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ANOTACE

Tato diplomova prace se zamétuje na optimalizaci podminek imunomagnetické
separace pro zachyt kalretikulinu ve vzorcich plodové vody. Kalretikulin je biomarker
asociovany s rizikem vzniku intrauterinniho zanétu, ktery mize zpusobit piedcasny
odtok plodové vody a nésledné piedéasny porod. Ukolem diplomové prace bylo
pfipravit imunosorbent na bazi superparamagnetickych mikrocastic, na které se budou
kovalentné vazat molekuly IgG a specifického anti-CLR. Tento imunosorbent byl poté
pouzit pro zachyt proteinu Kalretikulinu, biomarkeru zanétu, v plodové vod¢. Timto
byla ovéfena kvalita imunosorbentu, jenZ bude soucasti senzoru pro simultanni

analyzu biomarkeri zanétu v plodové vodé.

KLICOVA SLOVA

Kalretikulin, biomarker, pfed¢asny odtok plodové vody, imunomagneticka

separace, anti-CLR protilatky, superparamagnetické mikroc¢astice



TITLE

Optimization of immunomagnetic separation process to capture Calreticulin,

biomarker of inflammation, in amniotic fluid samples.

ANNOTATION

This diploma thesis focuses on the optimization of immunomagnetic separation
conditions for the capture of calreticulin in amniotic fluid samples. Calreticulin
is a biomarker associated with the risk of intrauterine inflammation, which can cause
premature amniotic fluid outflow and subsequent preterm labor. The task
of the diploma thesis was to prepare an immunosorbent based on superparamagnetic
microparticles, to which 1gG molecules and specific anti-CLR will covalently bind.
This immunosorbent was then used to capture kalreticulin protein, a biomarker
of inflammation, in amniotic fluid. This verified the quality of the immunosorbent,
which will be part of the sensor for simultaneous analysis of inflammatory biomarkers

in amniotic fluid.

KEYWORD

Calretikulin, biomarker, premature amniotic fluid outflow, immunomagnetic

separation, anti-CLR antibodies, superparamagnetic microparticles
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UvVOD

V pribéhu téhotenstvi se v délozni dutiné vytvaii plodovéd voda. Ta slouzi
k mechanické ochrané plodu, zajistuje optimalni prostiedi pro spravny rust a vyvoj
plodu. Béhem téhotenstvi se méni nejen jeji objem, ale i jeji sloZeni. Patofyziologické
zmény v objemu, barvé nebo slozeni plodové vody mohou poukézat na uz probihajici
patologické stavy. Tyto zmény casto vedou k pfed¢asnému odtoku plodové vody
(PROM) a piedéasnému porodu.

Pred¢asny porod je definovan jako porod pied 37. tydnem tehotenstvi
a ve chvili, kdy knému dojde, se zvysuje riziko vzniku vaznych komplikaci, jez
mohou postihnout matku i plod. K pied¢asnému odtoku plodové vody a pred¢asnému
porodu muze dojit z nékolika rtiznych pficin. Mezi ty nejéastéjsi se fadi intrauterinni
zanét, vicecetné te€hotenstvi, preeklampsie nebo zvysené riziko pired¢asného porodu

u matek, u nichz k tomuto porodu doslo jiz v pfedchozim téhotenstvi.

Ma-li gynekolog podezieni na pred¢asny odtok plodové vody, musi
byt pacientka ihned hospitalizovana. Nejdulezitéjsi je pro gynekologa zjistit, jestli
se U pacientky nerozviji intrauterinni zanét, ktery by ohrozil vyvijejici se plod. K tomu
zanétu se pouziva plodova voda odebrand matce tzv. amniocentézou.

Intrauterinni zanét je nejCastéji vyvolan mikroorganismy. Jejich prikaz
a identifikace je provadéna tradicni kultivaéni metodou doplnénou o biochemické
identifikace patogennich bakterii. Pro identifikaci intrauterinniho zanétu je doba
od odbéru k ziskani vysledki v takovém piipadé relativné dlouha a neposkytuje 1ékaii
informaci o ohrozeni plodu, pfipadné matky, vcas.

U intrauterinniho zanétu dochazi poté ke zvySeni nékterych biomarkert (napf.
interleukin 6 (IL-6), kalretikulin (CALR), C-reaktivni protein (CRP) a pentraxin 3
(PTX3)). Tyto biomarkery jsou v praxi stanovovany tradi¢nimi imunoanalytickymi
metodami pomoci automatickych imunoanalyzatorti s vysokou citlivosti detekce,
napt. elektrochemiluminiscencné. Tato vySetfeni také poskytuji informaci
0 pocinajicim zanétu i o jeho pribéhu v Case, vysledek je k dispozici béhem nékolika
hodin, ale zena musi byt vySetfovana v relativné kratkych intervalech, a proto musi

byt I pii podezieni na zanét hospitalizovana. Proto je v souc¢asné dob¢ snaha vyvinout
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test, jenz by splnoval tzv. POC parametry. Vyhodou tohoto testu je jednoduchost
analyzy, bez vybavené laboratofe hned u lizka pacientky a mohl by jej provadét
i proSkoleny zdravotnicky personal. V piipadé POCT se uvazuje i o moznosti,
7e by si zena provadéla vySetfeni sama v domacim prostiedi. Teprve v piipadé
pozitivniho testu by kontaktovala svého I¢kare.

Kalretikulin (CALR) je glykoprotein, jenZ se nachazi v endoplazmatickém
retikulu (ER) vSech bun¢k. Pfi intrauterinnim zanétu se jeho koncentrace v plodové

vode zvysuje s délkou a intenzitou zanétu.

Vysoce citlivd imunoanalytickd metoda pro stanoveni kalretikulinu
je vsoucasné dobé kdispozici vkazdé vétsi biochemické nebo imunologické
laboratofi, ale rychly kvantitativni test pro prikaz kalretikulinu, pfipadné dalSich
biomarker zanétu, neni dnes v klinické praxi pouzivan. Tato diplomova prace fesi
jeden zdil¢ich krokli vyvoje senzoru pro rychlé a semikvantitativni stanoveni

kalretikulinu v plodové vodé.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Plodova voda

V duting délozni se béhem tehotenstvi tvoii plodova voda, téz oznacovana jako
amniova tekutina. Ta obsahuje potfebné ziviny a riistové faktory ovliviujici spravny
vyvoj, rust a mechanickou ochranu plodu [1]. Déle se v plodové vodé objevuji
antimikrobidlni latky, které maji za kol chranit plod pfed infekcemi. Tyto latky
podavaji i informaci o stafi plodu, ptipadné o patologickych stavech v obdobi
t€hotenstvi [2].

Slozeni plodové vody v urcitém obdobi gravidity informuje nejen o staii plodu,
ale 1 o vyvojovych poruchach nebo o infekci, rozvoji zanétu a dalSich patologickych
stavech spjatych s graviditou. Odbér plodové vody (amniocentéza) je nedilnou

soucasti vysSetfeni pii podezieni na riizné komplikace v pritbéhu celého t€hotenstvi.

1.1.1 Fyziologie a funkce plodové vody

Plod se vyviji v amniotickém (plodovém) vaku, ktery se nachazi uvnitt délohy.
Plodovy vak je tvofen vnitini membranou, amnionem, a vn¢j$i membranou, chorionem
[3]. Amnioticky vak vznika z extracelomické dutiny, tato dutina se objevuje jesté
ptedtim, nez dojde k zahnizdéni embrya [1]. Amnioticka tekutina se tvoii z matei'ské
plazmy a prochazi do plodovych membran pomoci hydrostatickych a osmotickych sil.
Tato tekutina se objevuje béhem prvnich 12 dnt intrauterinniho zivota v plodovém

vaku (Obrazek 1) [1,3].

Placenta — Umbilical cord

Fused chorionic and
amnionic membranes

Amniotic fluid

Lumen of uterus

Urinary bladder

Obrazek 1: Schéma plodu obklopeného v plodovych obalech v brisni dutine matky, prevzato z

[3]
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Amniova tekutina je dynamické a komplexni prostiedi, které se méni v zavislosti
na postupyjici gravidit¢ [2,3]. Zbarveni plodové vody je sldmové Zluté
a jedna se o ¢irou nebo mirné zakalenou tekutinu s pH 7,1 az 7,3 [3,4]. Bod tuhnuti
plodové vody se nepatrné pohybuje pod bodem tuhnuti vody a hustota amniové
tekutiny je vyssi nez u vody [4].

Objem plodové vody je regulovan rovnovahou mezi matefskym, fetalnim
a placentarnim systémem. Mnozstvi plodové vody se v priabéhu gravidity méni.
Béhem vyvoje embrya je narist objemu amniové tekutiny rychlejsi nez jeho velikost,
to umoznuje embryu se dobfe pohybovat [5]. Objem amniové tekutiny se postupné
a rovnomérné zvysuje z 25 ml v 10. tydnu gravidity ptiblizné na 400 ml ve 20. tydnu
gravidity. Béhem této doby ma plodova voda podobné slozeni jako fetalni plazma
[1,3]. V rané fazi druhé casti trimestru je objem amniové tekutiny témét 2000 ml,
vznika tzv. polyhydramnionu, ktery je ale fyziologicky [5]. Nartust objemu plodové
vody trva az do 33. nebo 34. tydne gravidity, kdy je amniové tekutiny cca 800 ml,
tento proces probiha pouze u fyziologickych gravidit. Nejvétsi objem plodové vody
je ve 36. az 38. tydnu, poté se postupné snizuje ave 40. az 42. tydnu téhotenstvi
je mnozstvi plodové vody 400 az 700 ml [5].

Objem amniové tekutiny a transport latek v plodové vodé mulze byt ovlivnén
hormonalni zménami nebo vaskularnim endotelidlnim rstovym faktorem (VEGF)
[6,7]. Po casné fazi gravidity se ve fetalnich membranach objevuje méné vyznamnych
receptorll pro progesteron a estrogen. Matefské 1 fetalni bunky ale produkuji
dostatecné mnozZstvi receptorti pro prolaktin, jejich pocet roste v priibehu t¢hotenstvi
[8]. Jsou dukazy o tom, Ze prolaktin ma vliv na amniotickou propustnost, ale ziejmé
se nejednd o jediny mechanismus souvisejici s riistovymi nebo hormondalnimi faktory.
VEGF podporuje vyvoj cév v amnionu a ovliviiuje permeabilitu mikrovlaken, které
omyvaji placentarni a fetalni povrchy [9].

Gynekologové pouzivaji pro spravné zmeéteni objemu amniové tekutiny napf.
ultrasonografii pro urceni vysky sloupce amniové tekutiny (SDP) nebo urceni indexu

plodové vody (AFI) [10].

Amniova tekutina ma velkou spoustu dulezitych funkci, jako jsou napt. funkce
vyzivné, ochranné ale i diagnostické [1]. V pfipad¢, Ze je matef'ské biicho predmétem

traumatu (rany, otfesy), je hlavni funkci plodové vody mechanicka ochrana plodu.
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Plodovéa voda snizuje riziko komprese mezi plodem a sténou délohy tim, ze chrani
pupecni $idiru, tim ze vytvaii tzv. pols§tar mezi plodem a pupecni $introu. Pupecnikova
Snira je dulezita pro prenos potravy a kysliku z placenty k plodu [11].

Dale se plodova voda ticastni spravného vyvoje plodu (plodovych organt, vyvoj
plic, pohybového aparatu, gastrointestinalniho traktu atd.) a odvodu odpadnich latek.
Plodova voda udrzuje stalou teplotu plodu, izoluje a udrzuje plod v teple. Diky jeji
mazlavé konzistenci, zabrafiuje spoleCnému srustu ¢asti téla (prsty na nohdch
a rukach). Je-li snizen objem plodové vody, mize dojit k jejich srastu [3].

Dalsi funkci plodové vody je, podil na vrozeném imunitnim systému. Plodova
voda je fyziologicky sterilni a az do zacatku porodu ma bakteriostatické vlastnosti [1].
Vrozeny imunitni systém (IS) chrani plod pted infekénimi agens pomoci svych
ptirozenych antibakteridlnich vlastnosti, jeho soucasti jsou fyziologické a anatomické
bariéry, antimikrobidlni peptidy, enzymy. Také uvoliiuje prozanétlivé mediatory
makrofagli a neutrofild [12]. Kalprotektin, laktoferin, alfadefenziny, lysozym,
psoriazin, inhibitor sekre¢ni leukocytazové aktivity, vSechny tyto latky produkované
vrozenym IS byly objeveny v plodové vod¢ a vernixu (maz na povrchu plodu) a bylo
zjiSténo, Zze maji antimikrobidlni vlastnosti. Jedna se o silné antimikrobidlni latky

se sirokospektrym G¢inkem proti v§em mikroorganismum [3,12].

1.1.2 SloZeni plodové vody

Amniova tekutina je slozena z 98-99 % z vody, ale pouze na pocatku gravidity.
Od 8. az 10. tydne t¢hotenstvi plod tuto tekutinu polyka a zpracovava v ledvinach.

v amniov¢ tekuting upln€ nahrazena fetalni moci od plodu a plicnimi sekrety [1,5].

Kromé vody obsahuje nerozpustné a rozpustné latky, které tvoii 1-2 %. Mezi
latky rozpustné patii organické latky a latky anorganické. Ziviny (lipidy, proteiny,
uhlohydraty, gluko6za), laktat, pyruvat vSechny se fadi mezi latky organické. Do této
skupiny se také fadi hormony, enzymy, protilatky, kreatin, aminokyseliny (AMK),
urea nebo chloupky a mazek od laguna [13].

Mezi anorganické latky patfi chloridy, sodik nebo oxid uhli¢ity. VSechny tyto
latky jsou v amniové tekutiné ve vysSich koncentracich. Dale se v plodové vodé
objevuji fosfaty, draslik, hot¢ik a vapnik, ty jsou ovSem zastoupeny v nizSich
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koncentracich. Z fyzikalné-chemického pohledu mizeme fict, Ze amniova tekutina ma

heterogenni slozeni [13].

Nejcastéjsim produktem choriovych a amniovych bun¢k v amniové tekuting
jsou bilkoviny. Jejich hladiny se postupné zvysuji az do 13. tydne gravidity, poté
dochazi k jejich poklesu. Stanovit bilkoviny lze odstfedénim (centrifugaci) amniové
tekutiny. Dale se pak pouziva supernatant, z néhoz lze zjistit hladinu bilkovin

v amniové tekutiné pomoci radialni diftize nebo diskové elektroforézy [14].

Stejné jako matetské mléko obsahuje plodova voda taurin (AMK). Dale plodova
voda obsahuje glutamin, jenz je dilezity pro biosyntézu nukleovych kyselin ve vSech
bunikach, nebo arginin. Arginin svoji roli ovliviiuje pfedevsim vyvoj placenty,
alei plodu [15]. V plodové vodé se také nachazi vysoké hladiny epidermalniho
rustového faktoru (EGF). EGF je syntetizovan amniovou membranou, ale jeho funkce
je prozatim neznama [16].

Transformujici rustovy faktor alfa (TGF-a) se svoji strukturou podoba
EGF a také se vaze na stejny receptor. Bylo prokézano, Ze amnion ma regulacni tilohu
pfi ristu a vyvoji plodu, protoZze amniové bunky pupecnikové sitiry produkuji TGF-
a, EGF a funkéni receptor EGF/TGF-a. Dale bylo prokazéano, ze EGF a TGF-a

stimuluje produkci povrchové aktivnich slozek [17].

V pozdnim stadiu té¢hotenstvi se v plodové vodé nachazi transformujici ristovy
faktor beta (TGF-). Jeho hlavni funkci je, Ze urychluje rychlost hojeni intestinalnich
ran pomoci stimulace bunééné migrace a indukuje terminalni diferenciaci stievnich
epitelialnich bunék. TGF-p také dokaze stimulovat produkci imunoglobulinu A [1].

Dalsi latkou, ktera se v plodové vodée vyskytuje je erytropoetin (EPO). Hladiny
EPO jsou vysoké, ale jeho tiloha neni u plodu a novorozence zcela jasna [18]. V lidské
amniové tekutin€ se nachdzeji 1 hematopoetické faktory stimulujici kolonie
granulocytd (G-CSF) a makrofagi (M-CSF). Oba faktory se objevuji v amniové
tekutiné zdravych zen, ale i téch Zen, kterym ptredcasné odtekla plodova voda. G-CSF
pusobi jako topicky ristovy faktor ve fetalnim a novorozeneckém stievé. Hladina G-
CSF se zvysuje v séru Zen, které¢ maji subklinickou chorioamnionitidu, u ptfedc¢asného
prasknuti membran a v pupecnikové krvi novorozence s infekci. Neni vylouceno,
7ze G-CSF a M-CSF se ucastni preventivni ochrany plodu v amniové tekuting, nebo

jsou vyluéovany jako vedlejsi produkty odpovédi imunitniho systému na infekci [1].
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Latky, které jsou soucasti vrozeného IS, se nachdzeji i v amniové tekutin€ a maji
vyznamné antimikrobialni i¢inky. Mezi tyto latky patii alfadefenziny [HNP1-3 lidsky
neutrofilni defenzin], lysozym, katelicidin, inhibitor sekre¢ni leukocytové proteazy,
psoriazin, laktoferin a protein zvySujici baktericidni permeabilitu [12]. VSechny tyto
latky maji silné antimikrobidlni uU¢inky a svymi funkcemi =zajiStuji plodu
roli hraji alfadefenziny [HNP1-3]. Vyskytuji se ve vysokych koncentracich v amniové
tekutiné u t€¢hotnych Zen bez znamek zanétu. Koncentrace alfadefenzini [HNP1-3]
se zvySuje u zen s pred¢asnym odtokem plodové vody pifed terminem porodu

(PPROM), chrioamnionitidou a s pfed¢asnym prasknutim membran [1].

Pocet monocytd, histiocytdi a makrofagh (mononuklearnich bunék),
jenz se nachazi v amniové tekuting, je obvykle omezeny. Dojde-li u plodu k defektu
neurdlni trubice, hladina téchto bunck se zvysi. Zatim neni zcela jasny divod, pro¢
jsou tyto bunky pfitomny V takovém mnozstvi. Lékati se domnivaji, Ze je to proto,
aby doslo k zabranéni infekce z divodu naruseni ktize plodu nebo jestli tyto bunky
slouzi jako zachycovaci buiky k ¢isténi zbytkt nervia [19].

U téhotnych zen, které ¢ekaji zdravé dit€, nejsou normalné nalézany neutrofily
Vv plodové vodé, ale jejich hladiny mohou slouzit jako biomarker infekce v plodové
vodé [1]. Takové neutrofily maji pouze fetalni ptivod a pravdépodobné pochazeji

z fetalnich cév chorionu [19].

V amniové tekutiné se nachazeji i slozky chranici plod pfed zranénim nebo
infekci, ale nemaji imunitni povahu. Pfikladem jsou polyaminy, které¢ maji kationtovy
naboj a ucastni se boje proti mikrobiim a maji i vyzivnou roli [20]. Amniova tekutina
dokéaze chranit stievo plodu pted ucinky trombocyty aktivujiciho faktoru (PAF).
PAF se zapojuje do patofyziologie nekrotizujici enterokolitidy u pfedcasné
narozenych déti a je silnym vasokonstrikénim faktorem. Koncentrace
PAF je v plodové vodé po celou dobu gravidity nizka, ale ve chvili, kdy dojde
k porodu, se jeho koncentrace az osminasobné zvysi. Také se jeho koncentrace zvysuje

u pred¢asnych porodu [21].
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1.1.3 Odbér plodové vody

V Ceské republice byla poprvé provedena amniocentéza neboli odbér plodové
vody v roce 1971. Ze zacatku byla provadéna bez ptimého ultrazvuku, ten se zacal
pouzivat az v roce 1989 [22]. Amniocentéza patii mezi nejbéznéjsi fetalni invazivni
metody pouzivajici se pro prenatalni diagnostiku plodu [23]. Pfi aminocentéze 1ékaft
odsava pomoci dlouhé jehly z amniotického vaku amniotickou tekutinu, spolu
S ni odsaje 1 ¢ast odloupanych bunck plodu. Odsaté buiniky pak mohou laboranti/ky
Vv laboratofich namnozit a vySettit spole¢né s plodovou vodou [24].

Obvykle je tato metoda pouzivana pro testovani aneuploidie (genomova mutace)
plodu nebo vrozenych vyvojovych vad, ale dnes uz se bézné pouziva i K prikazu
biomarkert intraamniotické infekce (1Al) [23].

K odbéru amniové tekutiny existuje velké mnozstvi indikaci. Na zakladé
riznych rizik lékar v genetické laboratofi navrhne téhotné zené amniocentézu
a ona se pak sama rozhodne, jestli ji podstoupi. Na odbér jsou napt. posilany téhotné
Zzeny se zvySenym rizikem aneuploidie plodu v kombinovaném testu, nebo Zeny
s abnormalni genetickou sonografii (pozitivni hlavni marker mékkych tkani nebo dva
pozitivni mensi markery mékkych tkani). Dale jsou posilany téhotné Zeny majici
V anamnéze vyvazenou translokaci nebo zvysSené riziko genetického onemocnéni,
tzn. autozomalné recesivni onemocnéni u obou rodi¢i nebo X-vazané recesivni
onemocnéni (cysticka fibroza, hemofilie, svalova dystrofie) [23]. Dalsi indikaci jsou
prenosnd matetskd onemocnéni (zardénky, cytomegalovirus, herpes simplex nebo
toxoplazmoza) [25]. Vyznamnou roli mize hrat i vék matky (nad 35 let), protoze
je zde narustajici riziko vzniku chromozomalné podminujicich vad (Downiv,
Edwardsutyv, Pattativ nebo Turnertv a Klinefelteriv syndrom) [23]. Dalsimi davody,
pro¢ poslat t€hotnou Zenu na aminocentézu, jsou opakované potravy v predeslych
graviditach. Neexistuji zadné absolutni kontraindikace, jez by odrazovaly od odbéru
plodové vody. Jsou ale relativni komplikace, mezi které patii napt. pacientky, jez maji
infekci, nebo matky uzivajici antikoagulacia [26].

Nejcasteji se plodova voda odebira mezi 16. az 18. tydnem gravidity [23].
Amniocentéza, ktera se provadi pied fuzi membrany, miiZze byt spojena s vyssi Sanci

na neodsati dostate¢ného mnozstvi amniové tekutiny pfi jednom vpichu. Tento zpiisob
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je nebezpeény tim, Ze ¢im vice vpichu 1ékaf provede, tim je vétsi Sance ke vzniku
komplikaci [16].

Pted vlastnim odbérem (i po celou dobu odbéru) je provedeno ultrazvukové
vySeteni, aby se mohlo zkontrolovat umisténi a pocet plodu/t v déloze, jejich
zivotaschopnost, umisténi placenty nebo gesta¢ni vék. Dale se ultrazvukem kontroluji
piipadné malformace [27]. Odbérovy personal potiebuje sterilni tampony a zavésy,
sttikacku o objemu 2 ml a 10 ml, jehlu o rozméru 20 az 22 cm, kontejnery pro sbér
a prepravu vzorki, a nakonec 5% roztok jodovaného povidonu [23].

Béhem celého vykonu je potieba, aby byl zabezpefen asepticky odbér,
nepouziva se narkdza, lokalni anestézie ani profylakticka antibiotika [23]. Vykon
Ize provadét dvéma zpusoby, bud’ metodou od ruky pod ultrazvukovym vedenim,
nebo lze pouzivat navadénou jehlu pfipojenou k sondé. Pfes pfedni sténu biiSni
se zavede tenka jehla, tak aby nedoslo k poranéni plodu ani matky (Obrazek 2).

Ultrazvukova sonda Stiikacka

Mocovy méchyi

1“*\%‘_'___
/ T T ﬂ"[ Vagina
Placenta W WA
Déloha—
Amnialni
tekutina
T~ < _“\Déloni hrdio
B (zakonceni vaginy)
Rektum

©RCOG

Obrazek 2: Odbeér plodové vody, prevzato z [28]

Odbérovému personalu je doporuceno, aby ude¢lal pevny vstup do amniotické
dutiny pro zabranéni napinani amniotické membrany [27,29]. Z celkového mnozstvi
plodové vody se odebira 10-20 ml do injekéni stiikacky. Prvni 1-2 ml plodové vody
jsou zlikvidovény, protoze je zde nejvyssi Sance na kontaminaci matetskymi bunkami.
Pro vySetfeni nedostatku enzymt a Al se odebiraji 2-5 ml, pro vysetfeni karyotypii
se odebira 18-20 ml plodové vody. Poté, co ziska odbérovy persondl dostatecné
mnozstvi plodové vody, dojde k odstranéni jehly a zkontroluje se srde¢ni Cinnost

plodu. Dtlezité¢ je, aby nedoSlo ke vstupu do plodové vody placentou, protoze
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se zvySuje pravdépodobnost krvaceni, zejména u Rh negativnich matek. Témto zenam

je také nutno podavat anti-D [23,27].

Riziko komplikaci je minimalni, ale komplikace se mohou vyskytnout
jak u plodu, tak u matky. Udava se mira ztraty plodu 0,11 %. Ztrata plodu do 28 dnu
po vykonu je v 0,56 % piipadii a do 42 dnii je to 0,09 % piipadii. Unik plodové vody
je 1-2 % a obvykle byva spojeno se spontannim utésnénim membran [27]. Ve 2-3 %
pfipadi se mize objevit vagindlni krvaceni. Také je témét zanedbatelné procento
(0,1 %) ptenosu koznich bakterii do amniotické dutiny a vzniku chorioamnionitidy
nebo délozni infekce. Samotny vykon muze zvysit riziko PPROM nebo
oligohydramnionu. Je zde i minimalni Sance na poskozeni plodu, pfedev§im o¢i nebo
kize. Byla popsana i bolest po zakroku a nepohodli matky [23].

V ptipadé, Ze odbérovy persondlni musi pichnout jehlou vice nez tfikrat, existuje
zde vétsi riziko komplikaci. Pokud Iékat neziskd dostate¢né mnozstvi plodové vody
po 2 bodnuti, mél by od procedury upustit a vyzkouset ji nejdiive za 24 hodin [23].
Dilezitou roli pfi amniocentéze hraje umisténi délohy, protoze jakmile dojde
k prichodu jehly placentou, je zde mnohem vyssi riziko vzniku ptedéasného porodu

[28,30]. Az u 86 % pacientek byla amniocentéza bezpecna a bez jakykoliv komplikaci.

Po odbéru se vzorek plodové vody posila do laboratote, kde je dale zpracovavan.
Plodova voda se vySetfuje biochemicky, kdy se stanovuje hladina nékterych enzym,
bilkovin a markerd (a-fetoprotein (AFP), y-glutamyltranferdza (GGT),
acetylcholinesteraza (AChE)) [31]. Tento typ vySetifeni umozni 1ékafi ziskat informace
0 poruchach pfedni stény biiSni, uzavéru hlavicky patefe plodu, otevieném defektu
neuralni trubice (pfedevs§im hladiny AChE a AFP) nebo o riziku vzniku cystické
fibrézy (snizené hladiny GGT) [32].

V plodové vodé se nachazeji bunky plodu, ale jejich velmi malo. Chce-li 1ékaft
ziskat téchto bunék vic, je potieba v laboratofi tyto bunky nejprve oddélit centrifugaci
a pak namnozit metodou kultivace na tkanové kultufe. Tato kultivace trva priblizné
2 az 3 tydny [23]. Poté jsou namnozené bunky fixovany a barveny. Nasledné jsou
buiiky hodnoceny v optickém mikroskopu a z takto namnozenych buné¢k lze ziskat
informace o poctech chromozomu a jejich tvaru, jejich struktufe a chromozomalnich

aberaci. Cytogenetické vySetfeni lékafi poskytne informace o chromozomové
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prestavbé (inverze, translokace, deplece, duplikace), ale neposkytne informace

0 mikrodele¢nich syndromech [32].

V plodové vode¢ lze vysetfit chromozomalni aberace plodu. Test vyuziva
kvantitativni  fluorescencni  polymerazovou fetézovou reakci (qRF-PCR)
a fluorescencni in situ hybridizaci (FISH). Tyto metody zjisti mutace v genech
a aneuploidie u plodu. Metody qRF-PCR a FISH jsou zaloZeny na kvantitativnim
hodnoceni amplifikace konkrétnich tsecich DNA (deoxyribonukleova kyselina)

na ur¢enych chromozomech (chromozom 13, 18, 21, X a Y) [33].

1.2 Plodova voda a patologické stavy v téhotenstvi

1.2.1 Oligohydramnion a polyhydramnion

Spravny objem plodové vody je dilezity pro vyvoj plodu, proto odlisnosti v jeho
mnozstvi mohou ovlivnit jeho vyvoj. Objem plodové vody je mozné uréit pomoci
prenatalniho ultrazvukového vySetfeni. Diky tomuto vySetieni Ize zjistit,
zda se nejedna o rizikové tehotenstvi [34].

Za fyziologickych okolnosti dochazi k dynamické rovnovaze, coz je zajisténo
tim, ze je plodovéa voda neustale vyménovana mezi plodem a matrici. Tato vyména
probiha pti polykani, dychani, moceni, keratinizaci kiize a pupecni $niry. Kdyz ztrati
tento typ vymény rovnovahu, objevuji se abnormality objemu plodové vody, bud’ jeji
sniZeni, nebo jeji zvyseni [35].

Prvni abnormalitou je snizeny aZ nedostateCny objem plodové vody,
téZ nazyvany oligohydramnion. Ten se vétsinou objevuje ve tfetim trimestru gravidity.
U téchto plodlh mohou byt vidény deformace koncetin ¢i malé nevyvinuté plice.
Pfi¢inou snizené¢ho objemu plodové vody muize byt malformace nebo dysfunkce
ledvin, infekce nebo PPROM. V roce 2017 Hederlingova a spol. [36] publikovali
studii, ve které bylo jejich cilem zjistit, jaky vliv ma izolovany oligohydramnion
V poslednich mésicich gravidity na perinatalni vysledky. Urcili, ze 0,5-5 %
fyziologickych téhotenstvi mlize mit snizeny az nedostatecny objem plodové vody.
Izolovany oligohydramnion, ktery je objeven po 36. tydnu téhotenstvi, zvySuje riziko
porodu cisafskym fezem (z divodu hypoxie) nebo indukce porodu.

