi TFF2 a
transcortinem. Graf komponentnich vah 1, 3 (Graf ¢. 67) ukazuje korelaci mezi TFF1 a
TFF2.

Graf komponentniho skére (Grafy €. 69, 70, 71) naznacuje odlehlé body 2, 9, 16,
20 a 26. Shluky bobl v grafech komponentniho skoére neprokézaly podobnost nebo
viditelné rozdéleni mezi fyziologickymi a patologickymi hodnotami podle povahy
vzorku. To se neprojevilo ani v odlehlych bodech.
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Shlukova analyza (Graf ¢. 73) naznacuje velikou podobnost vsech tii TFF, které se

nachazeji na jedné vétvi.

10.4. Vztah TFF a vrozenych vyvojovych vad plodu

Ze statistické analyzy vzorkd nebyla nalezena souvislost mezi jednotlivymi TFF

a vrozenymi vyvojovymi vadami plodu.
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11. DISKUSE

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o prvni praci tykajici se stanoveni TFF metodou
ELISA béhem jednotlivych trimestri téhotenstvi, neni mozné nalézt mnoho zdroji
k porovnani.

V recentni praci (Samson et. al, 2011) byly zkoumany koncentrace vsech tii TFF
metodou ELISA po porodu u matky a novorozence. V této studii bylo zjisténo, ze pfi
porodu jsou zvySené sérové hladiny TFF2 a TFF3 piiblizn¢ 4-40 krat, coz miize svédcit
o jejich funkci béhem téhotenstvi a K jejich roli pii vyvoji plodu.

Ke podobnému nalezu, nicméné pfi zcela jiném designu studie, jsme dospéla ve
své praci, kdy ve tfetim trimestru doslo k vyznamnému zvyseni koncentrace TFF2 a
TFF3.

Za statistické analyzy nebyly dle mého ocekavani odhalevy souvislosti mezi
transkortinem a HLA-G. Rovnéz nebyla nalezena souvislost mezi TFF a HLA-G. Jedina
korelace byla objevena u TFF3 a transcortinu v 1. a II. trimestru. Ve III. trimestru doslo
ke korelaci trascortinu a TFF2.

Neprokazali jsme tedy souvislost mezi TFF a vyskytem vrozenych vyvojovych
vad, pfiklanim se ke stejnému nazoru jako autofi vySe jmenované studie, ze TFF

proteiny hraji dilezitou roli pti vyvoji plodu.
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12. ZAVER

Byla provedena verifikace metodik na stanoveni TFF1, TFF2 a TFF3. Vsechny
tii diagnostické soupravy vykazovaly uspokojivé diagnostické charakteristiky.

Bylo ovéfeno, ze hodnoty TFF jsou méfitelné u gravidnich Zen a béhem
gravidity byl nalezen vyznamny vzestup TFF2 a TFF3. Zda se, ze tyto parametry by
mohly mit vyznam pro graviditu a vyvoj plodu.

Za zajimavé povazujeme zjiSténi, ze hodnoty TFF nesouvisi Vv séru matky
s vyskytem vrozenych vyvojovych vad plodu.

Piekvapenim bylo, ze se nam nepodafilo nalézt vztah mezi HLA-G a

transcortinem. Mezi TFF3 a transcortin byla objevena korelace.
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