Avsak Hederligova a spol. nezjistili, ze se zvySuje riziko nékterého z perinatalnich
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vysledki — snizené pH krve v pupeéniku, perinatdlni mortalita nebo pievoz

novorozence na jednotku intenzivni péce [35-37].

Dalsi abnormalitou miize byt zvySeny objem plodové vody neboli
polyhydramnion. Abnormalni mnozstvi plodové vody muze ovlivnit bezpecnost
jak plodu, tak i matky. Pfi polyhydramnionu se objem plodové vody zvysi na 2000 ml
(aleivice) a objevuje se u 0,5-1 % pacientek. Néktefi védci uvadéji, Ze anomalie plodu
se vyskytuji u 20-50 % pacientek majici zvySeny objem plodové vody, pficemz nejvice
je postizen horni zazivaci trakt, srdce (srde¢ni vady) a nervovy systém plodu
(hydrocefalus, hypoplazie mozecku kombinovana s rozstépem patete). Tato vSechna
postizeni mohou byt spojena s nedostatkem antidiuretického hormonu, jenz zvysSuje
mnozstvi moce, a to vede k polyhydramnionu nebo poruse funkce polykani [35].
V tomto piipad¢€ neni pfi¢ina zcela jednoznacna. Az 60 % ptipadii ma nevysvétlitelny
idiopaticky polyhydramnion. Zhruba u 12-30 % pacientek je pfi¢ina spojena s fetalni
anomalii [38]. Dale miize byt pfi¢ina spojena s vékem, riznymi nemocemi (Diabetes
mellitus, virova hepatitida) nebo s matefskymi faktory. Li-Ling a spol. v roce 2016
[39] publikovali studii, ve které se zajimali o 50 Zzen se zvySenym objemem plodové
vody. Jejich cilem bylo prozkoumat etiologické a téhotenské vysledky téhotnych
Zen pomoci prenatalni diagnostiky (fetdlni chromozomalni karyotypova analyza
plodové vody, pupecnikové krve). 22 Zen mélo nevysvétlitelny idiopaticky
polyhydramnion, zbytek Zen mél chromozomalni abnormality, alfa-talasémii nebo
fetalni anomalie. U téchto pacientek byl vyssi vyskyt pfed¢asnych porodi (az 56 %),
porodi cisafskym fezem, fetdlni makrozomie nebo fetdlni anomalie (az 75 %)
¢iuzkost nez u téhotnych zen bez polyhydramnionu. U 15 pacientek byla zjisténa
fetalni anomalie (cca 30 %), u dvou se jednalo o chromozomalni abnormality
(cca 4 %). V dalsich dvou pfipadech $lo o trizomie 18. a 21. chromozomu. Studie dale
objevila vyskyt polyhydramnionu v 17. tydnu, nejpozdéji ve 32. tydnu tehotenstvi
[39]. Studie dava diraz na prenatalni diagnostiku u gravidnich Zen majici
polyhydramnion, protoze vlivem tézké nerovnovahy elektrolyti muze dojit az k amrti

plodu.
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1.2.3 Preeklampsie

Preeklampsie (PE) je velmi zdvazna komplikace vyskytujici se v téhotenstvi.
PE se objevuje ve 4-5 % téhotenstvi po celém svété a je spojovana S kratkodobé
se rozvijejicim  zanétem [40]. ZvySeny vyskyt PE je popisovan piedevsim
V rozvojovych zemich z divodu niz$i dostupnosti kvalitni téhotenské péce [41].

PE je definovana jako nové vznikla arteridlni hypertenze nad 140/90 mmHg
a proteinurie nad 300 mg/den, ke které dochazi po 20. tydnu téhotenstvi [42].
Eklampsie je rozvoj kieCovitych stavii u zen s preeklampsii [43]. Toto onemocnéni

je spojovano s vysokou matetskou a fetalni mortalitou i morbiditou.

Prvni zminky o PE se poji s rokem 1637, kdy Francois Mauriceau [44] popsal
vysoké riziko zachvatii u téchto pacientek. Zachvaty ptipisoval k abnormalni pratoku
krve nebo intrauterinni smrti plodu. V roce 1843 byla PE definovana Leverem, kdyz
prisel na to, Ze mo¢ zen s PE obsahovala albumin. Ve stejném roce ptisel Johnosen

s tim, Ze u pacientek pozoroval bolesti hlavy, zmény zraku a edému [44].

V poslednich dvaceti letech doslo k velkému pokroku Vv pochopeni PE,
ale zakladni patogeneze tohoto onemocnéni je zatim stale neznama [45]. Na vzniku
se podili né€kolik rizikovych faktori, mezi které se tfadi napt. vyskytujici se PE
v minulém téhotenstvi nebo v roding, viceCetné téhotenstvi, Diabetes mellitus,
onemocnéni ledvin (akutni i chronické) a Systémovy lupus erythematodes. Mezi dalsi
rizikové faktory se fadi obezita rodicek, vyssi vék matky, Zena, ktera nikdy nerodila
nebo malnutricie. Svoji roli pfi vzniku PE hraje i geneticka predispozice (az 55 %),

hypertenze matky, in vitro fertilizace nebo kouifeni v dob¢ t€hotenstvi [46,47].

PE mulZe byt zplsobena endotelidlni dysfunkci a abnormalni placentaci
snaslednou generalizovanou vazokonstrikci. PE ma dvé faze, preklinickou
a klinickou. Dysbalance faktorti, které jsou produkovany placentou v prvni
(preklinické) fazi zpasobuje druhou (klinickou) fazi PE u matky [41]. Prvni faze
se projevuje abnormalni placentou s mélkou a nedostatecnou invazi cytotrofoblastu,
proto se ji Casto fikd placentarni syndrom. Cytotrofoblast neni schopen indukovat
remodelaci maternalnich spiralnich arterii, tim dochéazi k nedostatecnému zasobeni
plodu krvi (snizeny pritok krve placentou). Dusledkem toho je nedostatek zivin
pro plod a jeho pomalejsi rist s mensim objemem plodové vody [63,64]. Mezi bézné

nalézané patologie u preeklamptickych placent se fadi ater6za, sklerotické zuzeni
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tepen a arteriol, ukladani fibrinu a infarkty [48]. Nékteré spiralni arterie mohou
byt intaktni, maji vysokou vaskuldrni rezistenci s malym objemem. Nasledkem
je snizena uteroplacentarni cirkulace a ischémie placenty, ktera podporuje zvySenou
tvorbu antiangiogennich faktori (rozpustny tyrozinkinazovy faktor 1 (sFLT-1),
solubilni endoglin (sEng)) [41,42,49]. SFLT-1 ma stabilni hladinu béhem prvniho
a druhého trimestru, ovSem ve tfetim trimestru dochdzi k mirnému narustu jeho
hladiny. U PE jsou jeho hodnoty mnohonasobné vyssi [42]. Tyto antiangiogenni
faktory vylu€uji angiogenni faktory (VEGF, TGF-B) aplacentarni ristovy faktor
(PIGF). Hladina PIGF klesa s postupujici graviditou, avSak u preeklampsie doslo
ke snizeni jeho hladiny uz9tydnt pied prvnimi ptiznaky [42]. Predevs§im
antiangiogenni proteiny hraji vyznamnou roli jako patogenni medidtory PE a jejich
objev dokazal poskytnou nové diagnostické postupy pro objeveni PE a jeji nasledné
1é¢eni [49,50].

Do krevniho ob&hu matky se vyplavuji biologicky aktivni latky (zejména
cytokiny) zpusobujici oxidaéni stres, a vlivem téchto zmén dochazi k endotelialni
dysfunkci (aktivaci matefského endotelu) a k vazokonstrikci (zuzeni cév, které spojuji
krevni obéh plodu a matky). Tvofi se malé tromby a objevuji se prvni symptomy
PE [42,51]. Oxidacni stres se objevi V ptipadg, ze je v burice prekrocena antioxidaéni
kapacita vlivem volnych kyslikovych radikala (ROS). Vlivem zvySenych hladin
ROS dochazi k poskozeni lipidt v burikach [52].

Pfi PE hraje dalezitou roli generalizovana vazokonstrikce. Ta je zptisobena
endotelidlni dysfunkci a zménami v rovnovaze prostaglandinii (tromboxan A2,
prostacyklin). Tromboxan A2 patii mezi vazokonstriktory a ptsobi proti
prostacyklinu. V pfipadé, Ze je jeho hladila vys$si nez prostacyklinu, zhorsi se prutok
krve délohou a k vznika trombotizace spiralnich arterii. Nasledné dochazi k ischémii
placenty. Prostacyklin ma vazodilata¢ni funkci, podporuje pritok krve dé€lohou,
pusobi proti shlukovani destiek a snizuje tlak krve [42].

Klinicka faze PE uz zahrnuje klinické pfiznaky tohoto onemocnéni, diky kterym
se rozliSuji dvé faze PE — Casnd a pozdni, pfi¢emZ hranici je 34. tyden téhotenstvi
[41,53]. Casna PE (EOP) je klinicky zadvazngj$i nez pozdni PE (LOP).

vV

hematologickymi a neurologickymi komplikacemi a restrikci rlstu plodu, proto
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sejitaky fikd placentarni [41,42]. LOP je vétSinou zplsobena chronickym
onemocnénim matky (onemocnéni ledvin, Diabetes mellitus, hypertenze, obezita),
proto se ji Casto fika matefska [46].

V klinickém obraze se jedna 0 rozmanité onemocnéni. Lehka forma PE muze
byt zcela bez ptiznaki, ale u té€zkych forem PE dochazi az poruse védomi matky.
U PE se objevuje hypertenze nad 140/90 mmHg a proteinurie nad 300 mg/den [42].
Mezi dalsi ptiznaky se tadi otoky dolnich koncetin, bolesti hlavy, poruchy zraku,
oligurie, bolest v oblasti epigastria a nauzea [12]. V laboratofi mizeme vidét zvysené
hladiny kyseliny mo¢ové, zmény v koagulaénich testech, zmény v krevnim obraze
nebo zvysené hodnoty jaternich testl [42]. Také mize dojit k leukocytoze, jez muze
byt i fyziologicka, nebo ke zvysSeni koncentrace CRP. U PE dochazi k aktivaci
nespecifické 1 specifické imunity. Objevuje se nerovnovahu u T-lymfocytd,
kdy nejvétsi cast predstavuji pomocné T-lymfocyty a k nim piidruzené cytokiny
(tumor nekrotizujici faktor (TNF), interferon gama (INFy)) [54]. Vlivem této
nerovnovahy se objevuje $patna placentace a nasledné i zanét matky a endotelialni
dysfunkce. | aktivace komplementu se ti¢astni patogeneze preeklampsie a je zavazna
predevsim u rozvoji zavaznych komplikaci (HELLP syndrom) [55]. Zvysené hladiny
komplementu slozky C3a v raném stadiu gravidity mohou poukazovat na zvySenou
pravdépodobnost vzniku pozdé&jsi PE. Aktivace komplementu miiZze snizit produkci
VEGF, zvysit hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNFa) a zpusobit
abnormalni placentaci az potrat [56]. Také NK burky (natural killer cells) s monocyty
zahajuji zanétlivou reakci a ovliviwuji spravnou placentaci [55]. Pacientky s PE maji
vy$§i miru zanétu v prostfedi placenty a zvySenou aktivitu a migraci
polymorfonuklearnich neutrofild, jejich infiltrace placenty odrézi zavaznost tohoto
onemocnéni [57,58]. ZvySena aktivita polymolekularnich neutrofili mize
byt zptisobena zvySenou hladinou nékterych proteini a enzymi, JjiZz jSou
charakteristické pro neutrofily (alfadefenziny, myeloperoxidazy) [58,59]. Dalsim
proteinem je kalprotektin, jenz je také asociovan s neutrofily a jeho hladina je zvysena
u pacientek s PE. Se zavaznosti onemocnéni PE také souvisely zvySené hladiny
lipokalinu, ktery je asociovan se zelatinazou v neutrofilech [60]. Zvysené hladiny
vSech téchto latek ukazuji na zvySenou aktivitu neutrofilti u Zen s PE, ta déale vede

k degranulaci zanétlivé odpovédi a patofyziologickému zanétu. Ten svym zpusobem
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dokéaze narusit prutok krve placentou a nasledné ji i poskodit [41], coz vede
k nedostatecnému zasobeni plodu.

V poslednich letech se u vSech téhotnych Zen déla screeningové vySetreni, které
zahrnuje vySetfeni PIGF v prvnim trimestru tc¢hotenstvi [61]. Dalsi vySetieni
jsou méfeni stiedniho arterialniho tlaku, stanoveni specifického t¢hotenského proteinu
a dopplerovské vysSetieni pulzatilniho indexu uterinnich arterii. Nésledné pocitac

vyhodnoti riziko vzniku preeklampsie v priabéhu celé gravidity [42].

Jako prevence vzniku onemocnéni se pacientkam S pozitivni screeningovym
vySetfenim muize podavat do 16. tydne t€hotenstvi kyselina acetylsalicylova, ktera
snizuje riziko vzniku PE o0 95 %. Po 16. tydnu téhotenstvi uz nema vyznam podavat
pacientkam tuto kyselinu, protoze nijak vyrazné nesnizuje riziko vzniku PE [42].

Mezi komplikace ovliviwjici PE se fadi vySe zminény HELLP syndrom
(syndrom hemolyzy, zvySené jaterni enzymy, trombocytopenie), eklampsie,
diseminovana intravaskularni koagulace (DIC), postizeni CNS (centralni nervovy
systém), onemocnéni ledvin, postizeni oci, edém plic nebo odlouceni ltizka (abrupce
placenty) [42,43]. Samotna lécba je zaloZzena na porodu plodu a placenty, po kterém
muze dojit kregresi onemocnéni. Béhem gravidity se Iékafi snazi redukovat
symptomy napi. arteridlni hypertenze se 1é¢i pomoci metyldopaminu nebo
betablokatory. Déle je mozné pouZit magnézium sulfét, jenZ ma vazodilata¢ni G¢inek
a snizuje riziko vzniku kie¢i [48]. V poslednich letech se zkoumaji nové strategie
1é¢by, které zahrnuji injekci rekombinantnich proteini (VEGF, PIGF), inhibici SFLT1
pomoci malych molekul a RNA interference a selektivni vycerpani cirkulujiciho
SFLTI protilatkami [43]. Dalsi volbou je nasazeni aspirinu jako preventivniho 1éku,

jenz se podava pacientkdm uz v 16. tydnu gravidity a snizuje riziko EOP o 50 %.

1.2.4 Syndrom aspirace mekonia

Lidska plodové voda miize obsahovat rizné, potencialné skodlivé, latky. Nejvice
kontaminujici latkou je mekonium (prvni stolice novorozence) [62]. Mekonium
je Cernozeleny sterilni material, ktery je husty, lepkavy a viskozni. Sklada se z vody,
koznich a stfevnich deskvamacnich bunék, gastrointestindlnich sekretd, zluci

a zlucovych kyselin, pankreatickych §téav, krevnich glykoproteind, hlenu, lanuga
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vernixu, fetalni vosku a plodové vody [63]. Fyziologicky se mekonium nachazi

mimotélné, jeho slozky jsou skryté a IS plodu je neni schopen rozeznat.

Defekace v dé€loze je univerzalni jev, proto se ve stievé plodu objevuje
mekonium uz kolem 12. tydne téhotenstvi. Za fyziologickych podminek se nedostane
ze stfeva plodu diive nez po porodu, protoze plod ma nefunkéni peristaltiku a dobry
tonus analniho svérace. Obcas se ale miZze mekonium uvoliiovat do plodové vody
a zpusobit jeji jiné zbarveni, ale i problémy [63]. Vétsina ploda se dokaze vyvijet
I v pfitomnosti mekonia bez klinického onemocnéni. V piipad€, ze se amnioticka
tekutina zbarvi mekoniem (MSAF), jednad se o indikator stresu plodu v dusledku
hypoxie a aciddzy zpisobujici vagovou odpovéd (stimulaci bloudivého nervu).
Ta vede ke zvySeni peristaltiky a uvolnéni analniho svérace a k proniknuti mekonia
do dutiny délozni [64]. Mezi rizikové faktory vyvolavajici MSAF patii PE, placentarni
insuficience, matetska hypertenze, oligohydramnion s kompresi pupecéni $niry béhem
porodu, zneuzivani nikotinu ¢i kokainu béhem té¢hotenstvi nebo infekce [86]. Ze vSech
novorozencli S MSAF se jen u 3-12 % narozenych déti objevi Syndrom aspirace
mekonia (MAS). Z toho 20 % novorozenct je V pofadku, 1/3 novorozenct potiebuje
intubaci a mechanickou ventilaci béhem prvnich dvou hodin Zivota a 5-12 %
narozenych déti umira [65].

MAS je Kklinicky stav projevujici se respiracnim selhanim (tachypnoe,
chrochtani) z divodu MSAF vyskytujiciho se u novorozenci. Patofyziologie neni
zatim zcela objasnéna. Je to zfejmé dano tim, Ze mekonium ma komplikované sloZeni
a jeho identifikace neni snadnd. MAS je multifaktoridlni onemocnéni S rliznymi
patofyziologickymi procesy, mezi které se fadi mechanické obstrukce dychacich cest,
zanétlivé reakce, naruSeni funkce povrchové aktivnich latek a plicni arteridlni

hypertenze [65].

Obstrukce dychacich cest se mnoho let povazovala za hlavni patofyziologicky
mechanismus MAS [65]. Uzavteni dychacich cest z divodu mekoniovych zatek vede
k vysokému odporu proti proudéni vzduchu a zachycovani vzduchu dle konzistence
a mnozstvi plodové vody, ktera je zbarvend mekoniem. Je-li obstrukce Castecna,
vzniké hyperinflacni stav, pii obstrukci uplné dochazi k atelektaze (nevzdus$nost plicni
tkdn€). Zachyceny plyn muze vest k tiniku vzduchu a zpisobit intersticialni emfyzém,

pneumotorax nebo pneumomediastinum [66].
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Inaktivace povrchoveé aktivnich latek v dusledku piasobeni mekonickych
mastnych kyselin vede katelektaze a zhorSuje perfuzi a ventilaci. Jeji piesny
mechanismus u¢inku neni zcela objasnén. Ziejmé slozky mekonia rozpustné v tucich
méni viskozitu a ultrastrukturu povrchové aktivnich latek (surfaktanti)
prostfednictvim piimé toxicity na pneumocytech typu II [65]. Dale snizuje hladinu
proteini A a B, zhorSuje vazbu na plazmatické proteiny v disledku poskozeni
alveolarné-kapilarni membrany za pfitomnosti proteolytickych enzyml a volnych
kyslikovych radikali [66].

Arterialni plicni hypertenze se objevuje u 15-20 % pacientd s MAS
aje spojovana s nejruznéjs§imi mechanismy — plicni vazokonstrikce, kapilarni
hypertrofie nebo zvyseni plicni hyperexpanze (plicni rezistence) [66].

U MSAF byly nalezeny gramnegativni bakterie [67], endotoxin a vysoké
koncentrace zanétlivych mediétora, které plod polykd. To mlze znamenat zvySenou
peristaltiku stfev, zanétlivé mediatory ukazuji na prichod mekonia do dutiny délozni.
Nedavné studie prokazaly mekonium v alveolech mrtvych novorozencu. Tato
pfitomnost naznacuje, ze K prichodu mekonia in utero doSlo jesté pred smrti
v disledku hypoxie tkani a zanétlivych procest. Histologie vzorka také ukézala
na zvyseny akutni zanét placenty. Pfestoze ma plodova bakteriostatickou funkei,
prinik mekonia (silny aktivator zanétlivych kaskad) zhor$il jeji inhibicni G€inky
a zvysil rust bakterii, predevsim streptokoky skupiny B a Escherichia coli [68].

V alveolarnim intersticiu pacienti s MAS byly objeveny zanétlivé bunécné
infiltraty, které uvoliovaly cytokiny a aktivovaly komplement. Mekonium obsahuje
latky s chemotaktickym wc¢inkem na neutrofily, které aktivuji komplement, maji
vazoaktivni funkci a jSou zdrojem prozanétlivych mediatort: interleukin 1 (IL-1), IL-
6, interleukin 8 (IL-8) a TNF [87,91]. Navzdory reparac¢ni roli zanétu muize jeho
destruktivni potencial zptsobit lokalni poskozeni tkané. Mekonium je toxicka latka,
jez vyvolava zanét a apoptozu, vede Kk chemické pneumonii v prvnich 48 hodinach
zivota ditéte se zvySenym rizikem vzniku bakterialni infekce [69]. Stale vSak neni
jasny bunéény mechanismus, jenz je zakladem iniciace zanétlivé kaskady. Mekonium
Ize rozpoznat jako latka t€lu nevlastni, nasledné dochazi k aktivaci vrozeného IS. Této
aktivace se tcastni Toll-like receptor (TLR) a komplementovy systém, které poznaji

mekonium a spusti zanétlivou kaskadu. Lze predpokladat, ze in vivo jsou dalSimi
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spoustéci zanétu hypoxie zpuisobend MAS, volutrauma nebo baotrauma, kterd
souviseji s ventilaci a oxygenoterapii. Pochopeni vSech biomechanismi, které jsou
zakladem spusténi zanétlivé kaskddy u MAS by mohlo vést k novému feSeni
terapeutickych strategii [65].

U experimentalni MAS byly pfedevsim zkoumdény cytokiny, komplementovy
systtm, ROS, oxid dusnaty, transkripéni faktory nebo metabolity Kkyseliny

arachidonové [70].

Cytokiny jsou molekuly pro mezibunécnou komunikaci, indukuji rust,
diferenciaci, chemotaxi a zvySenou cytotoxickou aktivitu vii¢i nékterym bunkam.
Cytokiny jsou produkovany rodinou TLR. In vitro bylo prokazano, Ze mekonium
indukuje chemotaxi neutrofili zprostfedkovanou IL-8, jenz se zde nachazi. U MSAF
bylo zjisténo, Ze se zde objevuji vysoké koncentrace TNF, IL-1, IL6 a IL-8 a vSechny
maji chemotaktickou aktivitu na leukocyty [71]. Ve sterilnim a kontaminovaném
mekoniu bakteriemi byly porovnavany hladiny TNF, IL-1, IL-6 a IL-8. Ptes odchylky
mezi vzorky se jednotlivé hladiny neliSily [72]. Pfi narozeni sterilni mekonium muize
byt infikovano bakteriemi nejméné 72 hodin po narozeni. Prozanétlivé latky
nachazejici v mekoniu (hem), dokaZou priméarné piimo vyvolat zanét plic a neptimo
indukuji uvolnéni cytokind z alveolarnich bunék [73]. V posledni dobé se objevuji
studie potvrzujici vyskyt vysokych hladin dalSich prozanétlivych cytokint (napf.
interleukin 10 (1L-10)), a to béhem 6 hodin od narozeni [74].

Komplementovy systém je dal§i humoralni sloZkou nespecifické imunity,
jez uzce interaguje s adaptivnim IS. Nechrani télo pouze proti patologickym agens,
ale Gcastni se tkanové homeostdzy a odstranuje zbytky regenerace tkani [75].
K aktivaci komplementu dojde vzdy, kdyz jsou prezentovany struktury, které
IS fyziologicky neprezentuje. Mezi tyto struktury se fadi mikroorganismy, exogenni
i endogenni struktury prezentujici se na povrchu bunék po poskozeni (trauma,
ischemicko-reperfuzni poSkozeni). Komplement se aktivuje tfemi riznymi cestami —
klasicka, lektinova, alternativni (Obrazek 3). VSechny tfi aktivacni drahy se sejdou
v hlavni C3 slozce, pokracuji k terminalni draze k C5a sloZce a termindlnim
komplementovym komplexem jako kone¢né produkty. Cbha je potencialné skodlivy

zanétlivy mediator a mekonium pies n&j aktivuje neutrofily in vitro [76]. Mekonium
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ma potencidlni schopnost aktivovat pocatecni drahy komplementového systému

na $ir§im zaklade [73].
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Obrazek 3: Aktivace komplementu a inhibice zanétu pres molekuly C3 a C5 a pomoci Toll-
like receptoru, prevzato a upraveno z [T7]

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou prozanétlivé mediatory majici jako
primarni funkci ochranu hostitele, ale se silnym potencialem ho mohou i poskodit [78].
Komplementovy systém indukuje ROS, zejména prostiednictvim C5a, které
zprostiedkovava oxidaéni vzplanuti leukocytt [79]. Védci zjistili, Ze mekonium silné
indukuje komplement-dependentni oxida¢ni vzplanuti u lidskych neutrofilt [76].
Ovsem role oxidativniho vzplanuti u MAS je stale kontroverzni.

MAS je Zivot ohrozujici plicni onemocnéni, které se obvykle objevuje
U pfed€asné narozenych déti nebo novorozencli narozenych az po terminu. Jestlize
se ale u téchto déti objevi, je spojeno s rizikem intraventrikularniho krvaceni [1,62].
MAS ma spojitost se zvySenou morbiditou a mortalitou. Od 70. let minulého stoleti
se umrtnost na MAS a je spojena s asfyxii a plicni hypertenzi [80]. Snizené tmrti
novorozencl je dano hlavné tim, Ze je zlepSena péce i1 kontrola novorozencl
na jednotkach intenzivni péce [63]. I kdyz je mira preziti lepsi, stale zlstava

problémem dlouhodoba morbidita u prezivSich novorozenct, protoze jsou ohrozeni
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pneumonii, snizenou funkéni rezidualni kapacitou, astmatem, bronchidlni
hyperreaktivitou a az 5 % prezivsich stale potiebuje kyslikovou terapii do prvniho
mésice Zzivota [81]. MAS je spojena s dlouhodobymi poruchami neurovyvoje

bez ohledu na zpusob porodu a 1é¢bu.

Etiologie a patofyziologie MAS jsou komplikované, takze terapie MAS je stale
zaméfena na 1écbu ptiznakll a zivot podporujici urgentni medicinu s omezenym
zlepSenim progndzy. V tomto piipadé se da mluvit o tom, ze MAS je velmi podobny
sepsi a je zde naléhava potieba porozumét patofyziologii MAS, aby doslo ke zlepseni
terapie a prognoézy [77]. Na zavér lze fict, ze mekonium je nebezpeénym signalem
pro vrozeny IS a silné aktivuje komplement a TLR. K terapii MAS by proto mohla
pomoct kombinovand inhibice komplementového systému CD14 a intenzivni 1é¢ba

v podob¢ ventilacni podpory a podani surfaktantu [70].

Mezi dalsi komplikace plodové vody patii piedcasny odtok a zanét.

1.2.5 Pied¢asny porod

Pred¢asny porod je jednou z nejvétsich problematik v porodnictvi a n€kdy neni
mozné rozlisit t¢hotné pacientky s faleSnym nebo skute¢nym pied¢asnym porodem.
Pied¢asny porod zpisobuje az v 70-75 % piipadi novorozeneckou morbiditu
a mortalitu [82]. Ptestoze vétSina predCasné narozenych novorozenci piezije, zvysSuje
se u nich riziko neurologickych vyvojovych vad (mozkové obrna, mentalni postizeni)
[83], respiracnich nebo gastrointestinalnich komplikaci [84] a mohou byt ohrozeny
zrakovym postizenim [85]. Dale jsou tyto déti vystaveny vys§imu vzniku infekci,
coz muze piispivat ke zvySené tumrtnosti [86]. V dospélosti se U téchto déti muze
objevit Diabetes mellitus II. typu a u matek, které porodily pred¢asné, je po porodu
zvysené riziko vzniku kardiovaskularniho onemocnéni, Diabetes mellitus II. typu nebo
rakoviny prsu [87].

Piesnou definici pred¢asného porodu predstavila vroce 1977 Svétova
zdravotnicka organizace (WHO — World Health Organization). Pied¢asny porod
je definovan jako ukonéeni té¢hotenstvi pfed dokonéenym 37. tydnem alespoii hodinu
pfed zacitkem kontrakci. PredCasny porod ma dopad medicinsky, rodinny,
ale i socioekonomicky [84]. Jedna se o heterogenni komplikaci t€hotenstvi s mnoha

biologickymi cestami vzniku [88].
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Pted¢asny porod se déli do dvou skupin, a to spontanni a iatrogenni predcasny
porod. Spontanni ptedcasny porod piedstavuje 70-80 % vSech ptedcasnych porodii
a dochazi k nému v dusledku spontanniho porodu se zachovanim plodovych membran
(40-50 %) anebo piedcasné ruptury plodovych membran s pfed¢asnym odtokem
plodové vody [89]. latrogenni pfed¢asny porod je indikovany na zakladé piitomnosti
nebo nepritomnosti faktord, které ohrozuji plod nebo matku. Tvoii 20-30 % vSech
pred¢asnych porodu [89].

V Ceské republice se incidence piedéasného porodu deli dobu pohybuje okolo
8 az 10 % [90]. Ptfesna priic¢ina predCasného porodu zatim neni zcela objasnéna,
ale predpoklada se, ze ptedCasny porod je vyvolan mnoha riznymi mechanismy,
jez zaCinaji uz n€kolik tydnd pied piitomnosti klinickych priznaka [91]. Kazdy
z predCasnych porodii mize mit jedineCny biologicky mechanismus, ale existuji
I spole¢né cesty, protoze mezi riznymi typy piedCasnych porodi jsou piekryvajici
se rizikové faktory [92]. S pfedCasnym porodem jsou spojeny ruzné mateiské nebo
demografické behavioralni a klinické faktory. Radi se mezi né rasa matky a jeji etnicka
piislusnost, koufeni cigaret, mladsi i vyssi v€k matky (nad 35 let) [93], psychicky stres
t€éhotné matky, pred¢asny porod v ptedchozim te€hotenstvi [94], infekce mocovych
cest, anémie a intrauterinni infekce [90]. Pfed¢asny porod muze byt také zpusoben
jinymi vlivy, jsou to genetické vlivy, endokrinni porucha
hypotalamohypofyzoandrendlni osy, distenze a ischemie myometria, onemocnéni
d€lozniho hrdla, abnorméalni implantace plodového vejce, odlouceni placenty,
preeklampsie nebo imunologické onemocnéni [90,95].

V¢Easné odhaleni rizikovych faktori usnadiiuje u¢inné prenatalni a postnatalni
intervence a zahajuje specifickou 1é¢bu u rizikovych Zen a novorozenci. Tyto faktory
pak poskytnou lepsi pochopeni mechanismii vedoucich k ptred¢asnému porodu [96].
Predikce je zaloZena na identifikaci rizikovych faktort, které nevykazuji dostatecnou
specifitu a senzitivitu. Mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory ptredéasného porodu
se fadi zjisténi funkéniho zkraceni délozniho hrdla (<25 mm) do 30. tydne t€hotenstvi
pomoci transvagindlnim ultrazvukem a anamnestické udaje o pfed¢asném porodu
nebo pozdnim potratu ve druhém trimestru téhotenstvi [90]. Je mozné
stanovit kvalitativné i kvantitativné fetalni fibronektin, placentalni alfa mikroglobulin

1 a inzulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF I) [90].
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Také 1ze stanovit i koncentrace matrixmetalloproteinaz 8 a 9 v séru matky.
Koncentrace téchto biomarkert stoupaji 24 hodin pied zahajenim porodu. V prevenci
nema tato pozdni pfedpovéd’ moc vyznam, ale pomaha pochopit patofyziologii
predCasného porodu. AvSak ob¢ tyto matrixmetalloproteindzy jsou dulezité
pro odhaleni intrauterinni infekce. Stanovuji se z plodové vody pomoci bedside testu,

ktery semikvantitativné vyhodnoti pfitomnost sledovanych parametrti [97].

Pro vySetteni se jako zdroj pro identifikaci biologickych markert pro predikci
ptedcasného porodu pouziva cervikovaginalni tekutina, plodova voda, sliny, moc,

sérum nebo plazma [98].

Intrauterinni zanét

Pted porodem nebo i béhem ného praskne plodovy vak a plodova voda odtéka
z téla ven pies vaginu postupné nebo najednou. V tuto chvili dochazi ke zvySenému
riziku vzniku infekce [3].

Hlavni pfi¢inou ptedCasného porodu je intrauterinni zanét vyvoladvajici
piedcasnou rupturu plodovych obali a nasledné piedcasny odtok plodové vody [99].
Intrauterinni zanét je chronicky proces, pti kterém se aktivuje vrozeny IS. Intrauterinni
zanét ma neptimou souvislost s gestacnim veékem, nachazi se u 83 % novorozenci,
ktefi maji porodni hmotnost niz§i nez 1000 g pfi narozeni, a u 10 % novorozenct
s porodni hmotnosti 2500 g [100]. Intrauterinni zanét postihuje az 30 % vSech
novorozenct, ktefi se narodili pted nebo ve 34. tydnu gravidity, zvySuje se u nich
riziko novorozenecké umrtnosti [101].

Intrauterinni zanét se projevuje histologickymi i klinicky pfiznaky a muze
byt omezen pouze na decidua. Dokaze se rozsifit i do prostoru mezi amniem
a chorionem a dostat se az do amniové dutiny a k plodu. Intrauterinni zanét také
zahrnuje FIRS neboli systémové zanétlivé postizeni plodu. K FIRS muze dojit
na zaklad¢é spolknuti bakterii nebo prozanétlivych biomarkerii, které se nachazeji
Vv plodové vodg, a tim dochazi k vyvolani zanétlivé reakce plodu - tzv. FIRS [90].

Intrauterinni zanét je Casto zptusoben bakterialni infekci [100]. Bakterie jsou
rozpoznany pomoci receptorii pro rozpoznavani vzort (PRR). Jedna se o skupinu
proteinli rozpoznavajici molekularni struktury Vv mikroorganismech. PRR vézou

molekuly (produkty oxidacniho stresu) uvolilujici z poskozenych bunck nebo tkani.
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PRR vyvolavaji uvoliiovani zanétlivych chemokinti a cytokinti (IL-1, IL-6, IL-8,
TNFa). VSechny tyto cytokiny spolu s mikrobidlnimi endotoxiny v intraamnialni
dutin¢ vedou ke zvySené produkci prostaglandinti a dalSich zanétlivych mediatort
a enzymi, které degraduji matrici. Prostaglandiny spolu s pomocnymi T-lymfocyty
(Thl), TNFa, INFy a IL-1 stimuluji matetské myometralni bunky ke kontrakci délohy,
indukuji zralost délozniho hrdla a spolu s degradaci extraceluldrni matrix ve fetalnich
membranach vedou k pfed¢asnému prasknuti plodovych membran a K PPROM [102].
Dilezitou podskupinou PRR jsou TLR, které rozpoznavaji ruzné druhy ligandd
(peptidoglykan, flagelin, RNA, lipopolysacharidy) u mikroorganismti.

Dal$im vyznamnym receptor PRR je C-reaktivni protein. CRP se fadi mezi
kratké pentraxiny a objevuje se v téle jako protein akutni faze. Hepatocyty produkuji
CRP ve chvili, kdy se v téle objevuji prozanétlivé cytokiny. CRP aktivuje klasickou
cestu komplementu, brani adhezi neutrofilnich segmentii na endotelové buiiky,
a tim ztéZuje migraci do mist vzniku. Dale se podili na opsonizaci patogenti a indukuje
produkci cytokind v monocytech [103]. V ptipadé, ze ma Iékai podezieni
na intrauterinni zanét a nelze se spolehnout na leukocytdzu, odebere se matce krev
a hladina CRP se stanovi z matefského séra. Lékati zjistili, Ze zvySené hladiny
CRP (vyssi nez 8 mg/l) az dvojnasobné zvysuji riziko pred¢asného porodu [103].
Hladina CRP v matetském séru je bohuzel povazovana za nespecificky biomarker
intrauterinniho zanétu, a proto neni mozné jen zéklad¢ této hodnoty urcit, Ze v téle
matky probiha intrauterinni zanét [104]. Lékati proto doporucuji odebrat plodovou
vodu ve druhém trimestru téhotenstvi a stanovit z ni hladinu CRP. Je-li hladina
CRP vyssi nez 110 ng/ml, je zde az osminasobn¢ zvySené riziko pfed¢asného porodu
a PPROM. Jelikoz je molekulovd hmotnost CRP 106 kDa, neni mozné, aby prosel
od matky skrz placentarni bariéru. Proto CRP nalezeny v plodové vodé pochazi
od plodu, jehoz jatra CRP produkuji jako odpoveéd’ na probihajici zanét. Tento fakt
je potvrzen i studiemi, jez nenasly zadné korelace mezi hladinami CRP v plodové
vodé amatefském séru [105]. Dal$im vyznamnym receptorem je pentraxin 3,

ale ten bude popsan az v dalsi kapitole.

Intrauterinni zanét se Casto mize projevit | bez imunitni reakce matky,
coz lékafim ztéZzuje jeho vcasné odhaleni. Bakterie, které zpiisobuji intrauterinni
infekci, mohou kolonizovat plodovou vodu, a to i bez zanétlivé reakce. Klinické

projevy intrauterinniho zanétu se Casto projevuji az v pozdnim stadiu téhotenstvi,
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kdy dochazi k pokroc¢ilému pribéhu zanétu [106,107]. Mezi klinické piiznaky patii
délozni kontrakce a zmény délozniho hrdla vedouci k pted¢asnému porodu a PPROM.
Jednotlivé ptiznaky intrauterinniho zdnétu se mohou vzajemné propojovat a cilem
1ékait je, aby byl zanét v¢as odhalen. Intrauterinni zanét se muze histologicky projevit
zanétem pupecniku (funisitida), plodovych obalii (chorioamnitidou) nebo délozni
sliznice (deciduitidou) [106].

Biochemicky se intrauterinni zanét mize projevit zvysenou hladinou fetalniho
plazmatického IL-6, CRP, IL1, IL-2 [98,100]. Zvysena mutize byt i hladina IL-8, ktery
je zodpovédny za vstup neutrofild do tkani chorioamnionu a placenty. U pacientek
S potvrzenou chorioamnitidou a PPROM je vyssi hladina IL-8 v plodové vodé. Proto
je IL-8 povazovan za biomarker pfedéasného porodu a PPROM, se pouziva jako
neinvazivni indikator intrauterinni infekce. Koncentraci IL-8 je mozZné stanovit nejen

z plodové vody, ale i z cervikalniho hlenu [108].

Kromé téchto latek se aktivuji i monocyty, neutrofily v chorioamnialnich
obalech a makrofagy v decidualni tkani [99]. Tyto fagocytujici bunky jsou zdrojem
prozanétlivych cytokini (IL-1, IL-6, TNFa) v plodové vodé a ucastni se zanétlivé
odpovédi, jejich hladina stoupa s délkou trvajici infekce. IL-1 a TNFa jsou uvoliiovany
z decidua a fagocytd, stimuluji produkei kyseliny arachidonové, aktivuji fosfolipazu
A2, a diky tomu podporuji tvorbu prostaglandint v myometriu [109].

Dale mohou byt zvySeny hladiny riistového hormonu pro granulocyty, leukocyty
a makrofagy (GM-CSF) a TNFa [98]. Soucasné¢ dochazi k aktivaci lymfocytu.
Novorozenci s intrauterinni infekci maji zvySeny pocet Thl a k tomu odpovidajici
zvySeny INFy [102].

Diagnostika infekce v amnialni tekuting je nespecifickd a neefektivni. Sklada
se z vySetfeni krevniho obrazu (véetné diferencialniho rozpoctu leukocyttl) v matetské
krvi a CRP. Proto se mize pfistoupit i k odbéru plodové vody transabdominalné nebo
vaginaln¢ [110]. Takto odebrana amniova tekutina Se vysSetfuje mikrobiologicky,
stanovuje se koncentrace glukdzy a laktatu, aktivity esteraz leukocyti a pocet
leukocytt. Jedna se o invazivngjsi vySetteni, které mé také pomérné¢ malou specifitu
a senzitivitu, proto se od n¢j v poslednich letech ustupuje [111]. V posledni dobé
se stanovuje hladina IL-6, ktery je témto vySetfenim nadfazeny, z plodové vody

pomoci ELISA (enzymova imunosorbentni analyza) metody a jeho hladina pro urceni
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intrauterinniho zanétu je 2600 pg/ml. Stanoveni pomoci ELISA metody je pro lékate
velmi neefektivni, a proto se piiklanéji k bedside testu fungujiciho na principu
imunochromatografie. Hladina pro urceni zanétu je pro IL-6 timto testem 745 pg/ml
[112]. V poslednich letech se objevil velmi rychly test pro stanoveni IL-6 z plodové
vody. Ten je zalozen na principu elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy ,, ECLIA"
a vyhodnocuje se pomoci analyzatoru Cobas E nebo Elycsys®. Test trva 18 minut

a hladina pro urceni intrauterinniho zanétu v tomto pfipadé je 3000 pg/ml [113].

Dale se diagnostikuje zanét pomoci ultrazvuku. Gynekolog provede ultrazvuk
délozniho ¢ipku vaginalni sondou (cervikometrie). Tim mulze urcit, zda se jedna
0 zénét plodovych membran, vody, placenty, nebo jestli se nejednd o prostou
kolonizaci. Kvalitativni i1 kvantitativni zmény dé€lozniho hrdla jsou spojeny
S pfitomnosti mikroorganismii a jsou oznaCovany jako cervikalni insuficience.
Intrauterinni infekce je pak popisovéna az u 80 % pacientek s akutni cervikalni
insuficienci [114]. Intrauterinni zanét 1ze diagnostikovat i pomoci kardiotokografie,
ktera dokaze rozpoznat ptitomnou infekci v piipadé, Ze ma plod tachykardii [115].
zanétu je infekce plodu. Carroll a spol. [116] uvedli, Ze fetalni bakteriémie je pfitomna
u 33 % plodu s pozitivni kultivaci plodové vody. V jiné studii byly z pupeénikové krve
novorozencl narozenych pfed 32. tydnem detekovany genitalni mykoplazmata u 23 %
testovanych [117]. Invaze mikroorganismi do délozni dutiny je Casto spojovana
S intrauterinnim zanétem a zanétlivou odpovédi plodu. Tato reakce se spojuje
s pfedCasnym porodem, poSkozenim plodu a dlouhodobymi hendikepy
(periventrikularni leukomalacie, chronické onemocnéni, détskd mozkova obrna,
intraventrikularni hemoragii III. a IV. stupné, nekrotizujici enterokolitidg,

myokardialni dysfunkci, neonatalni sepsi) [107].

Mikroorganismy v plodové vode

Na pocatku vyvoje kojence hraji mikrobidlni spolecenstvi dalezitou roli tim,
ze ovliviiuji funkce IS. Vzhledem k tomu, ze faktory ovliviiujici slozeni stfevni
mikroflory kojence maji terapeuticky a prognosticky vyznam, zacal v poslednich

letech z4jem o jejich pochopeni. Védci chtéji porozumét, jaky dopad ma mikrobiadlni
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interakce Vv intrauterinnim zivoté na zdravi plodu i matky, proto se zvedl zajem védci

0 to, zda nejsou v plodové vodé n¢jaka mikrobialni spolecenstvi [118].

Intrauterinni zanét je Casto zpusoben piitomnosti bakteridlni infekce, ke které
dochazi pti vystupu bakterii z porodnich cest pies cervikalni kanal az k plodovym
K invazi bakterii miize dojit i béhem netimysIného pienosu patogenu do amniové
dutiny béhem aminocentézy [100]. Dalsi moznosti, jak se mohou bakterie dostat
do plodovych membran, je pfesun z matéiny krve pies placentu. Zatim neni piesné
objasnéno, kdy se bakterie do délohy dostanou, ale védci se domnivaji, Zze prunik

bakterii do délohy nastava az ve druhém trimestru t€hotenstvi [119].

Nékdy se mohou dostat bakterie do délohy pii bakteridlni vagindze.
U bakterialni vaginézy se méni fyziologicky mikrobialni biofilm (laktobacily)
za gramnegativni anaerobni bakterie [120]. Klinicky se projevuje vaginalnim pH vyssi
nez 4,5, bilym vytokem a rybim zapachem pti vytoku z pochvy. Bakterialni vagindza
je Vvlaboratofi definovana na zékladé Gram-stain Nugentova skore nebo
dle Amseloych parametrti [120]. Dle Gram-stain Nugetova skore se hodnoti pocet
laktobacilt, kterych je malo, a pfitomnost gramnegativnich anaerobnich bakterii,
jejichz pocet je vysoky [121]. Je-li skore 7-10, jedna se 0 bakterialni vaginozu a jeji
pozitivni nalez je jednim z markert intrauterinni infekce u asymptomatickych zen.
Ptitomnost bakteridlni vaginozy béhem téhotenstvi je ¢asto spojovana s 2x a 3x vyS$im
rizikem vzniku pfed¢asného porodu. Mechanismus, jakym je s piedéasnym porodem
spjata, zatim neni zcela znam. Predpoklada se, ze bakterie zpusobujici intrauterinni

infekci vstupuji do délohy pted nebo kratce béhem téhotenstvi [121].

Mikrobiologické studie ukazuji, ze intrauterinni zanét mize piedstavovat az 25-
40 % predCasnych porodii. OvSem to je pouze minimdlni odhad, protoze priikaz
intrauterinni infekce béZznymi kultivaénimi technikami je velmi obtizny a nelze pouze
na jeho zékladé rozpoznat intrauterinni infekci [122]. Nejéastéji se provadi aerobni
a anaerobni kultivace plodové vody spolu s kultivaci na mykoplazmata. Jedna
se 0 nejlevnéjsi metodu, u které se dlouho ¢eké na vysledky a nedokéze identifikovat
i ptfitomnost té¢Zce kultivovanych bakterii nachazejicich se v plodové vodé [123]. Proto
se V poslednich letech k potvrzeni nebo vylouceni intrauterinni infekce pouziva

polymerazova fetézova reakce (PCR) pro genitalni mykoplazmata nebo stanoveni
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bakterialni DNA (deoxyribonukleova kyselina) v plodové vodé s naslednou sekvenaci
spolu s kultivaénimi technikami [106]. PCR metody dokazou stanovit i mnozstvi dané
bakterie v plodové vod¢, a to bud’ jako absolutni mnoZstvi, nebo vyuzitim hodnoty
threshold cyklu (CT) jako jednoduché relativni kvantifikacni techniky. Hodnota
CT stanovuje pocet amplifikacnich cykli, jenz jsou potfebné pro piekroceni prahové
hodnoty. Zjednodusené 1ze fict, ze ¢im vice je v plodové vod¢ pfitomnych bakterii,
tim niz§i je hodnota CT, plati to i obracené [124]. Stanoveni bakterialni
DNA v plodové vodé s naslednou sekvenaci je jedna z nejlepSich technik pro uréeni
intrauterinniho zénétu. Vysetfuje se bakteridlni 16s ribozomalni DNA. Tato metoda
nedokaze tak dobfe aspecificky urcit genitdlni mykoplazmata, na rozdil
od PCR metody, ktera je pro né vice specificka. Avsak toto stanoveni dokaze stanovit
i bakterie v plodové vodg, které uz nemaji dostateény klinicky smysl [124].

Diky PCR metodam byly odhaleny nejéastéji se vyskytujici bakterie v plodové
vodé u Zen s pied¢asnym porodem. Jednalo se predev$im o bakterie Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum, Streptococcus mitis, Chlamydia trachomatis
a Fusobacterium nucleatum [125]. OvSem bylo identifikovano i mnoho dalsich
bakterii. Nékteré bézné se vyskytujici bakterie v genitalnim traktu (Streptococcus
agalactiae) byly identifikovany spiSe vzacné, a to jesté pred prasknutim membrany
[122]. Nektera genitalni mykoplazmata identifikovana v déloze maji nizkou virulenci
a pravdépodobné zodpovidaji za chronické intrauterinni zanéty a Casto chybéjici
klinické ptiznaky infekce [122].

Zatim neni zcela jasné, zda jsou genitdlni infekce kauzaln€¢ spojeny
S pfedCasnym porodem. Naptiklad trichomonidza je spojena s pied€asnym porodem
s relativnim rizikem 1:3 [126]. Infekce mimo genitalni trakt (bakteriurie bez pfiznakd,
pneumonie, apendicitida, pyelonefritida) mohou mit také souvislost s predéasnym

porodem.

Fluorescencni in situ hybridizace s DNA sondou specifickou pro konzervované
oblasti bakterialni DNA detekovala bakterie v membrané az u 70 % Zen. Tento objev
naznacuje, Ze samotna piitomnost bakterii v membrané nedokéaze vyvolat zanétlivou
reakci, pfed¢asny porod ani PPROM [127].

V roce 2016 Collado a spol. [128] zvefejnili studii, ze pomoci sekvenace nové

generace lze detekovat bakterialni sekvenace v plodové vodé u 15 zdravych té¢hotnych
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zen. Nejcastéji detekovanymi bakteriemi byly bakterie rodu Enterococcus,
Streptococcus, Staphylococcus a Propionibacterium. Tyto zivotaschopné bakterie

byly detekovany v placenté, pupeénikové krvi nebo v mekoniu.

Efrem S. Lim [129] se se svym kolektivem zabyvali moznosti identifikovat
populaci bakterii pomoci qRT-PCR Vv plodové vodé¢ od zdravych téhotnych zZen.
Vzorky plodové vody byly porovnavany s negativnimi kontrolami liSicimi
se V koncentraci a obsahu amplifikovanych sekvenaci. Z vysledkii vyplyva,
ze nenaseli zadné rozdily a Ze plodova voda zdravé téhotné zeny obsahuje velmi malé

mnozstvi bakterialni komunity.

Ve srovnani s bakteriemi zptisobujici predcasny porod se toho o virech vi méng.
Nékteré¢ virové infekce mohou mit predispozici k pfedc¢asnému porodu, ale pouze
v piipad¢, je-li matka tézce nemocna (varicelova pneumonie, akutni respiracni
syndrom) [130]. Cytomegalovirus, HIV (Human Imunodeficiency Virus), virus
chiipky, zardének, Zika virus, lidsky papilomavirus nebo enteroviry jsou specifické
viry, které jsou pfenaseny vagindlné nebo transplacentarné na plod. Pomoci metody
PCR ve spojeni s hmotnostni spektrometrii mohly byt nékteré viry (cytomegalovirus,
adenovirus, virus herpes simplex, enteroviry nebo virus Epstein-Barrové) rozpoznany
u asymptomatickych zen [131]. Plodova voda byla geneticky vySetfena a vysledky
prokazaly pfitomnost viri obecné nesouvisi s naslednymi ptedcasnymi porody.
Ptitomné viry dokazou koexistovat s plodem, aniz by mu zptisobovaly né&jaké potize.
Proto se také zdéd nepravdépodobné, Ze mateiska virova infekce hraje diilezitou roli

Vv pfed¢asném porodu [132].

1.2.6 Predc¢asny odtok plodové vody

PiedCasny odtok plodové (PROM) vody patii do skupiny spontannich
pred¢asnych porodd. PROM komplikuje 4-7 % vSech porodu a ve 30-40 % dochazi
po pied¢asnému odtoku plodové vody k pied¢asnému porodu [133]. PiedCasny odtok
plodové vody se déli na predCasny odtok plodové vody pozdni, ten se vyskytuje
u té¢hotenstvi, které trva déle nez 37. tydnl (v gestacni staii 34+0 az 36+6 tydnil),
a predcasny odtok plodové vody pied terminem neboli ¢asny (PPROM). PPROM
se objevuje Vv t€hotenstvi, jez je ukonceno pfed 37. tydnem (gestacni staii 24+0
az 33+6 tydnt) [134].
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U PPROM je narusena integrita plodovych membran s odtokem béhem hodiny
[134]. PPROM miiZze mit souvislost se vzestupem mateiské i perinatalni nemocnosti,
pred¢asného porodu [107]. Ze strany managementu je PPROM nevratny proces,

na rozdil od pied¢asného porodu s kontrakcemi a intaktnimi plodovymi membranami.

R. Menon [135] popsal pfedCasny odtok amniové tekutiny jako endogenni
infek¢ni onemocnéni, u kterého je zanétliva odpoveéd’ hostitele odpovédna za aktivaci
kolagen specifickych matrix metaloproteinaz. Tyto metaloproteinazy pak zapfticini

degradaci extracelularni matrix a nasledné dochéazi k PPROM.

PPROM je multifaktorialni proces, u kterého ale zatim neni objasnéna jeho
presna patofyziologie [134]. PPROM mize vyvolat mikroorganismy indukovany
intrauterinni zanét, infekce v choriodeciualnim prostoru, nadmérné rozpéti plodovych

membran, senescence nebo apoptdza bun€k plodovych membran [133].

Byly sestaveny rizikové faktory, jiz mohou mit souvislost s PPROM. Jedna
se o rizikové faktory délohy a placenty, mezi které se fadi: cervikalni inkompetence,
anomalie délohy, abrupce (utrzeni) placenty, konizace, fetdlni riistova restrikce,
mikroorganismy indukovany intrauterinni zanét nebo nadmeérna distenze délohy [136].
Druhou skupinou rizikovych faktorti jsou faktory plodu: vicecetné téhotenstvi.
Posledni skupinu rizikovych faktort tvoii rizikové faktory t€hotné matky: onemocnéni
pojivové tkané€, chronickd 1écba kortikosteroidy, krvaceni v pribéhu téhotenstvi,
PPROM v predchozi gravidité, predcasny porod v minulém téhotenstvi, nizky body
mass index, koufeni, stres, uzivani drog (ptfedevS§im kokainu) a nizky socidlné
ekonomicky status matky [134].

PPROM je casto zpisoben mikrobialni infekci nebo intrauterinnim zanétem
[137]. Obe¢ pticiny komplikuji 30-35 % vSech PPROM a obé mohou zpisobit vznik
sepse, intraventrikularni hemoragie nebo pneumonie [137]. Hlavnim cilem lékait
je véas odhalit intrauterinni infekce pii pfijimani pacientky na porodni sal.
U intrauterinniho zanétu se Casto nevyskytuji klinické piiznaky (tachykardie matky
I plodu, zvyseny tonus délohy, hore¢ka, mekoniem zakalena pachnouci plodova voda,
jez odtéka), proto je velmi tézké u téchto pacientek intrauterinni infekci S PPROM
poznat [138]. Diagnostika se déla stejné jako u intrauterinniho zanétu. Jakmile

je potvrzena diagndza, jsou pacientce S PPROM podana antibiotika, ktera prodluzuji
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délku latence a snizuji riziko vzniku bronchopulmonalni dyspalzie, spotfebu podavani
surfaktantu nezralému novorozenci, pozitivni kultivaci v krvi novorozenct. Diky
antibiotikim také redukuji vyskyt histologické chrioamnionitidy a sonografickych
abnormalit na mozku. Studie Flenadyho a Kinga [139] zroku 2002 se zajimala
o uzivani antibiotik u téhotnych Zen s hrozicim nebo probihajicim PPROM
bez ptiznakti klinické infekce. Jejich studie dosla k zavéru, ze bé&zné podavani
antibiotik nezlepsSuje prognozu piredcasné narozenych novorozencti a vV dlouhodobém
pozorovani (7 let) muze u téchto déti dojit k nejriznéjsim funkénim porucham.
V kratkodobém sledovani mizeme ocekavat, ze podani antibiotik bude mit vyznam
pro t€hotnou matku, protoze dojde ke snizeni incidence puerperalni endometritidy
[140]. Bohuzel stale se opakujici uzivani antibiotik mize vést ke zvySenému riziku
vzniku rezistentnich novorozeneckych sepsi.

Multicentricka a randomizovana studie ORACLE I, hodnotila uzivani antibiotik
ve vztahu k mortalit¢ pacientek s PPROM a Kk neonatalni morbidité. Protokoly
0 uzivani antibiotik se li§i v zavislosti na geografickych rozdilech. AvSak vzdy
jde 0 to, ze antibiotika jsou podavana na zaklad¢ kultivace bakterie v plodové vodé
[107,140]. Jako dobré antibiotikum se ukazal erytromycin, protoze vétSina
intrauterinnich  zanétl je zpisobena genitalnimi mykoplazmaty. Erytromycin
prodluzuje téhotenstvi aujeho podavani dochéazi k redukci léceni novorozenct
surfaktantem, ke snizeni vyskytu novorozeneckych infekci (snizené pozitivni
hemokultury) a ke snizeni podavani kysliku po 28. dnu zivota [140]. Erytromycin
v Ceské republice neni dostupny pro intravenézni podani, a proto se pieslo
na makrolidova antibiotika [113], ktera jsou nejucinnéjsi v ptipad€ nasazeni pted 30.
tydnem téhotenstvi a patfi mezi bakteriostaticka antibiotika a vétSinou jsou uzivdna
parenteraln€. Pi1 opakovanych zanétech je zvySené riziko vzniku antibiotické
rezistence. Makrolidy maji vyznamny uéinek pro matku nez pro plod [140]. V Ceské
republice se nejcastéji nasazoval azitromycin, ale v souc¢asné dobé je na n¢j vétsina
bakterii rezistentni, proto se pacientkam podava claritromycin. AvSak kazda pacientka
s infekci a PPROM je individualni ptipad a musi se K ni i tak piistupovat [140].

Pii symptomatickém PPROM se podavaji dva druhy antibiotik (ampicilin
a gentamycin parenteraln¢). V pfipad€, Ze ma pacientka alergii na penicilin, podaji
se ji dvé jina makrolidova antibiotika (klindamycin a gentamycin, azitromycin

a gentamycin) [140].
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V zavislosti na délce t¢hotenstvi jsou dvé mozné cesty lécby pacientky —
expektaéni (vyCkavaci) a aktivni. Vyckévaci cesta se pouziva u PPROM
pred ukonc¢enym 28. tydnem t€hotenstvi, kdy je limitujici zralost plic plodu. Pacientce
se podaji antibiotika a dynamicky se pozoruji biomarkery intrauterinniho zanétu,
kontroluje se mnozstvi plodové vody, pohyby plodu a jeho dychani pomoci
ultrazvuku. Jestlize laboratorni vysledky a klinické pfiznaky neukazuji na aktivni zanét
matky nebo na zanétlivou reakci plodu, pokracuje se Vv t€hotenstvi i po vysazeni
antibiotik. Antibiotika jsou matce podavana 5-8 dni, ale v piipadé, Ze to klinicky stav
matky dovoli, jsou podavana az do doby, nez lékat rozhodne o ukonceni t¢hotenstvi
[107]. K aktivni cesté 1éCby se pfistupuje ve chvili, kdy je dokon¢en 28. tyden
t€hotenstvi. Ta je zalozena na ptedpokladu, Ze je dokoncen vyvoj plic a pti planovani
porodu je dosazeno nizké perinatalni morbidity a mortality. Pacientce jsou podavana
antibiotika a kortikosteroidy [107]. Kortikosteroidy redukuji riziko vzniku syndromu
dechové tisn€ novorozence, nekrotizujici enterokolitidy, intraventrikularniho krvaceni

a riziko smrti ditéte.

Management pacientek s PPROM

U managementu PPROM je velmi dulezité nejprve vyloucit piiznaky hypoxie
plodu a klinickou chorioamniontidu, kterd se miiZze projevit horeckou a tachykardii
u matky (nad 100 tepi/minutu) nebo tachykardii u plodu (nad 160 tepti/minutu). Dale
se muze projevit citlivosti délohy, bolesti bficha, hnisavym vaginalnim vytokem nebo
zavaznym krvacenim, laboratorné se projevi leukocytézou (vyssi nez 15x10%1) a nahle
zvysenou hladinou CRP [113].

Management pacientek s PPROM se dé¢li na management ¢asné PPROM
apozdni PPROM. U casného PPROM je hlavni kontraindikaci pfitomnost
intrauterinni infekce a jeji pozd€jsi nasledky. Tato infekce zvySuje riziko vzniku ¢asné
novorozenecké sepse, a proto se V urcitych ptipadech u pacientek s ¢asnou PPROM
ptistupuje ke konzervativnimu pfistupu 1écby [141]. Profesor Kacerovsky [123]
se domniva, ze by mohl odhalit tyto pacientky odbérem vzorku plodové vody, ktery
by analyzoval. Jakmile dojde k dokonceni indukce zralosti plic, je mozné u téchto
pacientek zahajit porod nebo provést cisafsky fez. V pfipadé nemoznosti vysetfit

plodovou vodu se voli konzervativni piistup. K indukci plicni zralosti se pfistupuje
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Vv pfipadé, Ze nejsou pozorovany piiznaky zanétu choriovych klkl, hypoxie nebo
abrupce placenty. K indukci se ptistupuje vzdy, i kdyz byly zpozorovany znamky
zanétu v plodové vodé€. Pfi konzervativnim pfistupu se nemusime obavat pfitomnosti
betahemolytickych streptokokill v pochvé, protoZe se nejedné o kontraindikaci. Postup
je stejny jako u pacientek bez téchto bakterii, rozdil je pouze v pifipadé porodu,
kdy jsou podavana antibiotika [123].

Pozdni PPROM je obecné jednodu$si a méné zadvazny nez Casny PPROM,
management, ktery by byl méné kontroverznéj$i a komplikovangjsi. Novorozenci,
ktefi pochazeji z pozdni PPROM maji vyssi riziko morbidity nez ti, ktefi jsou narozeni
po dokonceném 39. tydnu gravidity. U pozdni PPROM se védci neshoduji, zda je lepsi
management konzervativni ¢i aktivni. Studie provedené nizozemskymi védei na toto
téma neukazaly zadné velké rozdily v neonatalni morbidité [141,142]. Ve srovnani
S konzervativnim pfistupem byl aktivni management spojen s niz§im vyskytem
neurologickych komplikaci u déti do 2 let, ale nelepsil kratkodobé vysledky
novorozencu. Profesor Kacerovsky [123] ve své studii uvadi, ze u 12 % pacientek
zjistil zanét v plodové vodé¢, ale u jedné cCtvrtiny pacientek doSlo k rozvinuti
novorozenecké sepse. U 14 % pacientek bylo odhaleno zavazné respiracni
onemocnéni. V tomto piipadé prof. Kacerovsky tvrdi, Ze je velmi dilleZité co nejdiive

rozpoznat pozdni PPROM, neZ postupovat konzervativné [123].

U managementu PPROM je velmi dileZit4 individualita pro kazdou pacientku,
protoze neonatalni vysledky jsou potom mnohem lepsi. Intrauterinni zanét je spojovan
s vétsi a intenzivnéjsi zanétlivou odpovedi plodu a s vyssi incidenci FIRS. U pacientek
s aktivnim managmentem PPROM, maji novorozenci lepSi neonatalni morbiditu.
Naopak u pacientek, u kterych se pfistupuje ke konzervativnéjSimu managmentu,
je expozice plodl na intrauterinni zanét delsi, a proto maji tito novorozenci horsi

neonatalni morbiditu [143].

Diagnostika predcasného odtoku plodové vody

Jestlize ma v Ceské republice 1ékat podezieni na PPROM, musi byt pacientka
ihned hospitalizovana. Ve svété se k PPROM Iékati piistupuji trochu jinak a pacientky

se snazi sledovat a 1é¢it i ambulantné. Podle gesta¢niho stafi se pacientka hospitalizuje
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na perinatologické centrum intermediarni nebo intenzivni péce [113]. Vstupnim
vySetfenim je ultrazvuk, kterym se hodnoti hmotnost plodu, objem plodové vody,
umisténi placenty aurCuje Se poloha plodu. Dale jsou odebrany vzorky
pro biochemicka, hematologicka a mikrobiologicka vySetfeni. Po celou dobu
hospitalizace je potieba sledovat teplotu, tlak a pulz matky i plodu a dodélat v§echna

nezbytna kardiotokograficka vysetieni [107,115].

Dale je urodicek s podezienim na PPROM dtlezité sledovat anamnestické udaje
o odtoku amniové tekutiny. Ten je prokdzan pii vySetfeni v zrcadlech [134].
Gynekolog muize pouzit k vySetieni Temasvaryho zkousku na prukaz plodové vody
vV pochvé. Tento test md vysokou senzitivitu a nizkou faleSnou pozitivitu
pii kontaminaci krve, spermatem ¢i moci [144]. Zkouska s Temasvaryho ¢inidlem
je zalozena na zmén¢ barvy bromtymolu pti zméné pH. Vlivem odtoku plodové vody
se zméni pH pochvy z kyselého na zasadité¢ a zméni se barva bromtymolu z oranzové

na modrou [145].

Ferningtv test se také pouziva k potvrzeni PPROM. Pii tomto testu se sterilnim
vatovym tampoénem udé€ld stér v oblasti délozniho Cipku a nasledné tenky natér
na podlozni skli¢ko. Lékai prohlizi vzorek pod mikroskopem pfti celkovém zvétSeni
40x az 100x a hleda krystalizaci plodové vody, kterd se projevi obrazcem
piipominajici list kapradi [146].

DalSim test je nitrazinovy, u kterého se pouZzivad sterilni vatovy tampdn
napustény nitrazinovym cinidlem o Zluté barvé. Sterilni vatovy tampon se zavede
do oblasti kolem délozniho ¢ipku a jestlize dojde ke zméné barvy (zmodra), Iékai mtize
brat zménu barvy jako pozitivni ndlez PPROM. Nevyhodou testu je ovlivnéni
pfitomnosti moce, spermatu nebo krvi [146].

Dalsi moznosti je vyuziti i vice specifickych testi, jako jsou testy prokazujici
pritomnost IGF-1 (Actim-PROMTM test) a placentarniho amikroglobulinu

1 (Amnisure test).

1.3 Biomarkery intrauterinniho zanétu

Dle Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jsou biomarkery objektivng

méfitelné latky pouzivajici se jako indikatory fyziologického a patologického procesu
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nebo reakci na farmakologickou terapii. Biomarker je vétSinou proteinova molekula,
jejiz ptitomnost Ize uréit pomoci specifickych monoklondlnich protilatek. Jedna

se 0 molekuly nachazejici se v tkanich nebo tekutinach lidského téla [147].

Védci a l1€kati sestavili idedlni vlastnosti biomarkerti. Mezi tyto vlastnosti Se fadi
vysoka tkanova nebo organova specifi¢nost, vysoka mira citlivosti a specificnost
K ur¢itému onemocnéni. Dulezitou roli hraje stanoveni cut-off hodnoty a ptijatelna
dynamika v ¢ase. Vyznamny parametr je i vztah mezi laboratornim hodnotou
a rozsahem poskozeni organismu nebo tkané [147].

Lékati pouzivaji biomarkery pro diagnostiku riznych onemocnéni, pro urceni
rozsahu daného onemocnéni nebo progndézy nemoci. Dale mohou byt pouzity
pro monitorovani pribéhu onemocnéni a ucinnosti terapie [147]. Biomarkery jsou
latky s riznymi chemickymi vlastnostmi a vétSinou Se fadi mezi bilkoviny (peptidy),
hormony, enzymy, metabolity nebo nukleové kyseliny. Na zaklad¢ jejich sloZeni

a struktury lze urcit zpusob, kterym budou biomarkery testovany [148].

ROC krivka

Kazdy biomarker lze charakterizovat pomoci jeho senzitivity a specifity
k danému onemocnéni. Senzitivita nam ukazuje, jaka je moznost, Ze u pacienta
S pozitivnim nalezem objevi dané onemocnéni. Naproti tomu specifita ndm urcuje
pravdépodobnost negativniho vysledku u zdravého ¢lovéka (bez pozitivniho nalezu)
[149]. Pro hodnoceni téchto parametri, byla zavedena tzv. ROC kiivka (Receiver
Operating Charakteristic) a ur¢ena tzv. AUC (plocha pod kiivkou) (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Teoreticka ROC kiivka s tzv. AUC, definujici diagnostickou presnost, kterd se
zlepsuje ve smeéru od kiivky C ke kiivce A, prevzato [150]

Obrazek znazoriiuje AUC, ktera se blizi k hodnoté 1, oznacuje ideélni
diagnosticky test. Kdezto AUC blizici se k diagonale (AUC=0,5) nema Zzadné
diagnostické vyuziti v klinické praxi. V jednom grafu se miiZze najednou objevit i vice
ROC kitivek [151]. ROC kiivka blizici se levému hornimu rohu s nejvétSim
AUC poukazuje na vhodné pouziti testu pro diagnostiku daného onemocnéni. Je-li
vSak ROC kfivka blize diagonale, dostdvame pouze negativni nebo pozitivni vysledky
nesouvisejici se skuteCnym stavem onemocnéni. Pfi stanoveni vice biomarkert
najednou se tvar ROC kiivky méni a je zde vyS$$i pravdépodobnost senzitivity
a specifity, vySetieni ndm eliminuje faleSné negativni i faleSné pozitivni vysledky.
AUC shrnuje celé umisténi kiivky a je t€innym a kombinovanym méfitkem senzitivity

a specifity popisujici vlastni validitu diagnostickych testi [152].

1.3.1 Priukaz biomarkeru

Imunoanalytické metody se staly, diky velmi specifické reaktivit¢ mezi cilovym
biomarkerem (antigenem) a jeho specifickou protilatkou, nejpouzivanéj$imi metodami
pro detekci biomarkerd v klinické praxi. Diky jedine¢né biospecifické reakci, ktera
vyuziva nekovalentni vazby, je mozné prokazat molekuly biomarkert ive velmi
heterogennich télnich tekutindch s velkou spoustou latek srozdilnou chemickou
povahou. Pfitomnost kvantifikace molekul biomarkerti lze stanovit i bez predchozi

upravy vzorkt [150]. Imunoanalytické testy se fadi mezi screeningové testy fungujici
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na principu vazebné sily mezi antigenem (biomarkerem) a specifickou protilatkou
[153]. Vyhodou téchto testl je, ze jsou pfistrojové i cenové nenarocné, rychlé,
nevyZzaduji vysoké naklady na reagencie, spotfebovavaji malé mnoZstvi vzorku a jsou
jednoduché na vyhodnoceni. Také jsou velmi citlivé a podaji Iékaifim uzite€né
informace o vyskytu nebo mnozstvi biomarkert v hledané télni tekutiné nebo tkani.
Stanoveni biomarkerti soucasné pfi jedné analyze je dal$i vyhodu pro nékteré druhy
imunosenzoru [150].

Cilem lékati je, aby bylo mozné stanovit biomarkery v fadech pg/ml nebo
ng/ml. K tomu jim pomahaji imunotesty, které¢ jsou zaloZené na afinitnim rozpoznani
cilového analytu (biomarkeru) mezi dvéma specifickymi protilatkami. Prvni
specificka protilatka se pouzivd pro zachyt biomarkerii, druhd (konjugovana
s molekulou, jez vydava signal) funguje jako detekéni &inidlo [150]. Casto se znaéi
enzymem, radionuklidem, fluoroforem nebo chemiluminiscenéné. Mohou se také
vyuzit nanomateridly nebo jejich kombinace s vySe zminénymi znackami. VyuZiti
nanomateriall poskytuje fadu riznych modifikaci pouzivajici se v oblasti
imunosenzoru [154].

Vyhodnoceni imunotestii se provadi v zavislosti na pouZitém indikétoru, znacce,
kterou je sekundarni protilatka kovalentné¢ vazana. Napiiklad kdyz sekundarni
protilatku oznaime enzymem, pro vyhodnoceni se pouzije spektrofotometricka
detekce [147]. V ptipadé, Ze je sekundarni protilaitka znacCena radionuklidem,

pro vyhodnoceni se pouzije scintila¢ni detektor [150].

Pro prikaz a identifikaci biomarkeri se v soucasnosti pouziva hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s priletovym
analyzatorem (MALDI-TOF-MS). Principem MALDI-TOF-MS je rozdé¢leni nabitych
castic podle jejich molekulové hmotnosti v magnetickém nebo elektrickém poli.
Krozpadu a ionizaci vzorku dojde pomoci LASERu. Silnym elektrickym
(magnetickym) polem jsou ionizované molekuly pieneseny do vakua priletového
analyzatoru. V tomto analyzatoru se pohybuji na zaklad¢ svého naboje a hmotnosti,
je zde méfena doba letu Castice, ze které se pak vypocita pomér molekulové hmotnosti

a naboje Castice [147].
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1.3.2 Vyznam biomarkert v managementu pired¢asného porodu

Biomarkery mizeme prokazovat zriznych biologickych materialt, jejich
stanoveni dokaze oddalit nebo Uplné zabranit tomu, aby doslo k pred¢asnému porodu
[66]. Nejcastéji jsou biomarkery hledany v séru ¢i plazmé téhotnych Zen, ale mohou
byt i v plodové vod¢, vaginalnim hlenu, moci nebo v tkanich délozniho hrdla [155].
Hleddni biomarkert v tkanich délozniho hrdla je komplikovangjsi, ale jedna
0 se presn¢jsi a pfimé&;jsi cestu prikazu.

Biomarkery, stanovené z téchto biologickych materiald poskytuji gynekologtim
informace o patologickych zménach, které by mohly vést k pfed¢asnému porodu
[155]. Stale jsou hledany nové biomarkery, které by mohly odhalit 1épe a vcas riziko

piedCasného porodu.

1.3.3 Prehled nejvyznamnéjSich biomarkeri predéasného porodu

Interleukin 6

Interleukin 6 je cytokin, ktery je povazovan za mediatora zanétu a ucastni
se patogeneze riznych onemocnéni. IL-6 je glykoprotein o molekulové hmotnosti
21,28 kDa. V soucasné dob¢ je to rodina osmi cytokinti, ktera se stale rozsifuje [156].
IL-6 se ucastni mnoha fyziologickych funkci v lidském téle, dokdze stimulovat B-
lymfocyty, aby tvofily protilatky, a indukuje proteiny akutni faze v jatrech (C3, CRP,
fibrinogen, trombopoetin, haptoglobin, al-antichymotrypsin, sérovy amyloid A). IL-
6 je prototypovy cytokin s pleiotropnim t¢inkem na hematopoézu, zanét a imunitni

odpovéd’ [157]. IL-6 je Zivotné dilezity mediator reakci akutni faze (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Pleotropni ucinek interleukinu 6, prevzato z [158]

IL-6 je produkovan monocyty, makrofagy, endometrialni stromatalni burky,
trofoblasty nebo fibroblasty. IL-6 je slozen ze 4 o helixti [159], byl popsan jako hlavni
spojnik mezi pfed¢asnym porodem a biomarkery a byl objeven ve vysoké koncentraci
u pacientli s MSAF a byl popsan jako prvni znamka intrauterinniho zanétu. Ze vsech
vySetfovanych biomarkeri ma nejvys$si senzitivitu a specifitu a prispiva k rozvoji
intrauterinniho zanétu a nasledné i k pfed¢asnému porodu [160]. Jeho zvysené hladiny
ve fetalni krvi koreluji se zvySenym rizikem vzniku zavaznych postizeni plodu.

Pomoci ELISA metody Ize IL-6 stanovit z plodové vody, ale az od druhého
trimestru  t€¢hotenstvi [161]. Koncentrace tohoto biomarkeru Ize stanovit

i Z cervikalniho stéru nebo vaginalniho sekretu [162].

Proteiny teplotniho Soku
Proteiny teplotniho Soku neboli Heat shock proteiny (HSPs) jsou biomarkery
vyskytujici se Vv jadie, mitochondriich, cytoplazmé a endoplazmatickém retikulu vSech

prokaryotickych i eukaryotickych bun¢k. Byly objeveny v 70. letech minulého stoleti
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[163]. Jedna se mimo jiné 0 intracelularni chaperony regulujici intracelularni pochody,
které udrzuji homeostazu v pribéhu bunécné proliferace a diferenciace. Chaperony
jsou unikatni proteiny pomahajici poskladat polypetidovy fetézec do funkcni
konformace proteint [164]. Pti ischémii, vysoké horeéce, hypoxii tkani, zanétu nebo
pfi autoimunitnich onemocnéni, tzv. stresovych situacich, dochazi ke zvySeni
intracelularni exprese téchto proteind [165] v dusledku vysSich narokt bunék
na syntézu proteini.

HSPs se ucastni obou imunitnich odpovédi, nespecifické i specifické. V ptipade,
Ze se objevi v extracelularnim prostiedi, je to diikkaz toho, ze v lidském téle se nachazi
tkanové poSkozeni nebo nebezpecné signaly [166]. HSPs se do extracelularniho
prostoru uvolnujici z nekrotické buiiky nebo tkang, aktivuji tak monocyty pomoci
receptort  CD14 nebo CD40. Tento zpisob wuvolnéni HSPs je pasivni,
ale HSPs se mohou uvolnovat i aktivné ze zivych bun¢k, napf. mononuklearni bunky
uvolnuji HSPs exocytozou [167]. Diky inhibici kaspaz, které jsou soucasti
cysteinovych protedz, jezse UCastni programované bunécné smrti, maji HSPs
antiapoptickou aktivitu. HSPs hraji urcitou roli i ve zpracovani antigenu nebo antigen
prezentujicich bunék. Z toho vyplyva, Ze dokadZou ovlivnit specifickou odpoveéd
IS, ktera je zajisténa T-lymfocyty [168].

HSPs miizeme délit do nekolika skupin dle jejich molekulovych hmotnosti.
Nejznaméjsim proteinem z této skupiny je Protein teplotniho Soku 70 (HSP70), ktery
koéduje 17 genii nachazejicich se na riznych chromozomech. Molekulova hmotnost
HSP70 se pohybuje v rozmezi od 68 do 73 kDa [169]. Po endotoxické stimulaci
dochazi k makrofazich a v monocytech ke zvySené expresi HSP70, coz vede

k potlaceni produkce TNFa [170].

HSPs Ize stanovit z plodové vody pomoci ELISA metody. U pied¢asné rodicich
pacientek i u pacientek rodicich v terminu nedoslo k vyraznym rozdilim v hladinach
HSP70. Kdyz ale Kacerovsky a spol. [171] porovnali plodovou vodu pacientek
ve druhém trimestru t€hotenstvi (S porodem v terminu), S plodovou vodou pacientek
S pfedCasnym porodem bez a sintraamnialni infekci, zjistili, Ze se zvySena
koncentrace HSP70 objevila u pacientek sintramnialni infekci a u pacientek
s porodem Vv terminu [171]. Také byla prokazana zvySena koncentrace HSP70
I u pacientek s preeklampsii [172].
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HSP70 antigen se nachazi v amnidlni dutin€. V pfipadé patologického procesu
zacnou se proti tomu to antigenu tvofit autoprotilatky tfidy IgG. Tyto protilatky
se dostavaji pres placentu k antigenu a zacinaji s nim reagovat. Nové vznikly
imunokomplex aktivuje intraamnialni imunitu, proto se imunokomplex mtiZe objevit

I v placentach piedcasné narozenych déti [173].

S téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A

S t¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A (PAPP-A) je enzym
metaloproteinaza, jenz je zavisly na zinku a jeho molekulova hmotnost je 20,5 kDa
[174]. Jedna se o vysokomolekularni glykoprotein, ktery je produkovan béhem
t€hotenstvi placentou a burikami syncytiotrofoblastu ve form¢ dimerického tetrameru.
Z placenty se pak nasledné dostava do krevniho fecisté¢ matky [175]. Syntéza PAPP-
A byla prokazana uz v 7. tydnu t€hotenstvi a pokracuje az do porodu, kdy jeho hladiny
rychle klesaji. [175]. PAPP-A se béhem tehotenstvi aktivné zapojuje do rustového
procesu, procesu diferenciace a reparace. PAPP-A §tépi IGF-1, ktery je dulezity
pro spravny vyvoj plodu [175]. Po jeho odstépeni vznikaji volné IGF-1, které jsou
dilezité v mistnich prolifera¢nich reakcich.

PAPP-A se fadi mezi biomarkery a jeho nizké hladiny poukazuji na pozdé;si
vyvoj PE [174] a riziko vzniku pted¢asného porodu [175]. Samotny PAPP-A ale neni
vhodné stanovovat, protoZe jeho diagnosticka Gi€innost pro uréeni preeklampsie neni
dostatecna. Je potfeba, aby stanoveni PAPP-A bylo doplnéno o vySetieni
Dopplerovskou ultrasonografii délozni tepny, tzv. 0 pulsni index a 0 stanoveni
matefskych a biochemickych faktori. Tim je dosazeno vy$$i miry detekce

preeklampsie [174,175].

Placentdrni a-mikroglobulin-1

Placentarni a-mikroglobulin-1 (PAMG-1) je glykoprotein o molekulové
hmotnosti 34 kDa. PAMG-1 se nachazi v plodové vodé¢, kde je jeho mnozstvi 2000-
25000 ng/ml, proto je pouzivan jako biomarker piedCasné ruptury plodovych
membran a predcasného porodu [176,177]. V krvi matky se také nachazi, ale jeho
koncentrace je zde podstatné nizsi (5-25 ng/ml). PAMG-1 se také objevuje

cvwvr
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V ptipad¢, ze dojde v téle matky k vagindlnimu zanétu, zvysi se koncentrace PAMG-
1 na 3 ng/ml. Tato koncentrace se zvySuje s probihajicim zanétem, a to velmi rychle.
Zvysujici se koncentrace PAMG-1 v cervikovaginalnim sekretu je diikazem toho,
ze doslo k pfed€asné ruptuie plodovych membran [177].

Diky tomu, Ze koncentrace PAMG-1 je tak vysoka v plodové vodé, je mozné
ho prokazat béhem 15.-42. tydne téhotenstvi pomoci imunologického testu AmniSure
s prahem detekce 5 ng/ml. Tento test ma 100% specifitu a 99% senzitivitu [176].
Detekce PAMG-1 z cerviovaginalnho sekretu dokaze predpoveédét predasny porod

do 7 dnti u t€hotenstvi se zvySenym rizikem piedcasného porodu [178].

Pfi tomto testu (Obrazek 6) se odebira vzorek cervikovaginalni tekutiny pomoci
sterilntho tampoénu a eluuje se v lahvicce s rozpoustédlem po dobu 1 minuty. Poté
se do lahvicky ptida testovaci prouzek se 2 zénami. Prvni testovaci zoéna obsahuje
protilatky anti-PAMG-1 a druha anti-lgG protilatky (tzv. pozitivni kontrola). Je-li
ve vzorku pfitomen PAMG-1 glykoprotein, dojde k reakci s protilatkami proti PAMG,
vytvoii se imunokomplex antigenu a protilatky, coz se projevi viditelnou carkou.
V zon¢ pozitivni kontroly také dojde ke vzniku viditelné carky. V tomto ptipadé
muzeme mluvit o tom, Ze u pacientky doslo k pfedcasnému prasknuti plodovych
membran nebo i k pfedéasnému porodu. Neni-li ve vzorku pfitomen PAMG-1,
nedojde k reakci s anti-PAMG-1, ¢arka se neobjevi, ale objevi se v zoné pozitivni
kontroly [176].

Insert Vaginal Insert Dipstick

Swab 5-7 cm
for 1 Minute Control Line

Lol /
Test Line
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Interpret Results

Dipstick Before
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’
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Obrazek 6: AmniSure® ROM test pro prokdzani pritomnosti PAMG-1, prevzato z [176]
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Pentraxin 3

Pentraxin 3 (PTX3) je dlouhy pentraxin s cyklickou pentamerni strukturu [179].
Dle primarni struktury délime pentraxiny do dvou skupin — dlouh¢ a kratké. Oba druhy
pentraxind maji C-koncovou doménu, ale kratké pentraxiny se od dlouhych 1isi v tom,

7e N-terminalni doména je navazana na C-koncovou doménu [180].

PTX3 je rozpustny protein, jenz hraje dulezitou roli v regulaci pfirozené
rezistence vii€i patologickym agens. Bunky pfirozené imunity (makrofagy, monocyty)
dokazou produkovat PTX3 v reakci na zanétlivé signaly a aktivuji TLR. Tim padem
PTX3 ma hlavni funkci jako protein akutni faze [181].

V 90. letech minulého stoleti byl PTX3 objeven v endotelidlnich bunkach
a fibroblastech u lidi jako ¢asny indukovany gen. Navzdory zjevnym podobnostem
ucinku se PTX3 1isi od kratkych pentraxinti v mnoha zakladnich aspektech, jako
je organizace genti, chromozomalni lokalizace, bunééné zdroje, indukujici stimuly
a rozpoznané ligandy [182]. Molekulova hmotnost PTX3 je 42 kDa [183].

Primarni sekvence proteinu PTX3 se sklada z 381 AMK, zékladni peptid tvofi
17 AMK (Obrazek 7) [184]. Lidsky gen pro PTX3 se nachazi na chromozomu 3q25.
PTX3 koduje gen, ktery se sklada ze tfi exond, z nichz prvni dva exony koduji vedouci
peptid proteinu a dlouhou N-terminalni doménu (AMK 18-178) [185]. Tieti exon
koduje C-terminalni doménu (AMK 179-381).

chraq2s —IG- e —lEE—

SP N-term domain Pentraxin domain
(aa 1-17) (aa 18-178) (aa 179-381)
A A

i -
/ Pentraxin

Glycosilation Signature
site

Obrazek 7: Struktura pentraxinu 3, prevzato a upraveno z [185]

PTX3 je produkovdn monocyty a makrofagy, ale byl objeven iV nezralych
dendritickych bunkach, bunkich hladkého svalstva, synovidlnich bunkach,
chondrocytech, adipocytech nebo v ledvinovych epitelialnich buikach [186]. V téchto
bunkach je koncentrace PTX3 velmi nizka (méné nez 2 ng/ml), ale v piipadé,
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Ze Se U pacienta objevi zanétliva odpovéd’, infekce, endotoxicky Sok, sepse nebo
septicky Sok, se koncentrace PTX3 proteinu ve vaskularnich bunkach a bunkach
pfirozené imunity mnohonasobné (200 az 800 ng/ml) a rychle zvysi (6 az 8 hodin)
[181,182].

PTX3 funguje jako zanétlivy biomarker, vyuzivajici se i jako diagnosticky
biomarker u kardiovaskularnich onemocnénich [187]. Béhem téhotenstvi byly v Krvi
matek objeveny zvysené koncentrace PTX3 oproti netéhotnym. Je to zpisobeno tim,
ze t€hotenstvi vyvolava v téle matky prozanétlivy stav, ktery je charakterizovan
fyziologickou  aktivaci  vrozené imunity [188].  Koncentrace  PTX3
se za fyziologickych podminek b&hem gravidity neméni. ZvySené hladiny PTX3
tak mohou hrat vyznamnou roli i u pfed¢asného porodu nebo preeklampsie. V roce
2012 Cozzi a spol. [189] objevili, ze u Zen s diagnostikovanou PE byla naméfena vyssi
koncentrace PTX3 v krvi nez U Zen s bez PE. ZvySena koncentrace PTX3 muze vést
ke zvySenému riziku ptfedCasného porodu nebo potratu [190]. U pacientek
s diagnostikovanym pied¢asnym porodem se objevily vyrazné vyssi koncentrace
PTX3 nezu pacientek s fyziologickym té¢hotenstvim bez ohledu na to, jestli mely nebo

nemély ptitomnou intraamnialni infekci [189].

Zvysena hladina PTX3 v plazmé matky nema souvislost s intraamnialni infekci,
ale souvisi s pifedcasnym porodem, PE a je dusledkem fyziologické i patologické
aktivace zanétlivé odpovédi IS na porod. Proto diky véasnému objeveni PTX3 v krvi

matky Ize snizit riziko zanétu v téle matky nebo piedéasného porodu [191].

1.4 Kalretikulin
V roce 1974 byl poprvé identifikovan kalretikulin (CALR) jako Ca?" vazebny

protein v sarkoplazmatickém retikulu kosterniho svalstva, izolovali ho Ostwald
aMaclennan [192]. CALR véaze Ca?' ionty svysokou afinitou a nasledné
byl pojmenovén jako vysokoafinitni Ca?* vazebny protein. O par let pozd&ji byl CALR
objeven i Vv endoplazmatickém retikulu, jeho geny byly i u vyssich rostlin, savci,
ale i dalsich zvitat. V roce 1989 doslo poprvé k molekularnimu klonovani tohoto
glykoproteinu Smitchem, Kochem a Fliegelem a jeho kolektivem [193]. Klonovani
v kombinaci s analyzou N-koncové aminokyselinové sekvence ukazalo, ze CALR

byl uz nekolikrat ,,znovuobjeven a popsan jinymi nazvy, napt. kalregulin, CRP 55,
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protein podobny kalsekvestrinu nebo vysokoafinitni Ca?* vazebny protein [192,194]
V roce 1985 Waismanuv tym ze zmrazenych jater identifikoval a izoloval protein,
ktery vaze Ca®" s molekulovou hmotnosti 63 kDa a nazval ho kalregulin [194].
Koch a Macer v roce 1988 [195] studovali Ca?* vazebné proteiny, které byly spojeny
s membranami endoplazmatického retikula, a identifikovali sadu proteinti jako
retikuloplazminy. Jeden ztéchto proteini mél molekulovou hmotnost 55 kDa
a byl pojmenovan jako CRP55 (retikuloplazmin vézajici Ca®* ionty). Koncem 80. let
minulého stoleti Van izoloval z membrany endoplazmatického retikula krysich jater
Styti Ca®* vazebné proteiny [196]. Pii studiu struktury rezidentnich proteinti membran
endoplazmatického retikula Lewistiv tym identifikoval, izoloval a popisoval rizné
proteiny, véetné proteinu ERp60 [197]. Sam Lewis dokazal, Ze aminokyselinova
sekvence ERp60 odvozena z jeho cDNA (komplementarni DNA) byla identicka
s CALR, proto se muselo jednat o jeden a tyz protein [197]. Pozdé&ji se ukazalo,
ze kalregulin, CRP55 a ERp60 jsou ve skutecnosti kalretikulin.

Opas a jeho kolektiv navrhli, aby se tento protein nazyval retikulin. Nazev
byl odvozen od lokalizace kalretikulinu v membranach sarkoplazmatického retikula
[198]. Avsak po konzultaci s laboratofemi studujici tento protein byl protein nazvan
jako CALR neboli protein vazajici Ca?* ionty lokalizovany v membranach

sarkoplazmatického retikula [193].

1.4.1 Vyskyt kalretikulinu

Kalretikulin byl pivodné objeven v sarkoplazmatickém retikulu kosterniho
svalstva [193]. Pozd¢ji byl nalezen i Vizolovanych bunkach endoplazmatickém
retikula (ER) vSech bun¢k s vyjimkou prokaryotickych bunék a kvasinek [198]. Také
mize byt v cytoplazmatickych granulich cytotoxickych T-lymfocytt nebo v jadrech
nadorovych bun¢k dlazdicového tvaru [199].

Kalretikulin se objevuje i na povrchu bun€k ve velmi nizkych koncentracich
amuize byt vylucovan do krevniho fecisté. Za fyziologickych podminek CALR
asociuje s aeP1 integriny a s a fetézcem hlavniho histokompatibilniho komplexu |
(MHC 1) bez B2 mikroglobulinu [200]. Pii patologickych stavech se objevuje v moci,
v Krvi nebo v plodové vodg, tzv. extracelularné nebo v apoptickych téliskach [201].

K uvolnéni CALR do extracelularniho prostoru dochazi pii nekréze ¢i apoptdze nebo
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pfi pfitomnosti virG v té€le. Dilezitou roli pfi uvolnéni CALR z intracelularniho
prostiedi hraje i poruseni normalni funkce endoplazmatického retikula, UV zafeni,
stres, jenz je zpusoben tepelnym Sokem nebo piitomnost tézkych kovu v téle [202].
Mysi a lidsky gen pro kalretikulin maji 70% homologii v nukleotidovych
sekvencich. Mysi gen pro CALR se nachdzi na osmém chromozomu a lidsky
gen pro CALR je umistény na lokusu p13.3-p13.2 devatenactého chromozomu [203].

Jeho pfitomnost byla prokazana pomoci imunologickych a biochemickych testi [197].

1.4.2 Struktura kalretikulinu

Kalretikulin je slozen ze 400 aminokyselin @ ma 3 funkéné a strukturné rozdilné
domény (N, P, C), které jsou ¢lenény arbitrarné (Obrazek 8) [204]. Na Obrazku 8
je znazornéna globularni N-doména modfe a centralni P-doména bohata na prolin
gervené. Koncova C-doména je vyobrazena zluté. Zluté zbarvené kulicky predstavuji
cysteinové zbytky (Cys88 a Cys120), které tvotii thiolovy mustek v CALR. Také
je vyznacen esencialni His153 a domnéla mista pro navazani sacharidu. Je popsané

i vazebné misto ERp57 [204].

ERpS57 binding
/\Q\gion

P-domain

Chaperone N-domain
(folding unit) 8 120

Calcium buffering

domai
C-domain —

- KDEL-COOr

Obrazek 8: 3D model N- a P- domény kalretikulinu, prevzato a upraveno z [204]

62



V roce 1994 Matsuoka [205] objevil, Ze N-terminalni doména CALR se nachazi
mezi 1 a 180 aminokyselinou a ma globularni strukturu. N-terminalni doména
jeslozena ze 2 kratkych o-helixi a z8 antiparalelnich B-fetézci s jednim
disulfidickym mistkem. Hlavni vyznam ma disulfidicky mustek pii spravném
skladani N-terminalni domény. Kromé vazby zine¢natych iontd, N-termindlni doména
in vitro interaguje s nékterymi chaperony endoplazmatického retikulu [204]. N-
doména CALR také navazuje vazbu s nukleovymi kyselinami (RNA virus zardének)

a s DNA vazebnou doménou jadrovych receptort [204].

P-doména CALR, kterd se nachdzi mezi 181 az 290 AMK, je slozena ze 3
antiparalelnich B-fetézcii, ze 3 kratkych o-helixti a ze 2 skupin aminokyselinovych
repetic [204]. Tato doména je sekvenéné podobna nékterym chaperontim, které vazou
Ca2" ionty (kalmegin a kalnexin) [206], také obsahuje velké mnozstvi prolinu. Nachazi
se zde nizkokapacitni, ale vysokoafinitni vazebnd mista pro Ca®" ionty. P-doména
navaze 1 mol Ca?* iontu na 1 mol kalretikulinu [204].

Posledni C-doména kalretikulinu je mezi 291 az 400 AMK a je zde
vysokokapacitni misto pro Ca?" ionty s nizkou afinitou. C-doména méa vazebnou
kapacitu na 20 az 30 mol Ca?* ionti na 1 mol CALR [192] a je tvofena a-helixem. C-
doména je zakonéena karboxylovym koncem a je bohata na kyselé AMK, také
obsahuje reten¢ni signal pro endoplazmatické retikulum (KDEL). KDEL pomaha
CALR k umisténi do lumen endoplazmatického retikula a je slozen ze 4 aminokyselin
(lysin, aspartat, glutamat a leucin) [207]. Hlavni funkci C-domény je regulace
interakci CALR s ostatnimi proteiny (ERp57, protein disulfid izomeraza). N-doména
a P-doména jsou zodpovédné za to, Ze se kalretikulin chova jako chaperon, a obsahuji

nejkonzervovanéjsi aminokyselinovou sekvenci [208].

1.4.3 Vyznam a funkce kalretikulinu
Kalretikulin je wunikétni, rozpustny, rezidentni glykoprotein nachézejici

seviumen ER. Jednda se o pleotropni molekulu, jezma funkce v lumen

ER (intracelularni) i mimo n¢&j (extracelularni). Molekulovd hmotnost CALR
je 46 kDa [193], avsak SDS-PAGE analyza (dle Laemmli) ukazala, ze se molekulova
hmotnost CALR pohybuje v rozmezi od 60 do 63 kDa, coz je zpisobeno diky velkému
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mnozstvi C-terminalni domény [195]. V roce 1974 Ostwald a MacLennan [192]
odhalili, ze v neutralnim pH je molekulova hmotnost CALR 55 kDa.

Kalretikulin mé stejn¢ jako kalsekvestrin vysoce nabitou C-terminalni oblast.
CALR ma vypocitany izoelektricky bod 4,14 [193] avSak pro nativni protein
se hodnota izoelektrického bodu pohybuje od 4,65 do 4,67 [194]. Védci se domnivaji,
7¢ tento rozdil je pravdépodobné zodpovédny za aberantni pohyb CALR
V polyakrylamidovych gelech.

V roce 1991 Baksh a Michalak [209] zjistili, Ze CALR ma 2 rizna vazebna mista
pro Ca?* ionty. Jedno vazebné misto je s vysokou kapacitou, ale nizkou afinitou,
a druhé misto je s nizkou afinitou, ale s vysokou kapacitou. K tomuto pokusu pouzili
rekombinantni i nativni kalretikulin. Ur¢ili, ze tyto rtizné typy vazebnych mist

se nachazeji na rozdilnych oblastech proteinu.

Kalretikulin je vysoce konzervovany a vSudypfitomny protein a ucastni
se mnoha funkci v bunikach. Jakékoliv zmény v expresi a funkci CALR se projevi
I na riznych bunéénych funkcich. V lumen ER ma CALR dvé hlavni funkce — regulaci

Ca?* homeostazy a chaperoning [204].

CALR se chova jako hlavni Ca?" vazebny protein hrajici vyznamnou roli
v buiice, protoze uklddini Ca?* iontd vlumen sarkoplazmatického nebo
ER ma centralni vyznam pro regulaci koncentraci volnych Ca?* iontfi v cytoplazmé
[210]. Dale maji vapenaté ionty vyznam v mnoha bunéfnych funkcich, véetné
chaperoningu podobného lektinu, ukladani a signalizace Ca®', regulace buné&cné
adheze, genové exprese a autoimunity [211]. Ca?* ionty jsou z cytosolu vychytavany
pomoci vapenaté ATPazy, ukladany v membranach a uvoliiovany pro dal§i vhodné
stimulace, a to pomoci specialnich kanald. Pii uvolnéni Ca®* ionti v membranach
se rozdéli do vysSe zminénych vazebnych mist. Toto rozdéleni hraje vyznamnou roli,
protoze diky nému dochazi ke sniZzeni koncentrace volnych Ca?" iontfl, proti kterému
musi piisobit Ca?* ATP4za [198].

S relativné nizkou afinitou dokdze CALR, kromé vapenatych iontil, navazat také
14 mold zine¢natého iontu (Zn?*) na 1 mol proteinu [212]. Vazba Zn?* na CALR
vyvolava zavazné konfirmaéni zmény (na rozdil od vazby Ca?* iontil) v proteinu, jenz
se daji prokdzat zménou ve vnitini fluorescenci proteinu. Tyto konfirmacni zmény

zavislé na Zn?" zahrnuji i zvy$enou hydrofobicitu proteinu [213]. BohuZel zatim neni
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znamo, Kde v proteinu se tato vazba nachazi a neni znam funk¢ni vyznam tohoto druhu
vazby na CALR. Je pravdépodobné, ze Zn?* ionty uvolnéné z vazby na CALR maji
urcité neuromodula¢ni ucinky v synaptickych vezikulach v nervovych zakonceni
[214]. Tyto synaptické vezikuly mohou obsahovat velké mnozstvi volného CALR,
proto muzeme fict, ze CALR ma vyznamnou roli v regulaci hladin zine¢natych iontd
v synaptickych vezikulach [214].

Kalretikulin plni také roli chaperonu podobnému lektinu a ma vysoky stupen
homologie s kalnexinem [204,215]. Je vysoce univerzalni, protoze se zapojuje
do procesu tzv. kontroly kvality béhem syntézy rtiznych molekul, v¢etné iontovych
kanalt, povrchovych receptord, transportérti a integrint [215]. Zatim ale neni pfesné
rozpoznano, jak CALR poméha pfti skladani proteind, jak piisobi spolecné s jinymi
chaperony ER a jakou roli v téchto procesech hraji vapenaté ionty [204].

Kalretikulin ma v bufice i jiné vyznamné funkce a vlastnosti, napt. jeho
lokalizace v jaderném obalu a jadre, stejné tak jako v ER [198], nebo vyrazna
doménova struktura proteinu. Dal$i zajimavosti je, Ze ma sekvenéni podobnost
s jinymi, zcela odlisnymi, bunéénymi proteiny a piimo S nimi asociuje. V rozpustné
form¢& ave spojeni s homolognim membranové vazanym proteinem kalnexinem
se CALR vaze na glykoproteiny [216]. Dale byla popsana zména exprese ve vztahu
k bunécné proliferaci a syntéze nékterych proteinti ataké byla objevena urcita
souvislost s autoimunitnimi chorobami, Gcastni se embryogeneze, fagocytdzy bunck
a potencialné¢ mize indukovat imunitu proti nadoram [204].

Mimo ER CALR moduluje bunéénou adhezi, expresi genu citlivého na steroidy
in vivo a in vitro, signalizaci Ca* ionti zavislou na integrinu [217]. Prvni experiment
in vitro poukazal na to, ze CALR se mtize podilet na funkci integrinu a bunééné adhezi
tim, Ze se navaZze na afinitni kolonu se syntetickym peptidem, zpisobem zavislym
na Ca®* iontech. Védci proto navrhli, aby se CALR vézal pies C-terminalni konec a-
integrinu a moduloval jeho funkci [217]. K regulaci aktivity integrinu in vivo ptimou
vazbou ale musi existovat CALR, jenz je spojeny s cytoplazmatickcym kontaktem.
Doposud vsak nebyl CALR detekovan v cytosolu ani spojen s cytoplazmatickymi
kontakty [218].
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1.4.4 Kalretikulin a jeho vyznam v autoimunité

Kalretikulin dokaze regulovat intracelularni homeostazu vapniku, respektive
Ca2?" iontdi, a pres MHC 1 reguluje vystaveni antigennich peptidi na bun&né
membrané a zajiStuje spravné ukladani proteinu [219]. VEtSi zdjem védcu
prostoru. CALR funguje jako molekula molekulového vzoru, ktera je spojena
s nebezpec¢im, jakmile se nachazi mimo bunku [220]. Pokuse CALR nachazi
na dendritickych bunkach, ma funkci jako receptor pro autokrinné¢ produkovany
komplementovy faktor 1q (Clq). Clqjeupregulovan b&hem signalizace
CD40L/CDA40, coz je klicovy signal pro Th-lymfocyty pomahajici k efektivnimu zrani
dendritickych buné€k [221]. Rozpustny CALR dokaze podpofit diferenciaci CD1dhi
CD5+ B-lymfocyta na buniky, produkujici protilatky. Dalsi funkei rozpustného CALR
je uvolnovani TNFa a IL-6 z makrofagu, které bylo diive indukovano scavengerovym

receptorem A [222].

1.4.5 Vyznam Kkalretikulinu u pied¢asného odtoku plodové vody

Kalretikulin byl objeven v plodové vodé jako jeden ze specifickych proteini
PPROM. Vroce 2012 Tambor a kol. [223] objevili vyssi koncentrace CALR
vV plodové vodé¢ u pacientek s PPROM, kterd byla komplikovana infek¢ni

histologickou chorioamnionitidou.

Profesor Kacerovsky [224] se svym kol. rozhodl udélat studii na stanoveni
koncentrace CALR Vv plodové vod¢é pro v¢asné rozpoznani intrauterinniho zanétu
u té¢hotnych Zen s PPROM. Celé studie se zucastnilo 168 Zen, u 20 % =z nich
byl potvrzen intrauterinni zanét. Do studie byly vybrany Zeny s gestacnim vékem
0od24. + 0. az do 36. + 6. tydne. PPROM byl diagnostikovan pomoci sterilniho
vaginalniho zrcadla k ovéteni odtoku plodové vody do pochvy.

Zeny s PPROM do 34. tydne gestace byly po dobu 48 hodin lé¢eny antibiotiky,
tokolytiky a kortikosteroidy. Po 34. tydnu t€hotenstvi byla podavana pouze antibiotika.
Zeny s prokézanou intrauterinni infekci po 28. tydnu gestace byly léeny aktivnim
zpusobem, nedostavaly tokolytika, ale pouze antibiotika a kortikosteroidy. Vsem
pacientkam byla odebrana plodova voda pro stanoveni IL-6, ze stejného vzorku bylo

provedeno mikrobiologické vySetfeni (PCR test k detekci DNA mikroorganismu)
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druhu Mycoplasma hominis, Chlamysia trachomatis a Ureaplasma sp. Vzorek
plodové vody byl jesté zpracovan pro stanoveni 16s RNA a ¢ast plodové vody byla
centrifugovana (15 minut/2000 g) a supernatant byl zamrazen pii-70 °C
pro imunologické vysetfeni [224].

Koncentrace CALR v plodové vod¢ byly stanovovany ELISA metodou. Pouzita
byla souprava ELISA pro CALR a mez detekce byla 0,264 ng/l. Vzorky plodové vody
byly ziedény 1:2 a hodnoty absorbance byly méfeny pii 450 nm [224].

Studie neodhalila  pfesnou roli CALR v patofyziologii PPROM
ani to, jak se CALR do plodové vody dostava. Védci se domnivaji, ze CALR
se dostane do plodové vody z povrchu neutrofilti, protoze pii patologickych stavech
se zvySuji koncentrace CALR Vv télnich tekutinach. ZvySené koncentrace Casto byvaji
spjaty s pfitomnosti nebo difuzi infiltraci neutrofilt [225]. Moznym zdrojem CALR
V plodové vodé mize byt také difuize infiltrace placenty nebo fetdlnich membran
buitkami neutrofili.

Profesor Kacerovsky odhalil [124], Zze koncentrace CALR v plodové vodé u Zen
S intrauterinnim zanétem byla vysSi neZ u Zen s nesterilnim intrauterinnim zanétem.
Dale zjistil, Ze Zeny s mikrobialni invazi do amnidlni dutiny (MIAC) maji vyssi
koncentrace CALR v plodové vodé¢ nez zeny bez MIAC. Miize to byt zptisobeno tim,
ze pritomné bakterie v plodové vodé vyvolavajici zanét zvySuji koncentraci CALR
v plodové vodé [124,224]. Dale objevil, Ze pacientky s nesterilnim intrauterinnim
zanétem maji vyssi hladiny CALR neZ pacientky se Sterilnim zanétem, pacientky
bez MIAC a intrauterinniho zanétu a pacientky s mikrobialni kolonizaci, coz mize
byt spojeno se zvysujici se koncentraci CALR pfi patologickych stavech [225].

Koncentrace CALR v plodové vodé pozitivné koreluje S piitomnosti
Ureaplasma sp. Toto zjisténi mtze byt dano tim, Ze intenzita intrauterinni zanétlivé
odpovédi na druh Ureaplasma sp. je zavisla na davce [124,224]. Koncentrace CALR
také pozitivné koreluje s koncentraci IL-6 v plodové vod¢, indukuje produkci IL-6
a TNFa z makrofagi. Indukce probiha v disledku aktivni transkripce mRNA
prostiednictvim mitogen aktivovanych proteinaz a nukledrniho faktoru kappa
zesilovace lehkého fetézce aktivovanych B-lymfocyta [222].

Byla stanovena tzv. optimalni cut-off hodnotu pro CALR, ato 81,4 ng/ml a miize

byt pouzita pro prukaz pocatecni faze intrauterinniho zanétu u zen s PPROM.
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1.4.6 Karetikulin a jeho vyznam v preeklampsii

Extracelularni i intracelularni CALR ovliviiuje mnoho bunéénych funkei, véetné
adheze, migrace a proliferace. Zejména jeho U¢inky na vaskularni endotelialni bunky
mohou byt relevantni pro normalni téhotenstvi a PE [218]. O tom, jakou ma CALR
roli v téhotenstvi a v jeho komplikaci,ch se stale vi malo, ale prace Pata a jeho kolegt
zroku 2006 prokazala, Zze peptid nadmérné¢ exprimovany pii PE (neurokinin-B)
indukuje expresi CALR.

Gu se svym kolektivem [226] v roce 2008 provedli studii, ze které vyplyva,
ze za urcitych podminek se CALR uvoliuje z bunky do periferniho krevniho teciste.
Timto stavem muze byt i t€hotenstvi, protoze v periferni krvi t€hotnych Zen byly
nalezeny vysoké koncentrace CALR. Podle této studie se CALR zvySuje na pocatku

t€hotenstvi a jeho koncentrace zistava zvysena po celou dobu gravidity [226].

Zatim neni znidn mechanismus, kterym se CALR wuvoliiuje zbunék
do extracelularniho prostoru. Bylo navrzeno nékolik teorii vysvétlujicich ptekonavani
retenéni vlastnosti CALR a jak se dostava na povrch [227]. Jedna z teorii tvrdi,
ze CALR miize byt exprimovan v riznych izoforméch neobsahujicich KDEL.
Receptor pro KDEL muze byt transportovan na povrch v komplexu s CALR nebo
proteazami ER, jez mohou zkratit molekulu, tak ze sekvence KDEL neni pfitomna.
Kromé toho muize mechanismus retence ER a také glykosylace CALR hrat roli v jeho
pohybu mimo ER [227]. Studie zroku 2001 neprokazala glykosylaci lidského
placentarntho  CALR nenasla, ale nasla dikaz o pfitomnosti C-terminalniho
hexapeptidového zkraceni, které zkratilo signal KDEL. Vysvétlenim je Stépeni
neznamou proteazou s Vysokou specifitou. V ptipadé, ze by k tomuto $tépeni doslo
v ER, usnadnila by setim translokace placentarniho kalretikulinu do jinych
bunécnych Casti [227].

Dalsi teorie tika, ze je CALR uvoliovan bunécnou lyzou a bunécnou smrti.
Vilézni trofoblastové builkky neptetrzité prochazeji procesem diferenciace a fuzi
s prekryvajicim se syncytiotrofoblastem béhem téhotenstvi. Obnova této vnéjsi
epitelidlni vrstvy zahrnuje apopticky zprostiedkovanou bunécnou fragmentaci
a deportaci jak bunécného, tak subcelularniho odpadu do obéhu matky [228]. CALR
ptitomny v syncytiotrofoblastu muze byt timto procesem uvolnén do krve matky

Z placenty nezavisle na procesech fragmentace a deportace bunék [226].
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Gu [385] ve své studii prokazal vyssi koncentrace CALR v plodové vodeé u zen
s PE. Jelikoz se CALR nachazi vSude, jakykoliv z organti, ktery je naruSen PE, mtze
indukovat dalsi uvolnéni CALR doobé¢hu matky [226]. | neutrofily mohou
byt zdrojem CALR, protoze pii PE se aktivuji ajejich aktivace zpusobuje dalsi
uvolinovani CALR.

Gu a kol. [226] piisli na to, ze uc¢inek CALR na vaskularni endotelialni bunky
se lisi podle konkrétniho vaskuldrniho fetézce a dosazeni lokalni koncentrace. Vazba
CALR na jiné krevni proteiny muze ovlivnit jeho aktivitu. Cirkulujici CALR miize
usnadnit snizeni systémové vaskularni rezistence matky, ktera doprovazi casné
t€hotenstvi, prostiednictvim zvysené endotelialni produkce oxidu dusného. Vzhledem
K tomu, Ze zmény funkce endotelidlnich bunék jsou charakteristické pro PE, muze
dalsi zvysena koncentrace CALR pfispét ke smési antiangiogennich faktort, které jsou
za tyto zmény zodpovédné [226].

Zvysena bunééna exprese CALR zvysuje kapacitu ukladani vapniku v ER [204].
Nejsou znamky toho, ze by zmény v extracelularni expresi CALR ovliviiovaly
homeostdzu vapniku, ale plazmatickd koncentrace vapniku je u zen s PE sniZena
ve srovnani s fyziologickymi graviditami [229]. Proto je suplementace vapniku
Vv téhotenstvi dulezita, jelikoZ sniZuje vaZnost preeklampsie. ZvySené koncentrace
CALR v mateiské krvi mohou tedy pfispivat k narusené vapnikové homeostaze, ktera

je pozorovana u preeklampsie [230].

1.5 Imunomagneticka separace

Imunomagneticka separace (IMS) je nové vznikajici technologie, jejiz vyuziti
Vv biologickych védach bylo az do 70. let minulého stoleti znacn€¢ omezeno. Dnes
sefadi mezi rutinni metody, jelikoz se vyuzivaji pro separaci bun¢k, proteint
(peptidi) nebo nukleovych kyselin z biologickych suspenzi [231]. Metoda je vhodna
I provelké proteinové komplexy, které zlstavaji aktivni, ale v kolonové

chromatografii se rozpadaji [232].

IMS je Setrna a nedestruktivni metoda, pii které se cilové slozky zachycené
na magnetickych materidlech snadno a selektivné izoluji ze vzorku [233].
IMS je schopna usnadnit a urychlit separacni a purifikacni postupy a lze ji efektivné

kombinovat s jinymi metodami [234].
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1.5.1 Princip imunomagnetické separace

IMS se fadi mezi imunoafinitni chromatografii (IAC), kterd propojuje
kapalinovou chromatografii se specificky vazanou protilatkou a antigenem [235]. IAC
pouziva stacionarni fazi, kterd se sklada z protilatky nebo reagencie s protilatkou,
kdezto IMS ma protilatky proti antigenim navdzané na povrchu magnetickych ¢astic.
Tyto magnetické materidly jsou tieba sférické kulicky s nepravidelnym tvarem, ktery
zvétSuje aktivni plochu vazby a lepsi vazbu ligandu [236]. Jako magnetické materialy
se vyuzivaji superparamagnetické ¢astice s vylepSenymi vlastnostmi [237].

Superparamagnetické ¢astice jsou pripravovany ze syntetickych polymerd,
biopolymeri nebo porézniho nebo anorganického skla. Tyto ¢astice se chovaji jako
superparamagnetické a reaguji na vnéjSi magnetické pole. V pfitomnosti
magnetického pole se Castice stavaji magnetickymi, ale mimo n¢j uz ne. V pfipadé,
7e by Castice zdstavaly zmagnetizované, dochazelo by ke shlukovani i k omezeni
vazebné kapacity Castic [238].

Imunomagnetickd separace je zalozena na fukcionalizaci magnetickych
materiald [239]. Tyto materidly jsou adsorbenty vhodné pro biologické
makromolekuly diky jejich velkému povrchu, snadné funkcionalizaci, pohodIné
manipulaci a dobré biokompatibilité. V praxi to znamena, ze magnetické materialy,
které vykazuji uritou afinitu k izolované struktufe, jsou smichany s testovanym
vzorkem, ktery obsahuje nami separované latky. IMS vyuZziva k separaci afinitni
ligandy spojené s magnetickymi c¢asticemi (Obrazek 9) [240]. Béhem inkubace
dochdzi k vazbé cilové latky na magnetické Castice. Cely magneticky komplex je poté
oddélen od vzorku pomoci magnetického pole. Nenavazané slozky nebo slozky
se slabou vazbou se odstrani od imobilizovaného ligandu vhodnym promyvacim
pufrem. Po vymyti téchto slozek mulzZe byt izolovana cilova sloucenina eluovéna
vhodnym elu¢nim ¢inidlem a pouzita pro dalsi kroky. Tyto cilové slouceniny jsou
eluovany v relativné €isté formé bud’ pomoci denaturacnich ¢inidel, zmé&nou faktorti

(pH, polarita, iontova sila), nebo pomoci kompetitivnich analogt [241,242].
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1.5.2 Biofunkcionalizace povrchu magnetickych ¢astic

Piestoze doslo k mnoha vyznamnym pokrokiim v syntéze magnetickych ¢astic,
udrzeni jejich stability po dlouho dobu bez aglomerace a srdzeni je stale
problématické. Stabilita magnetickych Castic je zasadnim pozadavkem pro vSechny
magnetické Castice, proto bylo nutné vyvinout dobrou strategii, kterd by vylepSila
jejich chemickou stabilitu a ochranu [243]. Nejlepsi strategii je modifikace povrchu
magnetickych castic [244]. Modifikace se provadéji zaucelem piipevnéni
magnetickych znacek k ter¢iim nebo imobilizace ter¢li na magnetické nosice
¢1 adsorbenty. Vazba magnetickych znacek na cile je zprostiedkovéana afinitnimi
ligandy (protilatky proti povrchovym epitopiim) nebo jinym typem interakci [241].

Jednim typem modifikace je biofunkcionalizace (Obrazek 10), ktera se provadi
U magnetickych ¢astic majici afinitni nebo hydrofobni skupiny nebo na ¢&asticich
s protilatkami na svém povrchu. Biofunkcionalizace se déla pro potlaceni interakci
mezi casticemi nebo pro jednoduchou adsorpci. Takto modifikované magnetické
Castice Ize pouzit pro DNA hybridizaci, nebo enzymaticka stanoveni ¢i pro separaci
proteint [245]. Modifikované magnetické ¢astice (MNP) s protilatkami Ize pouzivat

I kizolaci bun¢k exprimujicich antigen prostiednictvim specialnich magnetickych
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reakci. MNP s vhodnymi oligonukleotidy se pouzivaji pro separaci a purifikaci

nukleovych kyselin pomoci specifického parovani bazi [246].
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Obrazek 10: Obecny postup magnetické separace pri pripravé vzorku pro biologickou analyzu,
prevzato z [245]

Pro biofunkcionalizaci se pouzivaji syntetické a ptirodni polymery nebo
anorganické  materidly. Mezi  tyto polymery patii  polyethylenglykol
a polyvinylalkohol. Ani jeden z nich neni toxicky, je neimunogenni a biokompatibilni
[247]. Povrch magnetickych Castic 1ze modifikovat i biopolymery, ptikladem muze
byt chitosan, ktery ma vyborné biologicko-fyzikalné-chemické vlastnosti. Diky
pritomnosti —NH> a —OH funk¢nich skupin lze MNP pouzit pro imobilizaci
biomolekul [248].

Povrch magnetickych ¢astic 1ze modifikovat silanizace za pomoci nékterych
silaniza¢nich Cinidel, napf. glycidyloxypropyltriethoxysilan, 3-

aminopropyl(triethoxysilan). Silanizace se provadi u magnetickych cCastic, jez jsou
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zbaveny organickych latek. Pfi silanizaci je vnasena napt. -NH2 skupina, ktera se vaze
S proteiny nebo enzymy. Proteiny mohou vazat nebo adsorbovat na hydrofobni
povrchy, jiz se tvofi prostfednictvim polymerniho povlaku [249]. Jako stabilizatory
povrchu magnetickych castic se pouzivaji alkansulfonaty nebo kyselina citronova
[244]. Dalsi moznosti modifikace magnetickych ¢astic je pouziti dextranu, k jeho
aktivaci slouzi jodistan sodny a dochdzi k tvorbé polyaldehydt dextranu, které
dokazou reagovat s —NH2 skupinou proteinu [244].

Biofunkcionalizované magnetické ¢astice jsou slibné pro aplikaci v katalyze,
biologickém znaceni nebo bioseparaci [243]. Magnetickd castice, ktera prosla
biofunkcionalizaci musi ale spliiovat nékteré specifické podminky, mezi které patii
potlaceni mezicasticové interakce, biokompatibilita a chemickd modifikace nezbytna

pro imobilizaci biomolekul [244].

1.5.3 Moznosti imobilizace ligandi

K imobilizaci ligandi se c¢asto vyuzivaji funkéni skupiny nachézejici
se na povrchu magnetickych ¢astic (-COOH, —OH, —NHz), v n¢kterych piipadech
mohou byt magnetické ¢astice uz v aktivované formé (napt. epoxyaktivované nebo

tosylaktivované) [238].

Vysokomolekularni i nizkomolekularni biologicky aktivni latky 1ze modifikovat
mnoha riiznymi zplsoby. Pro imobilizaci biologicky aktivnich latek se pouZivaji

fyzikalni techniky, magnetolipozomy, nekovalentni nebo kovalentni vazby [244].

Fyzikalni techniky imobilizace ligandu

Mezi fyzikalni techniky imobilizace ligandG patfi zabudovani biologicky
aktivnich latek do magnetické gelové matrice nebo fyzikalni sorpce [244]. Prvni
zminéna technika zabudovava biologicky aktivni latky nebo celé buiiky do magnetické
gelové matrice. Tyto matrice jsou vytvofeny z proteinli (kolagen, vajecny bilek,
zelatina), ze syntetickych polymert (polyuretany, ruzné typy pryskyfice,
polyakrylamid) a ze sacharidu (alginaty, karagenany, agardza, agar). Vyhodou gelové
matrice je zadrzovani vody, coz je dulezité pro uchovani biologické aktivity
imobilizovanych biomolekul. Hydratované a mékké gely dokazou ukotvit biologicky
aktivni latky nebo bunky. Diky tomu, Ze je gelové prosttedi podobné fyziologickému
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prostiedi, nedochazi k naruseni biologickych funkci ani k denaturaci biologicky
aktivnich latek nebo bunék. Nevyhodou techniky je postupné uvoliiovani
imobilizované biomolekuly [244].

Pro reverzibilni imobilizaci proteind na povrch magnetickych ¢astic 1ze vyuzit
fyzikalni sorpci. A€ je tato metoda jedna z nejstar§ich, ma jednoduchy a levny postup.

Jeji nevyhodou je nizka stabilita a spolehlivost Ve srovnani s kovalentni vazbou [244].

Vyuziti magnetolipozomii K imobilizaci ligandii

Pro imobilizaci biologicko-aktivnich latek 1ze vyuzit i magnetolipozomy, které
vyuzivaji pro imobilizaci enzymu, vdzané na membrany. Mezi tyto enzymy se fadi
cytochrom ¢ oxidazy, u kterého se vyrazné zvySuje stabilita i aktivita po imobilizaci

na magnetolipozomy ve srovnani s volnym enzymem [244].

Nekovalentni vazba ligandii

Pro imobilizaci biologicko-aktivnich latek se pouziva technika, jez je zaloZzena
na vyuzivani magnetickych ¢astic, které jsou imobilizovany Streptavidinem, avidinem
nebo histidinem a vykazuji vysokou afinitu k biotinu (vitamin H a B7). Streptavidin
je protein izolovany z bakterie Streptomyces avidinii. Jedna se 0 tetramer vykazujici
niz8i nespecifické interakce a neni glykosilovany. Avidin je glykoprotein pochazi
k vaje¢ného bilku a ma 4 stejné podjednotky (homotetramer). Kazda podjednotka
obsahuje vazebné misto pro biotin s vysokou afinitou [244].

Nejprve dojde Kk biotinylaci  biologicky-aktivnich  latek, jez maji
byt imobilizovany. Pfi biotinylaci dochéazi k vneseni biotinové skupiny na povrch
biologicky-aktivnich latek [244]. Nasledné jsou tyto latky vazany na magnetické
Castice s vyuzitim interakce mezi Streptavidinem (avidinem, histidinem) a biotinem
a vznikly komplex odolava vy$§imu pH, silnym denaturaénim c¢inidlim a vysokym
teplotam, navic se jedna o velmi pevny komplex [250].

Moznosti imobilizace protilatek na povrchu magnetickych ¢astic nekovalentni
vazbou je vyuziti Proteinu A nebo G. Protein A je imobilizovany a izoluje se z bakterie
Staphylococcus aureus. Protein A interaguje s Fc oblasti IgG protilatky s vysokou

specifitou a afinitou, zadroven nechava volné specifické misto pro antigen. Protein G

74



je také imobilizovany a izoluje se z bakterie Streptococcus sp. Interaguje s Fab oblasti

IgG protilatky, jeho afinita k IgG je vétsi nez u proteinu A [238].

Kovalentni vazba ligandu

Zadouci je vytvoreni silné kovalentni vazby mezi povrchem MNP a molekulou
proteinu [245]. Silné kovalentni vazby lze dosahnout pomoci vazebné reakce mezi
specifickou skupinou (—NHz, -COOH, —-OH, —CONH>) na povrchu MNP a funk¢ni
skupinou (histidin, tyrosin, —NH,, —COOH, -SH, —OH) na biologicko-aktivni
molekule za pouziti konjuga¢niho ¢inidla [244].

Je-li povrch magnetické ¢astice modifikovany —NH2 skupinou, jako konjugaéni
¢inidlo se pouzivd glutaraldehyd, ktery je bézn€ dostupnou chemickou latkou
rozpustnou ve vod¢ a dostate¢né reaktivni a Setrnou K proteintim. Diky glutaraldehydu
vznikaji kovalentni vazby mezi magnetickou ¢astici a proteinem, dochazi k zesiténi
biomolekuly a ke stabilizaci vysledné struktury [244].

V piipadé, ze je povrch magnetické ¢astice modifikovany —COOH skupinou,
jako konjugacni ¢inidlo se pouzije karbodiimid umoznujici reakci mezi —NH. skupinou
imobilizované latky a -COOH skupinou. Pro aktivaci karboxylovych skupin se jako
¢inidlo se nejéastéji pouziva hydrochlorid 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
karbodiimidu (EDAC), ktery je rozpustny ve vod¢. Dale je mozné pouzit N,N-
dicyklohexylkarbodiimid (DCC). Pro kovalentni imobilizaci citlivéjSich proteint
se pouziva karbodiimid a sulfovany N-hydroxysukcinimid (Sulfo-NHS) nebo N-
hydroxysukcinimid (NHS). Vyhodou vyuziti karbodiimidu s Sulfo-NHS (NHS)
je klidng&jsi pribéh celé reakce, vznikly produkt je velmi stabilni a béhem reakce
nedochazi ke vzniku nezadoucich meziproduktt [244].

Kovalentni vazby ligandd je nejCastéji vyuzivana technika pro imobilizaci,
je finanén¢ nejvyhodnéjsi a stabilita magnetickych ¢astic je vysoka. soucasné
nepotitebuje regeneraci magnetickych ¢astic. V piipadé, ze chceme vazat protilatky
na reaktivni skupiny aktivovanych magnetickych c¢astic, jedna se 0 nejrychlejsi
a nejlevnéjsi metodu vazby protilatky k pevné (stacionarni) fazi [244,251]. Tato
technika ma jednu nevyhodu a tou je rtiznd orientace funk¢nich skupin protilatky, ktera

mize zpusobit blokaci vazebného mista a naslednou ztratu aktivity protilatky [252].
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1.5.4 Imunosorbenty

P11 IMS se vyuziva stacionarni faze, jejiz efektivita je ovlivnéna schopnosti vazat
protilatky, nebo jakou ma biologickou, chemickou ¢i mechanickou odolnost.
Stacionarni faze muze byt vyrobena ze syntetickych polymert (polyethersulfony nebo

akrylamidy) nebo ze sacharida (dextran, agaroza, celuloza) [253].

Imunosorbenty jsou magnetické Castice snavdzanymi imobilizovanymi
monoklonalnimi protilatkami slouzici pro zachyt specifickych antigent [254].
Pied pouzitim musime imunosorbent aktivovat, poté se naimunosorbent nanese
vzorek a navaze se cilova latka tak, ze je slozita smés antigent (proteind) vedena skrz
imunosorbent a imobilizovana protilatka zachycuje antigen (protein). VSechny
nezadouci latky jsou vymyty a cilova struktura mize byt eluovana [255].

Chceme-li cilovou latku eluovat, musime nejprve narusit vazby, které vznikly
v komplexu antigen-protilatka. Tyto vazby mezi protilatkou a antigenem jsou tvofeny
nekovalentnimi vazbami (vodikové mustky, van der Waalsovy sily, hydrofobni
interakce) a Ize je narusit specifickou nebo nespecifickou eluci. Pii eluci se pouZziva
vhodné elu¢ni €inidlo a méni se podminky pfi separaci, tak aby bylo mozZné ziskat
antigen (protein) [256].

U specifické eluce je cilova latka eluovana z vazby na imobilizovanou protilatku
(ligand) roztokem jiné latky majici afinitu k separované cilové latce nebo
imobilizované protilatce (ligandu). O vazbu na separované latce s imobilizovanou
protilatkou miiZze soutézit volny ligand, avSak musi byt ve vyssi koncentraci. Jedna
se o kompetitivni proces, ktery je velmi efektivni a specificky, avSak 1 drahy, protoZe
volny ligand je drahy a vzéacny. Proto se o tohoto typu eluce ustupuje zejména

V bézném laboratornim provozu [257].

U nespecifické eluce se vazba mezi cilovou latkou a imunosorbentem narusi
pomoci pufrti s deformujicim ucinkem. Tyto pufry méni strukturu imobilizovaného
ligandu nebo separované latky, dojde k naruseni vazebnych center, kterd uz nejsou
komplementarni, a komplex antigen-protilatka se rozpadne. Mezi pufry
S denatura¢nim ucinkem se fadi chaotropni ¢inidla (draselné a sodné thiokyanaty,
guanin, urea), ktera narusi rovnovahu mezi hydrofobni a hydrofilni slozkami [256].
Narusit vazbu mezi cilovou latkou a imunosorbentem 1ze i pomoci zmény pH prostiedi

nebo odstranéni iontl, jeZ jsou dillezité pro biologickou aktivitu. VéEtSinou se ke zméné
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pH pouzivaji kysela ¢inidla (pH 1-3), protoze alkalickd ¢inidla mohou zptsobit
denaturaci proteinii [257]. I organicka rozpoustédla mohou narusit vazbu, avSak napf.
metanol ma denaturatni uCinky na protilatky, takze tento zplisob eluce neni

moc vhodny [253].

IMS na téchto imunosorbentech mutze probihat opakovan¢, avSak u urcitych
druhti protilatek se s astéjSim opakovani miize snizit ucinnost separace. Do doby,
nez je imunosorbent znovu pouzit, je uskladnén v lednici pii 4 °C v PBS pufru pH 7,4
s ptidavkem 0,02% azidu sodného. Pied kazdou dalsi analyzou musi byt regenerovan
[255]. Funk¢nost imunosorbentu je zavisla na stacionarni fazi (nosi¢i), na kterém
je imobilizovana protilatka. Uginné imunosorbenty by mély mit fyzikalni, chemickou
1 mechanickou stabilitu, dobré vlastnosti toku, pfijatelny pokles tlaku a minimalni

nespecifickou vazbu [258].

1.5.5 Zpiisoby provedeni imunomagnetické separace

Jsou dva hlavni zplsoby, kterymi lze provést IMS biologickych latek.
Pfi prvnim zptisobu neni potieba, aby byl vzorek néjak specialné upraven. Upravuje
se Vvpfipadé, ze ma dostatecné wvnitini magnetické momenty, které maji
paramagnetické nebo seromagnetické molekuly, jako je ferritin, deoxygenované
je potieba provést magnetické modifikace, kdy je nemagneticka slozka bunky
ozna¢ena  magnetickou  Castici.  Magnetické  modifikace se  provadéji
u diamegnetickych molekul se supramolekularnimi strukturami [241].

IMS je mozné provadét v nepfimém nebo pfimém reZzimu. V nepfimém reZimu
se k roztoku nebo suspenzi ptidaji volné afinitni ligandy (vhodné protilatky), aby bylo
mozné provést intrakci s cilovymi slouceninami. Po vymyti pifebyte¢ného
nenavazaného afinitniho ligandu z roztoku je vysledny znaceny komplex zachycen
vhodnymi afinitnimi magnetickymi ¢asticemi [260]. V pifimém rezimu je afinitni
ligand pfipojen pfimo k magnetickym ¢asticim nebo nebo k biopolymertim (vznikne
aktivni imunosorbent) vykazujici afinitu Kk cilové slouceniné. Poté je k afinitnimu
ligandu s magnetickymi ¢asticemi pfidan pfimo vzorek. Po inkubaci se cilové
slouceniny navdzou na magnetické Castice s magnetickou afinitou a vytvoii stabilni

magnetické komplexy [234].
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U obou technik je mozné vysledny komplex magnetickych ¢astic s cilovou
strukturou promyt a izolovat pomoci vhodného magnetického separatoru. Nepiimy
rezim vyzaduje vice protilatek a vice magnetickych castic, proto odstranéni volnych
se Spatnou afinitou k cilovym slouc¢enindm. Naopak pifimy rezim vyzaduje méné

protilatek i magnetickych Castic, je proto rychlejsi a méné obtizngjsi [246].
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace byla optimalizace podminek kovalentni vazby
specifickych protilatek anti-CALR IgG na magneticky aktivnich mikrocasticich
pro zachyt kalretikulinu, jenz 1ze prokazat v plodové vode¢.

Dil¢éi kroky jsou soucésti projektu, ktery vyviji senzor pro simultanni detekci
tii biomarkert (kalretikulin, pentraxin 3, interleukin 6) zanétu. Senzor by mé¢l stavét
na prednostech imunomagnetické separace a vysoké citlivosti elektrochemické
detekce.

Jednotlivé kroky diplomové prace byly:

1. Kovalentni vazba nespecifickych modelovych protilatek na magneticky aktivni
mikrocastice pomoci 4 riznych protokold a jejich porovnani dle G¢innosti
vazby 1gG.

2. Vazba specifickych anti-CALR protilatek tiidy IgG 2 riznymi protokoly
na magneticky aktivni mikroc¢éstice a jejich porovndni dle G€innosti vazby.

3. Ovéfeni funk¢nosti nejucinnéjs§iho vytvoreného imunosorbentu pomoci
specifického antigenu kalretikulinu.

4. Ptehled a vyhodnoceni vSech dosazenych vysledkt a diskuze.

5. Vybér nejvhodnéjsiho protokolu pro piipravu imunosorbentli, jenZ bude

soucasti multiplexniho elektrochemické senzoru.

79



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni pristroje a pomtcky

©)

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttigen,
Némecko)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA)

Automatické mikropipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

Blokovy termostat TS-100C (Biosan, Riga, Lotyssko)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Dot-Blot DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK) - 96 blots, 3 mm pramér
Immun-Blot™ PVDF Membrane (for Protein Blotting, 0,2 pum, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA)

Koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Laboratorni sklo

Magneticky separator Dynal-MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
Mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrosttikacka (Hamilton Company, Reno, Nevada, USA)

Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Miniodstiedivka (Fischer Scientific, Pardubice, Ceska republika)

Odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5 ml, 10 K (Merck Millipore, Billerica,
Massachusetts, USA)

Odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5 ml, 100 K (Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA)

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
Plastova mikrokolonka Bio-Spin s Affi-Gel Protein A — kapacita 8-10 mg
IgG/ml nosice (agardza); 5 cm, objem 1,2 ml (Bio-Rad, USA)

Protein LoBind Tube 1,5 ml (Eppendorfs tubes)

Pfedvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Rotator Bio RS-24 Mini (Biosan, Riga, Lotyssko)
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o Stanice pro denzitometrické vyhodnoceni gelti ChemiDoc™ XRS+ Systém
s ImageLab™ softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

o Stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

o Vortex V1 (Grant-bio, Cambrige, Velka Britanie)

o Zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

3.2 Seznam pouzitych chemikalii

o Albumin from bovine serum, BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Akrylamid, CsHsNO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue (Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)

o Deionizovana voda, d.H>O

o pL-Glyceraldehyd, C3HsO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Dimethylsulfoxid, DMSO, C2HsOS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Dihydrogenfosforeénan draselny, K,HPO4 (Lachner, Neratovice, Ceska
republika)

o Dihydrogenfosforetnan sodny dihydrat, NaH:POs - 2H>O (Lachner,
Neratovice, Ceska republika)

o Dodecylsulfat sodny, SDS (Serva, Heidelberd, Némecko)

o Dusiénan stiibrny, AgNO3 (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

o Etanol 96%, C2HsOH (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

o Etylenglykol, C2HsO2 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Formaldehyd 38%, CH2O (Penta, Chrudim, Ceska republika)

o Glutaraldehyd, CsHgO> (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Glycin, CoHsNO2 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Hydrazid-biotin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, Na;HPO4 - 12H20 (Lachner,
Neratovice, Ceska republika)

o Hydroxid draselny

o Chlorid draselny, KCI (Penta, Chrudim, Ceska republika)

o Chlorid sodny, NaCl (Lachner, Neratovice, Ceska republika)
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Jodistan sodny, NalO4 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyanoborohydrat sodny, NaBH3CN (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kyselina citronové, CeHsO7 (Lachema, Brno, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 36%, HCI (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Kyselina octova, CH3COOH (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin -TEMED 98%, C7H10N20- (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N,N-methylenbisakrylamid (Serva, Heidelberg, Némecko)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid — EDAC (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny, Sulfo-NHS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Pesiran amonny —APS (Lachema a.s., Brno, Ceska republika)

Trifluoroctova kyselina —TFA (Acros Organics, Geel, Belgie)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

TWEEN 20 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Vodny roztok amoniaku 25-29%, NH4OH (Penta, Chrudim, Ceska republika)

3.3 Pouzité protilatky a antigeny

o

Lyofilizované nespecifické IgG z lidského séra (5 mg/ml; Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Lyofilizované nespecifické IgG z lidského séra (1 mg/ml; Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Monoklonalni mys$i protilatky anti-CALR 1gG afinitné purifikované
(Moravian Biotechnology, Brno Zidenice, CR)

Monoklonalni mysi protilatky anti-CALR 1gG nepurifikované, v bunééném
médiu (Moravian Biotechnology, Brno Zidenice, CR)

Krali¢i anti-mysi IgG znacend kienovou peroxiddzou (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Rekombinantni lidsky protein kalretikulin (host Eschericha coli; 90% cistota,

Antibodies Online, Némecko)
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3.4 Typy pouzitych nosicu

o Magnetické cCastice s hydrazidovou funk¢ni skupinou — HEMA-40% co-
EDMA-NHNHz2, (1 mg/ 45,9 ul)

o Magnetické &astice s COOH funkéni skupinou — Dynabeads® My One™
Carboxylic acid (velikost ¢astic 1 um; 10 mg/ml; Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norsko)

o Magnetické ¢&astice modifikované Proteinem A — PURE PROTEOM™
PROTEIN A (1,5-2,5 pg/ul vazebna kapacita (krali¢i 1gG), Milipore Corp.,
Billerica, MA, USA)

o Magnetické ¢astice modifikované Streptavidinem — Dynabeads® My One™
Streptavidin C1 (10 mg/ 1 ml > 2,5 pmol protilatky/mg ¢astic; Invitrogen,
ThermoFischer, Waltham, MA, USA)

o Plastova mikrokolonka Bio-Spin s Affi-Gel Protein A — kapacita 8-10 mg
IgG/ml nosice (agaroza); 5 cm, objem 1,2 ml (Bio-Rad, USA)

3.5 Priprava pouzitych roztoki

Roztok pro upravu pH dalSich pouzivanych roztoki

o 6 M HCI: Do ptipravené odmérné kadinky se odpipetuje 23,5 ml destilované
vody a K ni je opatrné pfipetovano 26,5 ml 35% HCI.

Roztoky pro SDS-PAGE

o Roztok A: 11,68 g akrylamidu a 0,32 g bisakrylamidu se navazi
na predvazkach v digestoii a necha se nabobtnat a rozpustit ve 12 mi
destilované vody a nechd se 30 minut tfepat na tfepacce. Kdyz dojde
K uplnému rozpusténi, doplni se roztok na 40 ml destilovanou vodou.

o Roztok B: 7,26 g TRIS se navazi na predvazkach a rozpusti ve 40 ml
destilované vody, aby bylo pH roztoku 8,8 je do roztoku pfipipetovana 6 M
HCI a pH je méteno na pH metru.

o Roztok C: 4,84 g TRIS se navazi na ptredvazkach a rozpusti ve 40 ml
destilované vody, aby bylo pH roztoku 6,8 je do roztoku pfipipetovana 6 M

HCI a pH je méteno na pH metru.
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Roztok D: 1 g SDS se navazi na analytickych vahach a rozpusti v 10 ml
destilované vody.

Roztok E: 0,1 persiranu amonného se navazi na analytickych vahach
arozpusti vV 1 ml destilované vody. Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy,
vzdy pied vlastni pfipravou gelt.

Elektrodovy pufr: 3,03 g TRIS a 14,4 g glycinu se navazi na predvazkach
apfidd knim 1 g SDS, ktery se navazi na analytickych vahach. Navazky
se rozpusti v 1 | destilované vody.

Elektrodovy pufr 10x koncentrovanéjsi: 30,3 g TRIS, 144 g glycinua 10 g
SDS se rozpusti v 1000 ml destilované vody.

Pouzité roztoky pro barveni Coomassie Brilliant Blue

o

Barvici roztok: komeréni roztok pro barveni: Bio-Safe™ Coomassie Stain
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Fixa¢ni roztok: 50 ml 99% kyseliny octové (bezvodé) + 500 ml 50% etanolu,
doplnéno na objem 1000 ml destilovanou vodou

Odbarvovaci roztok: destilovana voda

Pouzité roztoky pro barveni roztokem amoniakalniho stribra

o

Fixac¢ni roztok: 50 ml 99% ledové kyseliny octové (bezvoda) a 500 ml 50%
etanolu se smicha a na 1000 ml se doplni destilovanou vodou.

10% roztok glutaraldehydu: 10 ml 50% glutaraldehydu se smisi s 40 ml
destilované vody.

9 M hydroxid sodny: 3,6 g hydroxidu sodného se navaZzi na ptedvazkach
arozpusti v 6 ml destilované vody, a nakonec je roztok doplnén na 10 ml
destilovanou vodou.

20% roztok dusi¢nanu stfibrného: 6 g dusi¢nanu stfibrného se navazi
na ptredvazkach a rozpusti ve 30 ml destilované vody.

Roztok amoniakalniho stfibra: Do Erlenmayerovy banky se odpipetuje
10 ml destilované vody, ptipipetuje se k ni 700 pl vodného roztoku amoniaku

a 119 pl 9 M hydroxidu sodného. K takto pfipravenému roztoku se pfititrovava
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20% roztok dusi¢nanu stfibrného az do svétle hnédého zakalu (bod
ekvivalence). Takto pfipraveny roztok se doplni na 50 ml destilovanou vodou.
o Vyvolavaci roztok: 0,25 g kyseliny citronové se navazi na analytickych
vahéch a ptida se k ni 540 pl 0,04% formaldehydu. Cely roztok je doplnén
na 500 ml destilovanou vodou.
o Ustalovaci roztok: 50 ml 99% kyseliny octové se smisi s 950 ml destilované

vody.

Pouzité roztoky pro vazbu 1gG molekul na magnetickych casticich HEMA-40% co-
EDMA-NHNH:

o Oxidaé¢ni ¢inidlo (0,2 M roztok jodistanu sodného): 0,043 g jodistanu
sodného se navazi na analytickych vahach a rozpusti v 1 ml destilované vody.
Z roztoku se odebere 60 pl a pfida se k nému 240 pl destilované vody.
Vysledny roztok musi byt 0,2 M. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

o Promyvaci a vazebny roztok (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0): 1,4326 ¢
hydrogenfosfore¢nanu sodného (zdsada) se navdzi na analytickych vahach
a rozpusti 40 ml destilované vody. 0,4680 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(kyselina) se navaZzi na analytickych vahach a rozpusti ve 30 ml destilované
vody. Z roztoku hydrogen fosfore¢nanu sodného se odpipetuje 30,5 ml a smisi
se s19,5 ml roztoku dihydrogenfosforecnanu sodného. Roztok se doplni
na 100 ml destilovanou vodou a pH vysledného roztoku se upravi pfidanim
kyseliny nebo zasady.

o Blokaéni roztok (0,1 M roztok pL-Glyceraldehyd v 0,1 M fosfatovém pufru
pH 7,0): 0,009 g pL-Glyceraldehydu se navazi na analytickych vahach
arozpusti v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,0.

o Promyvaci roztok po blokaci (PBS pufr pH 7,4 s 0,05% TWEENem):
0,003 g chloridu draselného; 0,003 g dihydrogenfosforecnanu draselného; 0,12
g chloridu sodného; 0,0435 g hydrogenfosfore¢nanu disodného se navazi
na analytickych vahach a rozpusti v 15 ml destilované vody. K roztoku
se piipipetuji 0,03 ml 25% TWEEN.
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Pouzité roztoky pro vazbu 1gG molekul na magnetickych casticich Dynabeads
S funkcni skupinou COOH a s Sulfo-NHS

o Vazebny roztok (0,1 M MES pufr pH 5,0): 0,976 g MES se navazi
na analytickych vahach a rozpusti v 50 ml destilované vody; pH roztoku
se upravi ptipipetovanim 1M NaOH.

o Promyvaci roztok (PBS pufr pH 7,4): 0,0203 g chloridu draselného; 0,0207
g dihydrogenfosfore¢nanu draselného; 0,8004 g chloridu sodného; 0,2901 g
hydrogenfosfore¢nanu disodného se navazi na analytickych vahach a rozpusti
ve 100 ml destilované vody.

o Skladovaci roztok (PBS pufr s 0,059 TWEENem): 0,003 g chloridu
draselné¢ho; 0,003 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného; 0,12 g chloridu
sodného; 0,0435 g hydrogenfosfore¢nanu disodného se navazi na analytickych
vahach a rozpusti v 15 ml destilované vody. K roztoku se ptipipetuji 0,03 ml
25% TWEEN.

Pouzité roztoky pro izolaci a vazbu 1gG molekul na magnetické castice modifikované

Proteinem A, jejich stabilizace pomoci Sulfo-NHS

o Vazebny pufr a promyvaci (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15 M NaCl):
0,156 g dihydrogenfosforecnanu sodného (kyselina) se navazi na analytickych
vahach a rozpusti v 10 ml destilované vody. 0,716 g hydrogenfosfore¢nanu
sodného (z4sada) se navadzi na analytickych vahéach arozpusti ve 20 ml
destilované vody. Z roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného se odpipetuje
5,6 ml a smisi se se 14,4 ml roztoku hydrogenfosforecnanu sodného. Roztok
se doplni na 40 ml destilovanou vodou, pH roztoku se upravi ptidanim kyseliny
nebo zasady. Po upravé pH se k roztoku piida chlorid sodny. 0,35 g chloridu
sodného se navazi na analytickych vahach a ptida se k roztoku.

o Sitovadlo (2,5 pM Sulfo-NHS): 1,09 mg Sulfo-NHS se navazi
na analytickych vahéch a rozpusti v 1 ml destilované vody. Vysledny roztok
je 5000 uM. Z tohoto roztoku se odpipetuje 25 ul a piida se k 225 ul 0,1 M
fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl. Vysledny roztok je 500 uM. Z takto
ptipravené¢ho roztoku se odpipetuje 1,25 pl a ptida se k 248,8 ul 0,1 M

fostatového pufru. Tento roztok se pouzije pro izolaci protilatek.
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Roztoky pro biotinylaci protilatek

o 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15 M NaCl: 0,156 g dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (kyselina) se navazi na analytickych vahach a rozpusti v 10 ml
destilované vody. 0,716 g hydrogenfosforecnanu sodného (zasada) se navazi
na analytickych vahach a rozpusti ve 20 ml destilované vody. Z roztoku
dihydrogenfosfore¢nanu sodného se odpipetuje 5,6 ml a smisi se se 14,4 ml
roztoku hydrogenfosforecnanu sodného. Roztok se doplni na 40 ml
destilovanou vodou, pH roztoku se upravi pfidanim kyseliny nebo zasady.
Po upravé pH se k roztoku ptidd chlorid sodny. 0,35 g chloridu sodného
se navazi na analytickych vahach a pfida se k roztoku.

o Oxidacni ¢inidlo (0,2 M jodistanu sodného v 0,1 M fosfatovém pufru pH
7,2 s0,15M NacCl): 0,043 g jodistanu sodného se navazi na analytickych
vahach a rozpusti v1 ml 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl.
Z roztoku se odebere 60 pl a pfidda se k nému 240 pl destilované vody.
Vysledny roztok musi byt 0,2 M. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

o Biotinyla¢ni ¢inidlo (5 mM Hydrazid-biotin v dimethylsulfoxidu):
0,00129 g Hydrazid-biotin se navazi na analytickych vahach. Navazka
serozpusti ve 0,1 ml dimethylsulfoxidu. Ztakto pfipraveného roztoku
se odpipetuje 10 pl a pfida se k zoxidovanym protilatkam.

o Kyanoborohydrat sodny (7 mg/1 ml PBS pufru pH 7.4): 0,007 ¢
kyanoborohydratu sodného se navazi na analytickych vahach a rozpusti v 1 ml

PBS pufru pH 7,4.

Roztoky pro Dot-Blot analyzu

o Ekvilibraéni a promyvaci roztok: PBS-T (PBS pH 7,4 s 0,05% TWEEN
20): 2 g chloridu sodného, 0,05 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného,
0,7233 g hydrogenfosfore¢nanu disodného a 0,05 g chloridu draselného
se navazi na analytickych vahach a rozpusti ve 250 ml destilované vody.
Do roztoku se pfipipetuje 500 ul TWEEN 20.

o Blokovaci roztok (5% BSA v PBS-T): 1 g BSA se navazi na analytickych
vahach a rozpusti se ve 20 ml PBS-T pufru.
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o Roztok pro Fedéni primarnich protilatek (0,25% BSA v PBS-T): 0,05 g
BSA se zavazi na analytickych vahach a rozpusti ve 20 ml PBS-T pufru.

o Substratovy roztok: Barveni pomoci chlornaftolu (Opti-4CN™ Substrate
kit, Bio-Rad):
e Opti-4CN™ Diluent (2,7 ml redestilované vody + 0,3 ul ¢inidla)
e Opti-4CN™ Substrate (60 pl na 3 ml, 1 ml na jamku)

o Negativni kontrola: 3 ng BSA se rozpusti v 1 ml redestilované vody nebo

PBS-T pufru a 10 mM fosfatovy pufr pH 7,3

Roztoky pro vazbu anti-CALR IgG molekul afinitni chromatografii na magnetickych
casticich s Proteinem A, mikrokoloné s Affi-Gel Protein A
o Ekvilibraéni pufr (0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,15 M NacCl): 0,156 ¢
dihydrogenfosforecnanu sodného (kyselina) se navazi na analytickych vahach
a rozpusti v 10 ml destilované vody. 2,1488 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
(zésada) se navazi na analytickych vahdch a rozpusti ve 60 ml destilované
vody. Zroztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného se odpipetuje 2,65 ml
asmisi se se 47,35 ml roztoku hydrogenfosforecnanu sodného. Roztok
se doplni na 100 ml destilovanou vodou, pH roztoku se upravi pfidanim
kyseliny nebo zasady. Po upravé pH se k roztoku pfida chlorid sodny. 0,8766
g chloridu sodného se navazi na analytickych vahach a ptida se k roztoku.
o Regeneraéni pufr (0,1 M kyselina citronova pH 3,0): 0,5254 g kyseliny
citronové se navazi na analytickych vahach a rozpusti ve 25 ml destilované

vody.

Roztoky pro overeni funkcnosti pripravenych imunosorbentii s imobilizovanymi
protildatkami pomoci imunokomplexu
o Vazebny pufr ¢. 1 (PBS pufr pH 7,4): 0,0203 g chloridu draselného; 0,0207
g dihydrogenfosfore¢nanu draselného; 0,8004 g chloridu sodného; 0,2901 g
hydrogenfosforecnanu disodného se navazi na analytickych vahéach a rozpusti
ve 100 ml destilované vody.
o Vazebny pufr €. 2 (TBT pufr pH 8,0): 1,2144 g TRIS; 0,5 g BSA se navazi

na analytickych vahach a rozpusti v 50 ml destilované vody. K takto
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pfipravenému roztoku se ptida 200 pl 25% TWEEN 20, pH roztoku se upravi
pomoci 6 M kyseliny chlorovodikové.

o Elucni roztoky:
e 0,05% Trifluoroctova kyselina: 3 pl 100% TFA se ptipipetuji k 5997 ul

destilované vody.

3.6 Diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza

v prosti‘edi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)
Pouzité roztoky a pufry:

o Roztok A: 30% smés akrylamidu a bisakrylamidu

o Roztok B: 1,5 M TRIS-HCI pufr pH 8,8

o Roztok C: 1 M TRIS-HCI pufr pH 6,8

o Roztok D: 10% roztok SDS

o Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

o Roztok G: 100 MM TRIS-HCI pufr pH 6,8 s 4% SDS, 20% glycerolem a 0,2%

bromfenolovou mod#i, komeréné vzorkovy pufr G

o Elektrodovy pufr: 0,025 M TRIS; 0,192 M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3-8,6

Pracovni postup:

Dle tabulky ¢. 1 se piipravi 7%, 10% nebo 12% dé¢lici gel. Koncentrace gelu
zavisi na latce, ktera ma byt separovana. Dle tabulky ¢. 1 se do pfipravené zkumavky
napipetuje destilovana voda, roztok A, B, D a TEMED. Zkumavka se uzavie uzavérem
a smes roztokl se opatrné promicha kyvavym pohybem. Nakonec se napipetuje roztok
E, zkumavka se smési se opét uzavie a jedenkrat se opatrné promicha a cela smés
se opatrné napipetuje mezi skla. Smés se pipetuje cca 2,5 cm pod vrchni okraj kratsiho
skla. Nakonec se smés ptevrstvi destilovanou vodou. Béhem 20 az 30 minut by mé¢l
délici gel zpolymerizovat.

Po zpolymerizovani d¢liciho gelu, se pfipravi 5% zaostfovaci gel. Nejprve
se odsaje prebytecna destilovana voda pomoci filtracniho papiru. Dle Tabulky 1
se do zkumavky napipetuje destilovana voda, roztok A, C, D a TEMED. Zkumavka
se smési roztokd Se uzavie a smés roztokll Se opét opatrné promicha kyvavym

pohybem. Nakonec se napipetuje roztok E, zkumavka se smési Se zase uzaviena
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a jedenkrat opatrné promicha a cela smés Se opatrné napipetuje mezi skla na délici gel,
kam se pak umisti Sablona s 10 jamkami. Zaostiovaci gel by mél zpolymerizovat
behem 15 minut. Cely tento postup musi byt provadén v digestofi a v rukavicich.

Po zpolymerizovani gelu se skla musi vyjmout ze stojanu a piemisti
se do elektroforetické vany. Elektroforeticka vana se naplni az po rysku elektrodovym
pufrem. Sablona sjamkami se opatrné odstrani a vytvofené jamky se tiikrat

proplachnou elektrodovym pufrem.

Vzorky pro vlastni elektroforetickou separaci se pfipravuji smisenim ziskaného
vzorku a roztoku G v poméru 1:1 a tfi minuty se nechaji povatit v blokovém termostatu
pii 100 °C. Nasledné se vzorky napipetuji do jamek gelu pomoci Hamiltonovy
mikrostiikacky. Nakonec se cela elektroforeticka vana uzavie vickem pfipoji
se ke zdroji stejnosmérného napéti. Vlastni elektroforeticka separace vzorki probiha
pfi konstantnim napéti 180 V a 30 mA na jeden gel. Délka trvani elektroforetické
separace se pohybuje kolo 45 az 55 minut a jeji délka trvani se odviji od typu déliciho
gelu. Po ukonceni elektroforetické separace se vana odpoji od zdroje napéti a skla
se vyjmou z vany. Gel se vynda ze skel a opatrné se umisti do Petriho misky. V Petriho
misce se gel oplachne destilovanou vodou. Dale se gel obarvi dle koncentrace vzorku

bud’ pomoci Coomassie Brilliant Blue nebo roztokem amoniakalniho stfibra.

Tabulka 1: Priprava polyakrylamidovych gelii pro SDS-PAGE

5%
7% délici gel | 10% délici gel | 12% délici
zaostiovaci
(ml) (ml) gel (ml)
gel (ml)

Destilovana voda 14 2,85 2 1,68
Roztok A 0,33 1,15 1,65 2
Roztok B - 1,25 1,25 1,25
Roztok C 0,25 - - -
Roztok D 0,02 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,002 0,002 0,002 0,002
Roztok E 0,02 0,5 0,05 0,05
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3.6.1 Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant Blue
Pouzité roztoky:
o Barvici roztok: komeréni roztok pro barveni: Bio-Safe™ Coomassie Stain
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
o Fixaéni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol
o Odbarvovaci roztok: destilovana voda
Postup:

Po elektroforetické separaci je gel pfenesen do Petriho misky a je tfikrat promyt
destilovanou vodou, nasleduje fixace ve fixaénim roztoku 1 hodinu pfii laboratorni
teplot¢ na tfepacce. Po fixaci je gel pfevrstven barvicim roztokem a inkubovan
pres noc pii 4 °C. Po noc¢ni inkubaci je barvici roztok vylit do pfedem pfipravené
nadoby a gel je pfevrstven odbarvovacim roztokem, ktery je ménén dle potieby

az do doby, nez dojde k odbarveni pozadi gelu.

3.6.2 Barveni gelu roztokem amoniakalniho stribra
Pouzité roztoky:
o Fixaéni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol
o Roztok 10% glutaraldehydu
o Roztok amoniakalniho stfibra: roztok 20% dusi¢nanu stiibrného + roztok
9 M hydroxidu sodného a vodny roztok amoniaku
o Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citréonova + 0,04%
o Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova
Postup:
Po elektroforetické separaci vzorkll byl gel proplachnut destilovanou vodou
a fixovan pii 4 °C ptes noc nebo 1 hodinu pfi laboratorni teploté ve fixacnim roztoku.
Po ukonceni fixace je gel rehydratovan V destilované vodé (cca 30 minut)
pfi laboratorni teploté na tfepacce. Po tficetiminutové rehydrataci je gel inkubovan
30 minut v roztoku 10% glutaraldehydu pfi laboratorni teploté na tfepacce. Nasledné
je gel promyvan Sestkrat destilovanou vodu kazdych 10 minut. Po ukonceni promyti
je gel inkubovan 12-15 minut v roztoku amoniakalniho stiibra pfi laboratorni teploté

na tiepacce. Po inkubaci v roztoku amoniakalniho stiibra je gel promyt destilovanou
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vodou a gel je pfevrstven vyvoldvacim roztokem. Po vyvolani je gel uskladnén

Vv ustalovacim roztoku pii 4 °C nékolik hodin.

3.7 Oxidace 1gG molekul a vazba 1gG molekul na magnetické

Castice s hydrazidovou funkc¢ni skupinou
Pouzité roztoky:
o Oxidaéni ¢inidlo: 0,02 M roztok NalOs (vzdy se pfipravuje Cerstvy)
o Etylenglykol
o Promyvaci a vazebny pufr: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0
o Blokac¢ni roztok: 0,1 M p_-Glyceraldehyd v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,0
o Promyvaci a skladovaci pufr po blokaci: PBS pufr pH 7,4

Pracovni postup pro oxidaci protilatek:

K roztoku protilatek se napipetuje roztok jodistanu sodného v mnozstvi,
aby vysledny roztok mél objem 500 pl a mél koncentraci 0,02 M. Smés protilatek
a oxida¢niho Cinidla se neché inkubovat 30 minut pfi laboratorni teploté¢ za mirného
otaceni ve tmé. Po ukonceni inkubace se oxidace ukonéi napipetovanim 1,5 pl
etylenglykolu, cela smés se dukladné promicha. Nasleduje inkubace 10 minut
pfi laboratorni teploté za mirného otaceni ve tmé. Nezreagovaného c¢inidlo se odstrani
pomoci MicroSpin™ G-25 kolonek. Do piedem pfipravené zkumavky se vlozi
AMICON filtr a cely objem oxidovanych protilatek se napipetuje do filtru. Zkumavka
se sto¢i 10 minut pii 13 000 otackach (11739 x g). Po stoceni se vyjme filtr
ze zkumavky a dnem vzhlru se vlozi do nové zkumavky. Tato zkumavka se stoci
2 minuty pii 3 500 otackach (3160 x g). Odsoleny roztok protilatek se doplni 1 ml
0,1 M fosfatového pufru pH 7,0. Z toho to roztoku se odpipetuje 10 pl a uchova
se pro kontrolu na SDS-PAGE analyzu.

Pracovni postup pro vazbu IgG molekul na magnetické castice s hydrazidovou funkcni
skupinou:

1 mg magnetickych céastic (HEMA 40% co-EDMA NHNH) se promyje
5x 15ml 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,0. K témto promytym magnetickym
Casticim se pfida roztok oxidovanych protilatek. Magnetické cCastice se nechaji

imobilizovat pfi4 °C pfes noc za mirného otdfeni. Po skonfeni imobilizace
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se magnetické ¢astice promyji 5 x 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,0 a vazebna
frakce spolu s tfemi promyvacimi frakcemi se uchovaji pro kontrolu na SDS-PAGE
analyzu. Nasledné se provede blokace napipetovanim 500 ul 0,1 M p_-Glyceraldehydu
v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,0. Blokace probihd 1 hodinu pfi laboratorni teploté
za mirného otac¢eni. Nakonec je nosi¢ promyt 4 x 1 ml PBS pufru pH 7,4 a uskladnén

je v PBS pufru pH 7.4 pii 4 °C.

3.8 Vazba I1gG molekul na magnetické castice

s karboxylovou funk¢ni skupinou a s pridanim Sulfo-NHS

Pouzité roztoky:
o Promyvaci pufr ¢islo 1: 0,1 M MES pufr pH 5,0
o Promyvaci pufr &islo 2: PBS pufr pH 7,4
o Skladovaci pufr: PBS pufr pH 7,4

Pracovni postup:

Protilatky se imobilizuji dvou-krokovou karbodiimidovou metodou. 1 mg
magnetickych ¢astic Dynabeads® My One™ Carboxylic acid se promyje 5 x 1,5 ml
0,1 M MES pufrem pH 5,0. Po promyti se k promytym ¢asticim pfida smés EDAC
a Sulfo-NHS (7,5 mg/500 pl 0,1 M MES pufru pH 5,0 + 1,25 mg Sulfo-NHS).
K aktivaci ¢astic dojde béhem 10minutové inkubace pii laboratorni teploté za mirného
otaceni. Po aktivaci magnetickych ¢astic se nosi¢ promyje 2 x 1,5 ml 0,1 M MES
pufrem pH 5,0 a k magnetickému nosi¢i se piida roztok protilatek. Pred vlastnim
napipetovanim roztoku protilatek se z n¢j odpipetuje 10 pl, které se uchovaji jako
pivodni vzorek nandslednou SDS-PAGE analyzu. Magnetické c&astice spolu
s roztokem protilatek se nechaji inkubovat 3 hodiny pfi laboratorni teploté za mirného
otaceni nebo pies noc pii 4 °C za mirného otaceni. Po inkubaci se nosi¢ s navazanymi
protilatkami promyje 4 x 1 ml PBS pufru pH 7,4. Nosi¢ se uskladni v PBS pufru
pH 7,4 pti 4 °C. Vazebna frakce spolu se vSemi promyvaci frakce se uchovaji

pro SDS-PAGE analyzu.
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3.9 Vazba 1gG molekul na magnetické ¢astice modifikované

Proteinem A, jejich stabilizace pomoci Sulfo-NHS

Pouzité roztoky:
o Vazebny a promyvaci pufr: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15 M NaCl
o Sitovadlo: 2,5 pul M Sulfo-NHS
o Zasobni roztok lidskych IgG (1 mg/ml)

Pracovni postup:

Ze zasobniho roztoku magnetickych ¢astic modifikovanych Proteinem A (Pure
Proteom™ Protein A Magnetic beads) se odpipetuje 100 pl. Nasledné je nosi¢ promyt
3 x250 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M NacCl. Pripravi se roztok protilatek,
celkovy objem roztoku je 250 ul. 50 pl protilatek se smisi s 200 ul 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl a odebere se z n&j 10 pl jako puvodni vzorek protilatek
pro dal§i SDS-PAGE analyzu. Nasledné¢ se roztok protilaitek napipetuje
k magnetickym casticim a probiha hodinova inkubace pii laboratorni teploty
za mirného otaceni.

Po inkubaci se odebere vazebna frakce (uchové se pro dalsi SDS-PAGE analyzu)
a magnetické ¢astice se promyji 5 X 250 pl 0,1 M fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M
NaCl (prvni tfi promyvaci frakce se uchovavaji pro dalsi SDS-PAGE analyzu).
Po promyti se k magnetickym c¢asticim napipetuje 250 pl 2,5 uM Sulfo-NHS.
Nasleduje hodinova inkubace pii laboratorni teploté za mirného otaceni. Po inkubaci
se magnetické ¢astice promyji 5 x 250 pl 0,1 M fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M
NaCl (prvni dvé frakce se uchovaji pro dalsi SDS-PAGE analyzu).

3.10 Oxidace IgG protilatek pomoci jodistanu sodného a
jejich biotinylace pomoci Hydrazid-biotinu

Pouzité roztoky pro oxidaci protilatek:

o 0,2M NalOasv 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl
o 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15 M NaCl
o Zasobni roztok lidskych IgG (1 mg/ml)
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Pracovni postup pro oxidaci protilatek:

K oxidaci a nasledné biotinylaci se pouzije 200 ug lidskych IgG. Piipravi
se roztok jodistanu sodného a napipetuje se v mnozstvi tak, aby vysledny roztok m¢l
objem 500 pl a koncentraci 0,02 M (300 pl roztoku jodistanu sodného a 200 pl roztoku
1gG). Roztok se necha 30 minut inkubovat pfi laboratorni teploté za mirného otaceni
ave tm¢. Po ukonceni inkubace se oxidace zastavi napipetovanim 1,5 pl etylenglykolu.
Roztok se promicha, probiha 10minutova inkubace za mirného otaCeni pfi laboratorni
teploté a ve tmé. Po inkubaci se roztok protilatek a jodistanu sodného zakoncentruje
na AMICON filtrech. Do zkumavky se vlozi filtr, do n&j se napipetuje cely objem
roztoku protilatek a zkumavka s filtrem se sto¢i pii 13 000 otac¢kach (11 739 x Q)
10 minut. Po stofeni se ze zkumavky vyjme filtr a obrdcené se vlozi do Cisté
zkumavky. Zkumavka s filtrem se opét stoci pii 3 500 otackach (3160 x g) 2 minuty.
Po zakoncentrovani se roztok protilatek doplni 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,2
s 0,15 M NaCl. Z takto ptipraveného roztoku se odebere 10 ul jako pivodni vzorek
a pouZije se na kontrolu SDS-PAGE.

Pouzité roztoky pro biotinylaci protilatek:

o Biotinylaéni ¢inidlo: 5 MM Hydrazid-biotin v dimethylsulfoxidu
o Kyanoborohydrat sodny (7 mg/1 ml PBS pufru pH 7,4)

Pracovni postup pro biotinylaci protilatek:

Ptipravi se zé&sobni roztok Hydrazid-biotin o 50 mM koncentraci. Navazka
Hydrazid-biotinu se rozpusti ve 100 pl dimethylsulfoxidu. Z takto pfipraveného
roztoku se odpipetuje 10 pul do 200 pl roztoku oxidovanych protilatek,
aby m¢l vysledny roztok protilatek koncentraci 5 mM Hydrazid-biotin. Roztok
oxidovanych protilatek s Hydrazid-biotinem se necha inkubovat 1 hodinu a 15 minut
pfi laboratorni teploté za mirného otaceni a ve tmé. Po ukonceni inkubace se k roztoku
protilatek ptidaji 2 pl kyanoborohydratu sodného. Roztok s protilatkami se promicha
a probiha inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté za mirného otaceni a ve tm¢.
Po ukonceni inkubace se roztok protilatek zakoncentruje na AMICON filtrech.
Do zkumavky se vlozi filtr, do néj se napipetuje cely objem roztoku protilatek
a zkumavka s filtrem se sto¢i pti 13 000 otackach (11 739 x g) 10 minut. Po stoceni
se ze zkumavky vyjme filtr a obracené¢ se vlozi do cisté, pfedem pfipravene,

zkumavky. Zkumavka s filtrem se opét stoc¢i pii 3 500 otackach (3160 x g) 2 minuty.
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Po zakoncentrovani se roztok protilatek doplni 200 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,2
s 0,15 M NaCl.

3.11 Vazba biotinylovanych IgG molekul na magnetické

¢astice modifikované Streptavidinem
Pouzité roztoky:
o PBSpufrpH74

Pracovni postup:

Ze zasobniho roztoku magnetickych ¢astic (Dynabeads® My One™ Streptavidin
C1) se odebere 100 pl. Castice se promyji 3x 1 ml PBS pufru pH 7,4. 25 pg (50 ul)
biotinylovanych protilatek se doplni 950 ul PBS pufrem pH 7,4 a z tohoto roztoku
se odpipetuje 10 pl jako piivodni vzorek na kontrolu na SDS-PAGE. Roztok protilatek
se pfida k promytym magnetickych casticim. Magnetické Castice s protilatkami
se inkubuji 30 minut pii laboratorni teplot¢ za mirného otaceni ve tmé. Po ukonceni
inkubace se magnetické ¢astice promyji 5x 1 ml PBS pufru a vazebna a tfi promyvaci
frakce se uchovaji pro kontrolu na SDS-PAGE. Nosi¢ se skladuje v PBS pufru pH 7,4
pii 4 °C.

3.12 Dot-blot analyza

Pouzita membrana:
o Immun-Blot™ PVDF Membrane (for Protein Blotting, 0,2 pm, Bio-Rad)
Pouzité roztoky:
o Ekvilibraéni a promyvaci roztok: PBS-T (PBS pH 7,4 5 0,05% TWEEN 20)
o Blokovaci reztok: 5% BSA v PBS-T
o Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T
o Substratovy roztok: Barveni pomoci chlornaftolu (Opti-4CN™ Substrate kit,
Bio-Rad)
e Opti-4CN™ Diluent (2,7 ml redestilované vody + 0,3 pl ¢inidla)
e Opti-4CN™ Substrate (60 pl na 3 ml, 1 ml na jamku)

o Negativni kontrola:
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e 3 ug BSA na 1 ml (v redestilované vod¢ nebo PBS-T) a 10 mM fosfatovy
pufr pH 7,3
Pouzité chemikdlie:
o Monoklondlni mysi protilatky anti-CALR IgG afinitné purifikované
(Moravian Biotechnology, Brno Zidenice, CR)
o Monoklonalni mysi protilatky anti-CALR IgG nepurifikované, v bunécném
médiu (Moravian Biotechnology, Brno Zidenice, CR)
o Rekombinantni lidsky protein kalretikulin (host Eschericha coli; 90% Ccistota,
Antibodies Online, Némecko)
o Konjugat: Krali¢i anti-mysi IgG protilatky proti kalretikulinu znacené
kienovou peroxidazou (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pouzité zarizeni:
o Dot-Blot DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK) - 96 blots, 3 mm
priamér
Pracovni postup:

Nejprve se provede ekvilibrace membrany ve 100% metanolu po dobu jedné
minuty. Hned poté se membrana pienese na aparaturu, kde se vytvoii vakuum.
Nasleduje druha ekvilibrace membrany, kdy je pipetou nadavkovano 100 pl PBS-T
do kazdé jamky membrany, promyti membrany je vhodné alespon dvakrat opakovat.
Poté se na membranu nanesou vzorky (3 pg) a negativni kontroly (2 pg BSA v PBS-T
pufru a 10 mM fosfatovy pufr pH 7,3). Negativni kontroly se nanaSeni vzdy ve 100 ul
na jamku (Obrazek 11). BSA v PBS-T pufru a 10 mM fosfatovy pufr pH 7,3 slouzi
jako nespecificky antigen pro ovéfeni piipadné nespecifické sorpce protilatek
Po naneseni vzorkil se jamky s naneSenymi vzorky jednordzove promyji 100 pl PBS-

T, aby doslo k lepSimu zataZeni vzorkd do PVDF membrany.

vzorek ——

— PB5-T

FO O‘——-Prazdnéjaml:a
e

Obrazek 11: Schéma nandsSeni vzorkii do jamek
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Nasledné se vyjme membrana z aparatury a necha se uschnout na vzduchu.
Po uschnuti membrany se provede jeji blokace 1 ml bloka¢niho roztoku po dobu
1 hodiny pii laboratorni teploté za stalého tiepani na tfepacce. Po ukonceni blokace
se membrany rychle promyji 3 x 1 ml promyvaciho pufru. Poté se na membrany
aplikuje primarni (testovand) protilatka v fedéni 1:1000 (1 pug Ab/1000 ul 0,25 % BSA
v PBS-T). Po inkubaci se promyje membrana 3 X 3 ml PBS-T pufru rychle a poté
se membrana promyje 3 x 3 ml PBS-T pufrem vzdy s inkubaci 5 minut pfi laboratorni
teploté za stalého tiepani na tiepacce. Po poslednim promyti se na membranu piida
konjugat (sekundarni protilatka znacend kienovou protildtkou) fedéni 1:1000.
Membrana s konjugatem se inkubuje 1 hodinu pfi laboratorni teploté za stalého tfepani
na tfepacce. Nakonec je po inkubaci pfidan substratovy roztok Opti-4CN™ Diluen
a Opti-4CN™ Substrate (roztok se ptipravi dle navodu od vyrobce). V substratovém
roztoku je membrana inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté za stalého trepani
na tfepacce. Po posledni inkubaci se membrana vyhodnoti denzitometricky

na ChemiDoc™ XRS + System a pomoci ImageLab™ softwaru.

3.13 Vazba anti-CALR 1gG molekul na nosi¢ s agar6zou a

Proteinem A
Pouzité roztoky:
* Ekvilibra¢ni pufr: 0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 + 0,15 M NaCl
* Regeneracni roztok: 0,1 M kyselina citronova pH 3,0
Pracovni postup:

Mikrokolonka s Proteinem A se promyje 10 x 1 ml ekvilibra¢niho pufru. Poté
se na kolonku napipetuje 1 ml vzorku anti-CALR IgG. Z tohoto vzorku se odpipetuje
10 pl a uchovaji se jako pivodni vzorek pro SDS-PAGE analyzu. Jakmile dosahne
hladina vzorku hladiny nosice, pfevrstvi se vzorek anti-CALR IgG malym mnoZstvim
ekvilibra¢niho pufru (zatazeni vzorku). Poté se kolona promyje 6 x 1 ml ekvilibracniho
pufru. Ctyii frakce jsou uchovany pro SDS-PAGE analyzu. Kolona je po izolaci anti-
CALR IgG regenerovana 5 x 1 ml regenerac¢niho pufru. Poté je kolona promyta 5 X 1

ml ekvilibraéniho pufru a uchovéna v lednici pti 4 °C.
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3.14 Vazba anti-CALR 1gG molekul na magnetické castice

s karboxylovou funkéni skupinou a s pridanim Sulfo-NHS
Pouzité roztoky:

o Promyvaci pufr ¢islo 1: 0,1 M MES pufr pH 5,0

o Promyvaci pufr ¢islo 2: PBS pufr pH 7,4

o Skladovaci pufr: PBS pufrpH 7,4
Pracovni postup:

Protilatky se imobilizuji dvou-krokovou karbodiimidovou metodou. 1 mg
magnetickych ¢astic Dynabeads® My One™ Carboxylic acid se promyje 5 x 1,5 ml
0,1 M MES pufrem pH 5,0. Po promyti se k promytym ¢asticim pfida smés EDAC
a Sulfo-NHS (7,5 mg/500 pl 0,1 M MES pufru pH 5,0 + 1,25 mg Sulfo-NHS).
K aktivaci ¢astic dojde béhem 10minutové inkubace pfi laboratorni teploté za mirného
otaCeni. Po aktivaci magnetickych ¢astic se nosi¢ promyje 2 x 1,5 ml 0,1 M MES
pufrem pH 5,0 a k magnetickému nosic¢i se prida roztok anti-CALR IgG klon 5.1.
Pted vlastnim napipetovdnim roztoku protilaitek se zné& odpipetuje 10 pl, které
se uchovaji jako pivodni vzorek na naslednou SDS-PAGE analyzu. Magnetické
Castice spolu s roztokem protilatek se nechaji inkubovat 3 hodiny pfi laboratorni
teploté za mirného otaceni nebo pies noc pii 4 °C za mirného otaceni. Po inkubaci
se nosi¢ s navazanymi protilatkami promyje 4 x 1 ml PBS pufru pH 7,4. Nosi¢
se uskladni v PBS pufru pH 7,4 pti 4 °C. VSechny promyvaci frakce se uchovaji
pro SDS-PAGE analyzu.

3.15 Ovéreni funkénosti pripraveného imunosorbentu

s imobilizovanymi anti-CALR 1gG pomoci imunokomplexu

Pouzité roztoky:
o Vazebny a promyvaci pufr ¢. 1: PBS pufr pH 7,4
o Vazebny a promyvaci pufr ¢. 2: TBT pufr pH 8,0
o Elu¢ni roztok: 0,05% TFA pH 2,3

99



Pracovni postup:

Ptipraveny imunosorbent (1 mg magnetickych castic s karboxylovou funkéni
skupinou s navazanymi anti-CALR IgG klon 5.1) byl promyt 3 x 0,5 ml PBS pufrem
pH 7,4. K promytému imunosorbentu se pfida 1 pg antigenu kalretikulinu a smés
se promicha. Smés antigenu s imunosorbentem senecha 1 hodinu inkubovat
pii laboratorni teploté za mirného otaceni na rotatoru. Po inkubaci se ze smési odebere
supernatant s nevyvazanym antigenem (tzv. frakce po vazb¢). Vazebna frakce se musi
zakoncentrovat na AMICON filtrech 100K/10K na objem 20 ul. Do zkumavky
se vlozi filtr, do n&j se napipetuje cely objem roztoku a zkumavka s filtrem se stoci
pii 13 000 otackach (11 739 x g) 10 minut. Po stoceni se ze zkumavky vyjme filtr
a obracené se vlozi do Cisté, pfedem pfipravené, zkumavky. Zkumavka s filtrem
se opét stoci pii 3 500 otackach (3160 x g) 2 minuty. Po inkubaci se nosi¢ promyje
3x0,5ml PBS pufrem pH 7,4.

Nasleduje eluce. Eluce probiha u nosice pomoci 0,05% TFA pH 2,3. Samotna
eluce probihala 2 X 15 minut pfi laboratorni teploté za mirného otaceni na rotatoru.
Ve chvili, kdy je eluce ukoncena se nosi¢ pormyje 3 X 0,5 ml PBS pufrem pH 7,4.
Ziskané eluce se zakoncentruji na AMICON filtrem 100K/10K na objem 20 pl.
Zakoncentrované vazebné frakce spolu se vSemi zakoncentrovanymi elucemi
se uchovaji pro dalsi SDS-PAGE analyzu. VsSechny zakoncentrované eluce
se uchovaji pro dalsi SDS-PAGE analyzu.

100



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo vytvorit funkéni imunosorbent pro vazbu
antigenu kalretikulinu. Na modelovych protilatkach se provedly prvni experimenty.
Modelovymi protilatkami byly lidské IgG protilatky izolované ze séra zdravych darct.
Pro vazbu modelovych IgG protilatek byly vybrany 4 rtizné zptisoby vazby s riznymi
typy magnetickych castic.

Podle nejlepsi vazby modelovych IgG protildtek na magnetické Castice
se pak vybral nejvhodné&jsi nosi¢ pro piipravu imunosorbentu s anti-CALR IgG.
Funk¢nost takového imunosorbentu byla ovéfena pomoci modelového vzorku

s pridavkem rekombinantniho proteinu kalretukulinu.

4.1 Priprava imunosorbentu se 4 riznymi typy nosici

Pro vazbu modelovych IgG protilatek byly pouzity ¢tyfi typy nosict:

o Magnetické Castice s hydrazidovou funk¢ni skupinou — HEMA-40% co-
EDMA-NHNH: (1 mg/45,9 pl)

o Magnetické castice s karboxylovou funkéni skupinou — Dynabeads® My
One™ Carboxylic acid (velikost ¢astic 1 um; 10 mg/ml; Invitrogen Dynal
AS, Oslo, Norsko)

o Magnetické &istice modifikované Proteinem A — PURE PROTEOM™
PROTEIN A (1,5-2,5 pg/ul vazebna kapacita (krali¢i IgG), Milipore Corp.,
Billerica, MA, USA)

o Magnetické ¢astice modifikované Streptavidinem — Dynabeads® My One™
Streptavidin C1 (10 mg/ 1 ml> 2,5 pmol protilatky/mg ¢astic; Invitrogen,
ThermoFischer, Waltham, MA, USA).

Dle funkéni skupiny na povrchu magnetickych ¢éstic byl vybran odpovidajici

zpusob imobilizace molekul IgG. U prvnich dvou typti mikrocastic se jednalo o tvorbu
kovalentni vazby, v ptfipadé druhych dvou nosi¢li se jednalo o tvorbu vazeb

nekovalentnich.
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4.1.1 Vazba 1gG molekul na magnetické ¢astice s hydrazidovou
funkéni skupinou

Prvnim pouzitym typem nosice byly magnetické castice s hydrazidovou funkéni
skupinou. Diky oxidaci se na volnych karbohydratovych fetézcich vytvori aldehydické

skupiny, které reaguji s hydrazidem. (Obrazek 12) [254].
Oxidation of carbohydrate residues

CH,OH CH,OH

° +Nalo,

0
OH —_— | H
HO o HO I ! o
[ C
HO 1l I
(o] (o]
Forming of aldehyde groups

OH

i1
—C — NH—N=C-H CH,0H

O=CGH 4

Site-directed immobilization
through carbohydrates

Obrazek 12: Schéma orientované imobilizace ligandii pres karbohydraty na magnetické
casice s hydrazidovou funkcni skupinou, prevzato z [261]

Oxidace modelovych lidskych IgG protilatek probéhla za pomoci jodistanu
sodného a nasledna vazba modelovych lidskych 1gG molekul na magnetické Castice
byla provedena podle navodu, ktery byl popsan v kapitole 3.7.

K vazbé lidskych 1gG molekul byl pouzil 1 mg magnetickych ¢astic
s hydrazidovou funkéni skupinou (HEMA-40% co-EDMA-NHNH2). K vazbé bylo
pouzito 50 pg lidskych IgG molekul. Pomoci SDS-PAGE byla zkontrolovana vazba
lidskych IgG molekul na magnetické castice s hydrazidovou funkéni skupinou.
Na 10% gel byl napipetovan pivodni vzorek IgG, vazebna frakce a prvni 3 promyvaci
frakce (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0). Gel byl obarven roztokem amoniakalniho stiibra
a vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™.

Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy je zobrazen na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Vysledny zdaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby modelovych IgG molekul
na magnetické castice s hydrazidovou funkcni skupinou

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2—4 promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufi pH 7,0), 5 — vazebna frakce (0,1

M fosfatovy pufrr pH 7,0), 6 — piivodni vzorek modelovych lidskych 19G protilatek; polyakrylamidovy 10% gel;
barveno roztokem amoniakalniho stribra.

V jamce €. 1 jsou viditelné prouzky smési proteinti o zndmych molekulovych
hmotnostech. Do jamek ¢. 2, 3, 4 byly napipetovany aliquoty promyvacich frakei.
Dojamky ¢. 5 byla napipetovana frakce vazebného roztoku s koncentraci I1gG
protilatek 50 pg, v jamce €. 6 se nachdzi vyrazny prouzek odpovidajici piivodnimu
vzorku lidskych IgG protilatek. Dle intenzity zabarveni a Sife prouzkti byla pomoci
ImageLab stanovena Uc¢innost vazby a to 77 %. Lze se domnivat, Ze pouze vétsi ¢ast
IgG molekul byla oxidovana a aktivovéana pro naslednou kovalentni vazbu. Na druhou
stranu se jedna o tzv. orientovanou vazbu, kdy nejprve dojde k oxidaci —OH skupiny
sacharidd, tvoficich glykosidické fetézce na Fc ¢asti IgG.

Tento zplsob vazby byl opakovdn minimalné 5x, vZdy s pfiblizné stejnym
vysledkem. Dosazené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 70 do 77 %, tedy pramérna

ucinnost vazby byla 73 %.
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4.1.2 Vazba 1gG molekul na magnetické castice s karboxylovou
funkéni skupinou

Druhym nosi¢em byly magnetické Castice s karboxylovou funkéni skupinou.
Vazba modelovych lidskych IgG molekul na magnetické Castice probé&hla dvou-
krokovou karbodiimidovou metodou s ptidavkem Sulfo-NHS (sitovadlo) [254].
V prvnim kroku se aktivovala karboxylova funk¢ni skupina na magnetickych casticich
pomoci EDAC karbodiimidu s Sulfo-NHS a vznikl esterovy meziprodukt. Ve druhém
kroku doslo k reakci esterového meziproduktu s aminovou funk¢ni skupinou na IgG

protilatkach a vznikla amidova vazba (Obrazek 14).

D»\\‘.{/

-

S
0 0 O= ol 0
o EDAC A Y, WY
Sulfo-NHS 0

Obrazek 14: Aktivace magnetickych cdstic pomoci EDAC a Sulfo-NHS, prevzato z [244]

Vazba modelovych lidskych IgG molekul na povrch magnetickych castic byla
provedena podle navodu, ktery byl popsan v kapitole 3.8.

K vazbé modelovych 1gG molekul byl pouzit 1 mg magnetickych c¢astic
s karboxylovou funkéni skupinou (Dynabeads® My One™ Carboxylic acid). K vazbg
bylo pouzito 50 ug modelovych lidskych IgG molekul. Pomoci SDS-PAGE byla
zkontrolovana vazba IgG molekul na magnetické Castice s karboxylovou funkéni
skupinou. Na 10% gel byl napipetovan ptvodni vzorek IgG, vazebna frakce (0,1 M
MES pufr pH 5,0) a prvni 3 promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4). Gel byl obarven
roztokem amoniakdlniho stfibra a vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System
se softwarem ImageLab™. Vysledny zdznam SDS-PAGE analyzy je zobrazen
na Obrazku 15.

104



MW -
250kDa | e -
150 kDa L=

100 kDa

75 kDa [r—

50 kDa Pra——
37 kDa G

Obrazek 15: Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy. kontrola vazby modelovych IgG molekul
na magnetické castice s karboxylovou funkcni skupinou

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2—4 promyvact frakce (0,1 M PBS pufr pH 7,4), 5 — vazebnd frakce (0,1 M
MES pufr pH 5,0), 6 — piivodni vzorek modelovych lidskych IgG protilatek; polyakrylamidovy 10% gel; barveno
roztokem amoniakdlniho stribra.

V jamce €. 1 jsou viditelné prouzky odpovidajici smési proteinli o zndmych
molekulovych hmotnostech. Do jamek ¢. 2, 3, 4 byly napipetovany aliquoty
promyvacich frakci. Do jamky ¢. 5 byla napipetovand vazebna frakce roztoku
s koncentraci IgG protilatek 50 pg, v jamce ¢. 6 se nachdzi vyrazny prouzek
odpovidajici pivodnimu vzorku lidskych IgG protilatek. Dle absence prouzkl
v roztoku po vazbé i v promyvacich frakcich byla pomoci ImagelLab stanovena
ucinnost vazby lidskych IgG molekul na 100 %.

Vazba IgG molekul na magnetické ¢astice byla tzv. neorientovana. To znamena,
ze 1 kdyZ se navazaly vSechny IgG molekuly na magnetické Castice, stale to nemusi
znamenat, ze na kazdou molekulu IgG se budou vazat dvé molekuly antigenu. -NH>
skupiny se vyskytuji podél celych fetézct, a tak se miize stat, ze vazba takové funkcni
skupiny v nekterych mistech IgG stéricky zabrani vazbé antigenu do vazebného mista

protilatky.
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Tento zplsob vazby byl opakovan minimalné 3x, vzdy s pfiblizné stejnym
vysledkem. Dosazené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 98 do 100 %, tedy

pramérna ucinnost vazby byla 99 %.

4.1.3 Vazba 1gG molekul na magnetické ¢astice s modifikovanym
Proteinem A

Jako tfeti nosi¢ byly pouzity magnetické ¢astice s kovalentné vazanym
Proteinem A. Protein A je imobilizovany a izoluje se z bakterie Staphylococcus
aureus. Protein A rozpoznava a specificky interaguje s tézkymi fetézci Fc oblasti
IgG protilatky. Diky tomu mtze dojit k orientaci imobilizované protilatky tak, ze jsou
mista pro vazajici se antigen nasmérovana ven. Vysledek této vazby je orientovana
kovalentni vazba (Obrazek 16) [238]. Je-li Protein A navazan na magnetické Castice,
tak 1ze vazbou Fc ¢asti IgG na kazdou subjednotku Proteinu A ziskat a jeho vazba
vytvori s IgG molekulami imunosorbent s orientované vazanymi molekulami IgG.
Vsechny IgG molekuly jsou stejné¢ kovalentné vazany a nedochazi ke stérickym
zabranam V prostoru vazebnych mist téchto protilatek. Diky orientované imobilizaci

protilatek IgG je zvySovana vazebna kapacita imunosorbentu [262].

Protein A/G Antibody Affinity-bound
Beads {19G) Immobilized Antibody

Obrazek 16: Schéma konjugace protildtky zajisténé Proteinem A nebo G, prevzato z [263]

Vazba modelovych lidskych IgG molekul na povrch magnetickych ¢astic byla
provedena podle navodu, ktery byl popsan v kapitole 3.9.

K vazbé modelovych 1gG molekul byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic PURE
PROTEOM™ PROTEIN A Magnetic Beads. K vazbé bylo pouZito 50 pg modelovych
lidskych 1gG molekul. Aby bylo mozné zajistit co nejvétsi stabilitu, byl pouzit Sulfo-
NHS jako sitovadlo. Pomoci SDS-PAGE byla zkontrolovdna vazba lidskych 1gG
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molekul na magnetické castice modifikované Proteinem A. Na 10% gel byl
napipetovan pivodni vzorek IgG, vazebna frakce a prvni 3 promyvaci frakce (0,1 M
fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl). Gel byl obarven roztokem amoniakalniho
stiibra a vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™.

Vysledny zdznam SDS-PAGE analyzy je zobrazen na Obrazku 17.
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Obrazek 17: Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby modelovych IgG molekul
na magnetické castice modifikované Proteinem A

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2—4 promyvaci frakce (0,1 M fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15 M NaCl), 5 -
vazebnd frakce (0,1 M fosfatového pufiu pH 7,2 s 0,15 M NaCl), 6 — puvodni vzorek modelovych lidskych IgG

protilatek; polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakalniho stribra.

V jamce €. 1 jsou viditelné prouzky odpovidajici smési proteinli o zndmych
molekulovych hmotnostech. Do jamek ¢. 2, 3, 4 byly napipetovany aliquoty
promyvacich frakci. Do jamky ¢. 5 byla napipetovana vazebna frakce roztoku
s koncentraci IgG protildtek 50 pg, v jamce ¢. 6 se nachazi vyrazny prouzek
odpovidajici plvodnimu vzorku lidskych IgG protilatek. Dle absence prouzkl
vV roztoku po vazbé i v promyvacich frakcich byla pomoci ImagelLab stanovena

ucinnost vazby lidskych IgG molekul na 100 %.
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Vazba IgG molekul na magnetické ¢astice byla tzv. neorientovana. To znamena,
ze 1 kdyz se navazaly vSechny IgG molekuly na magnetické ¢astice, stale to nemusi
znamenat, ze na kazdou molekulu IgG se budou vazat dvé molekuly antigenu. -NH>
skupiny se vyskytuji podél celych fetézcti, a tak se mlze stat, ze vazba takové funkcni
skupiny v n¢kterych mistech IgG stéricky zabrani vazbé antigenu do vazebného mista
protilatky.

Tento zplsob vazby byl opakovan minimalné 2x, vzdy s pfiblizné stejnym
vysledkem. Dosazené hodnoty se pohybovaly vrozmezi od 98 do 100 %, tedy

pramérnd ucinnost vazby byla 99 %.

414 Vazba 1gG molekul na magnetické castice modifikované
Streptavidinem

Poslednim typem nosice byly magnetické castice s kovalentné¢ vazanym
Streptavidinem. Jednalo se o magnetické ¢astice Dynabeads® My One™ Streptavidin
ClL

Biotinylace 1gG molekul

Pted vlastni vazbou IgG molekul byly IgG protilatky oxidovany jodistanem
sodnym a biotinylovany Hydrazid-biotinem. Hydrazid-biotin se vaze na aldehydy,
které vznikly oxidaci OH skupin na glykosidickych fetézcich a vznikne stabilni
hydrazonova vazba (Obrazek 18) [244,254]. Streptavidin je protei izolovany z bakterie
Streptomyces avidinii a vykazuje vysokou afinitu k biotinu, coz je vyuZzivano praveé

pro vazbu ligandl na pevnou fazi.
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Obrazek 18:Schéma biotinalyce oxidované IgG protilatky pomoci Hydrazid-biotin, prevzato z
[264]

ProtozZe je velka afinita mezi Streptavidinem a biotinem, je mozna vazba mezi
témito dvéma latkami. Vazba mezi povrchem magnetickych Castic S protilatkami

je orientovana (Obrazek 19) [244,254].

Biotinylated Antibody Streptavidin Biotin Conjugate Biotin Streptavidin Complex

Obrazek 19: Schéma vazby biotinylovanych IgG molekuly na Streptavidin, prevzato z [265]

Pro biotinylaci bylo pouzito 200 pg modelovych lidskych IgG protilatek. Takové
mnozstvi protilatek bylo pouZito, protoze se predpokladala 50% ztrata pii krocich jako
jsou oxidace IgG protilatek, jejich biotinylace a zakoncentrovani. Oxidace

a biotinylace probéhly podle pracovniho postupu popsaného v kapitole 3.10.

109



Vazba biotinylovanych IgG molekul se Streptavidinem na magnetické castice

K vazbé modelovych IgG molekul byl pouzit 1 mg magnetickych Castic
Dynabeads® My One™ Streptavidin C1. K vazbé bylo pouzito 25 pg biotinylovanych
lidskych 1gG molekul. Pomoci SDS-PAGE byla zkontrolovana vazba IgG
na magnetické ¢astice modifikované Streptavidinem.

Nasledna vazba biotinylovanych lidskych 1gG molekul probéhla podle
pracovniho postupu, ktery je popsan v kapitole 3.11. Na 12% gel byl napipetovan
puvodni vzorek oxidovanych 1gG protilatek ptfed biotinylaci, plvodni vzorek
biotinylovanych IgG po oxidaci, vazebna frakce a prvni 3 promyvaci frakce (PBS pufr
pH 7,4). Gel byl obarven roztokem amoniakalniho stfibra a vyhodnocen na stanici
ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Vysledny zdznam SDS-PAGE
analyzy je zobrazen na Obrazku 20.
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Obrazek 20: Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby modelovych IgG molekul
na magnetické cédstice modifikované Streptavidinem.

1 — piivodni vzorek oxidovanych lidskych IgG pred biotinylaci (0,5 pug na jamku), 2 — pivodni vzorek
biotinylovanych lidskych 1gG po oxidaci (0,5 ug na jamku), 3 — vazebnd frakce (PBS pufr pH 7,4, 4-6 promyvaci
frakce (PBS pufr pH 7,4), 7— standard molekulovych hmotnosti, 12% gel; barveno roztokem amoniakdlniho
stribra.

V jamce €. 1 jsou viditelné prouzky odpovidajici oxidovanym IgG protilatkam
pfed biotinylaci. Vjamce ¢ 2 jsou viditelny prouzky, které odpovidaji
biotinylovanych IgG protilatkdm, coz odpovida posunu pozice prouzkli smérem

k vyssi molekulové hmotnosti. Do jamky ¢. 3 byla napipetovana vazebna frakce
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biotinylovanych 1gG protildtek. Do jamek ¢. 4, 5, 6 byly napipetovany aliquoty
promyvacich frakci. V jamce ¢. 7 byla napipetovand smés proteinit o znamych
molekulovych hmotnostech. Dle intenzity zabarveni a §ife prouzki byla pomoci
ImageLab stanovena G¢innost vazby lidskych IgG molekul na 74 %. Uginnost vazby
modelovych hlgG na tyto magnetické ¢éstice je nizsi nez u predchozich tfech nosica.
Posun molekulové hmotnosti po biotinylaci je ziejmy, je tedy mozné se domnivat,
7e doslo k Gspésné vazbé biotinylovanych IgG molekul na nosi¢ se Streptavidinem.
Tento zplsob vazby byl opakovan minimalné 6x, vzdy s pfiblizné stejnym
vysledkem. DosaZzené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 68 do 74 %, tedy prum&rna

ucinnost vazby byla 71 %.

4.2 Vyhodnoceni nejlepsi vazby IgG molekul na razné typy
nosicu

Tabulka 2 shrnuje vSechny pouzité nosice a uc¢innost vazby s jakou se vazaly
modelové IgG molekuly. Podle Tabulky 2 je patrné, Ze nejlépe se vazaly modelové
IgG molekuly na magnetické ¢astice s karboxylovou funkéni skupinou (Dynabeads®
My One™ Carboxylic acid) a na magnetické &astice modifikované Proteinem A
(PURE PROTEOM™ PROTEIN A). Na oba tyto nosi¢e se modelové protilatky
vazaly se 100% tc¢innosti, proto byly tyto nosice pouZity i pro piipravu imunosorbenti
se specifickymi anti-CALR 1gG.

Zbylé dva nosi¢e s hydrazidovou funkéni skupinou a modifikované
Streptavidinem nemély tak vysokou ucinnost vazby IgG molekul jako ptedchozi dva.
Na magnetické castice s hydrazidovou funkéni skupinou (HEMA-40% co-EDMA-
NHNH>) se modelové lidské IgG molekuly vazaly se 77% tcinnosti. Na magnetické
astice modifikované Streptavidinem (Dynabeads® My One™ Streptavidin C1)
se modelové IgG molekuly vazaly se 74% tGcéinnosti. Ani jeden z téchto nosi¢ti nebyl
pouzit pro dalsi experimenty s anti-CALR IgG, protoze u téchto zpiusobu vazby

dochazelo k vyznamnym ztratam IgG protilatek z divodii oxidace a biotinylace.

111



Tabulka 2: Prehled pouzitych nosici a prehled vazeb modelovych higG protilatek

Mnozstvi Piedpoklddané Latkové Pocet molekul
Nosi¢ higG mnogst i hlgG mnoZstvi higG
vazané Vi g hl1gG molekul | navazanych na
.. | nalmg nosice o .
na nosic na 1 mg nosice 1 mg nosicCe
*MNP HEMA-40% | 50 pg | 38,62 pg hlgG= | 2,57*10"° mol 1,55*10%
co-EDMA-NHNH; hlgG 77,24 % hlgG hlgG molekul hlgG
*MNP —
Dynabeads® My 50 pg 50 pg hlgG= | 3,33*10"° mol 2,01*10%
One™ Carboxylic hlgG 100 % h 1gG hlgG molekul higG
acid
*
MNP PURE 50 pg 50 pg hlgG= | 3,33*10"° mol 2,01*10%
PROTEOM hlgG 100 % h 1gG hlgG molekul hlgG
PROTEIN A
*MNP Dynabeads® | 25ug | 18,57 pghlgG= | 1,238*10°mol |  7,46*10%
My One™ hlgG 74,28 % hlgG hlgG molekul hlgG
Streptavidin C1

*MNP — modifikované magnetické Castice

4.3 Dot-blot analyza

Dot-blot analyza se fadi mezi metody umoZiiujici identifikaci proteint. Na rozdil
od metody Western-blot chybi prvni separa¢ni krok, elektroforetické déleni proteint
neprobihd a vzorek s antigeny je davkovan pfimo na membranu. Vyhodou je, Ze tato
metoda neni ¢asoveé naroc¢na a spotieba vzorku i reagencii je mala. Dot-blot analyza

byla provedena podle navodu popsaného v kapitole 3.12.

Tato metoda méla dokézat, ze zkoumané protilatky proti kalretikulinu vykazuji
afinitu k pfislusnému antigenu (kalretikulinu). Na membranu byly naneseny 3 ug
antigenu na jamku, nespecificky antigen (BSA), poté byly napipetovany vhodné
nafedéné protilatky anti-CALR 1gG a slepy vzorek (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3).
Slepy vzorek byl pouzit pro ovéfeni ptipadné nespecifické sorpce proteinli ze vzorku
a také biokonjugatu. Dale byl na membranu nanesen konjugat (krali¢i anti-mysi IgG
protilatky proti kalretikulinu znacené kienovou peroxiddzou. Vznikly imunokomplex
byl vyhodnocen kolorimetricky pomoci komeréniho kitu Opti-4CN™. Kompletni
vysledek byl vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem
ImageLab™. Vysledny zdznam Dot-blot analyzy je zobrazen na Obrazku 21 a 22.
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Obrazek 21: Vysledek Dot-blot analyzy, testovani vybranych protilatek ant-CALR 19G s
rekombinantnim proteinem CALR

1 — anti-CALR IgG kilon 9B4 (monoklondlni mysi protilatky, purifikované), 2 — anti-CALR 1gG klon 8B3
(monoklondlni mysi protilatky, purifikované), 3 — anti-CALR IgG klon 5C1 (monoklondlni mysi protildtky,
purifikované), 4 — anti-CALR IgG klon 2G8 (monoklondlni mysi protilatky), 5 — anti-CALR 1gG klon 4D4
(monoklonalni mysi protilatky purifikované).

Obrazek 22: Vysledek Dot-blot analyzy, testovani vybranych protildatek ant-CALR 1gG s
rekombinantnim proteinem CALR

1 — anti-CALR IgG kilon 5.1 (monoklondlni mysi protildtky, nepurifikované), 2 — anti-CALR 1gG klon 5.2
(monoklondlni mysi protilatky, nepurifikované), 3 — anti-CALR IgG klon 6.1 (monoklondlni mysi protildtky,
nepurifikované), 4 — anti-CALR IgG klon 6.2 (monoklondlni mysi protildtky, nepurifikované).

Vysledky Dot-blot analyzy byly hodnoceny pouze vizualné. Vysledky Dot-blot
potvrzuji reaktivitu antigenu s protilatkami anti-CALR I1gG klon 4D4, 9B4
a monoklonalni mysi anti-CALR I1gG klon 5.1 v kultivaénim médiu. Dle vysledki
Dot-blot analyzy byly pro dalsi experimenty (imobilizace na dva druhy magnetickych
¢astic (magnetické ¢astice modifikované proteinem A, magnetické castice s -COOH
funkéni skupinou)) vybrany monoklonalni mysi anti-CALR IgG purifikované klon

4D4 a 9B4 a nepurifikované monoklonalni mysi anti-CALR IgG klon 5.1.
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4.4 Priprava imunosorbentu pro zachyt biomarkeru zanétu
kalretikulinu

Pro piipravu imunosorbenti pro zachyt kalretikulinu, biomarketu zanétu, byly
vybrany 2 nosice, na které se modelové lidské IgG molekuly vazaly nejlépe (PURE
PROTEOM™ PROTEIN A, Dynabeads® My One™ Carboxylic acid) Zptisoby vazby
anti-CALR IgG molekul se u obou nosi¢u lisily. Na magnetické ¢astice modifikované
Proteinem A se vazaly anti-CALR 1gG molekuly nekovalentné diky mnohym
nekovalentnim interakcim, na magnetické Castice s karboxylovou funkéni skupinou
probihala vazba anti-CALR 1gG molekul kovalentn¢, avSak nekontrolovatelné,

co se tyce orientace IgG molekuly k povrchu nosice.

4.4.1 Vazba specifickych anti-CALR 1gG molekul na nosi¢ s agarézou

a s Proteinem A
Po piedchozich netspésnych pokusech navazat anti-CALR IgG molekuly
na magnetické ¢astice modifikované Proteinem A, byl pro tento experiment pouzit

nosi¢ s vazanym Proteinem A.

Vazba specifickych anti-CALR 1gG molekul na nosi¢ byla provedena podle
navodu, ktery byl popsan v kapitole 3.13. Pro vazbu anti-CALR IgG molekul byla
pouzita plastova mikrokolona Bio-Spin (5 cm, objem 1,2 ml, Bio-Rad, USA) naplnéna
Affi-Gelem Protein A s kapacitou 8-10 mg IgG/nosi¢. Pevnou fézi tvofila kovalentné
provazana a stabilizovana agaro6za, na jejiZz povrch byl Protein A kovalentné vazan.
K vazbé byl pouzit 1 ml anti-CALR IgG molekul klon 4D4 a 9B4. Pomoci SDS-PAGE
byla zkontrolovana vazba IgG na nosi¢ s Proteinem A. Na 10% gel byl napipetovan
puvodni vzorek anti-CALR IgG, vazebna frakce a prvni 4 promyvaci frakce
(0,1 M fosfatovych pufr pH 8,0 s0,15 M NaCl). Gel byl obarven roztokem
amoniakalniho stifbra a vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System
se softwarem ImageLab™. Vysledny ziznam SDS-PAGE analyzy je zobrazen
na Obrazku 23 a 24.
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Obrdazek 23: Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby anti-CALR 1gG molekul
(klon 9B4) na nosic s Proteinem A

1 — piivodni vzorek anti-CALR 1gG molekul klon 4D4 (0,5 ug na jamku), 2 — vazebnd frakce (0,1 M fosfatovych
pufr pH 8,0 s 0,15 M NaCl), 3-6 promyvaci frakce (0,1 M fosfatovych pufir pH 8,0 s 0,15 M NaCl),7 — standard

molekulovych hmotnosti; polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakalniho stribra.

V jamce €. 1 jsou viditelné prouzky odpovidajici pivodnimu vzorku anti-CALR
1gG molekul klon 4D4. Do jamky ¢. 2 byla napipetovana vazebna frakce roztoku anti-
CALR IgG klon 4D4. Do jamek ¢. 3, 4, 5, 6 byly napipetovany aliquoty promyvacich
frakci. V jamce €. 7 jsou viditelné prouzky odpovidajici smési proteinti o znamych
molekulovych hmotnostech. V tomto ptipad€ byla hodnocena vazby anti-CALR 1gG
molekul pouze vizualné. Anti-CALR 1gG molekuly se nanosic¢ s Proteinem A zdanlive
navazaly, ale v promyvacich krocich doSlo k jejich opétovnému vymyti.

Pravdépodobné se jednalo 0 slabé interakce v diisledku nespecifické sorpce.
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Obrazek 24: Vysledny zdznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby anti-CALR 1gG molekul
(klon 9B4) na nosic s Proteinem A

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,15 M NaCl), 3-4
promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,15 M NaCl), 5 — vazebnd frakce (0,1 M fosféitovy pufi pH 8,0
50,15 M NaCl), 6 — puvodni vzorek anti-CALR IgG molekul kion 9B4 (0,5 ug na jamku); polyakrylamidovy 10%
gel; barveno roztokem amoniakalniho stiibra.

Vazba anti-CALR 1gG molekul klon 9B4 na nosi¢ s Proteinem A probihala za
stejnych podminek jako pifedchozi vazba. V jamce ¢. 1 jsou viditelné prouzky
odpovidajici smési proteini o znamych molekulovych hmotnostech. Do jamek €. 2, 3,
4 byly napipetovany aliquoty promyvacich frakci. Do jamky €. 5 byla napipetovana
vazebna frakce roztoku anti-CALR IgG klon 9B4. V jamce €. 6 jsou viditelné prouzky
odpovidajici ptivodnimu vzorku anti-CALR 1gG molekul klon 9B4. V tomto piipadé
byla hodnocena vazby anti-CALR 1gG pouze vizualné. Anti-CALR IgG molekuly
se na nosi¢ s Proteinem A navazaly, ale v promyvacich krocich doslo k jejich vymyti.
K pouhé nespecifické sorpci anti-CALR IgG molekul dochazelo pravdépodobné
proto, Ze pouzité protilatky anti-CALR IgG vyrobené hybridomovou technologii byly
mySiho plvodu a maji slabsi afinitu k Proteinu A nez protilatky lidskeé, alespon

co se tyce podtiidy IgG1. Tabulka 3 znazoriuje pichled vazeb protilatek k Proteinu A.
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Tabulka 3: Prehled sily vazby protilatek k Proteinu A, prevzato a upraveno [266]

4.4.2 Vazba specifickych anti-CALR 1gG molekul na magnetické

¢astice s karboxylovou funkéni skupinou

Vazba specifickych anti-CALR IgG molekul klon 5.1 na povrch magnetickych
castic s karboxylovou funkéni skupinou byla provedena podle navodu, ktery
byl popsan v kapitole 3.14.

K vazb& byl pouzit 1 mg magnetickych &istic (Dynabeads® My One™
Carboxylic acid) a pouzito 20 ug specifickych anti-CALR 1gG molekul klon 5.1.
Sulfo-NHS byl pouzit jako sitovadlo kvili lepsi stabilité a uc¢innosti vazby. Pomoci
SDS-PAGE byla zkontrolovana vazba specifickych anti-CALR 1gG molekul klon 5.1
na magnetické Castice s karboxylovou funkéni skupinou. Na 10% gel byl napipetovan

puvodni vzorek specifickych anti-CALR 1gG molekul, vazebna frakce (0,1 M MES
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pufr pH 5,0) a prvni 3 promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4). Gel byl obarven roztokem
amoniakalniho stifbra a vyhodnocen na stanici ChemiDoc™XRS+System
se softwarem ImageLab™. Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy je zobrazen
na Obrazku 25.

1 2 3 4 5 6 7 MW
B [— 250 kDa
P | 150 kDa
100 kDa
- -
— 75 kDa
P 50 kDa
W 37kDa

Obrazek 25: Vysledny zdaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby anti-CALR 1gG molekul
(klon 5.1) na magnetické castice s karboxylovou funkcni skupinou

1 — puvodni vzorek anti-CALR 1gG molekul klon 5.1 standard molekulovych hmotnosti, 2 — vazebnd frakce (0,1 M
MES puf pH 5,0), 3-6 — promyvaci frakce (0,1 M PBS pufi pH 7,4), 7— vazebna frakce (0,1 M MES pufr pH 5,0),
7 — standard molekulovych hmotnosti; polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakalniho stiibra.

V jamce €. 1 se nachazi vyrazny prouzek odpovidajici vzorku anti-CALR 1gG
protilatek klon 5.1 Do jamky €. 2 byla napipetovana vazebna frakce roztoku
s koncentraci anti-CALR IgG protilatek 20 pg. Do jamek ¢. 3, 4, 5, 6 byly
napipetovany aliquoty promyvacich frakci. V jamce ¢. 7 jsou viditelné prouzky
odpovidajici smési proteinii o znamych molekulovych hmotnostech. Dle intenzity
zabarveni a Sife prouzkl byla pomoci ImageLab stanovena u¢innost vazby a to 88 %.

Tento zplsob vazby byl opakovan minimélné 2x, vzdy s pfiblizné stejnym
vysledkem. Dosazené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 86 do 88 %, tedy primérna

ucinnost vazby byla 87 %.
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4.5 Ovéreni funk¢énosti Imunosorbentu

K ovéteni funkCnosti vytvofeného imunosorbentu byly vybrany magnetické
Castice s karboxylovou funk¢éni skupinou s navazanymi monoklondlnimi mySimi

protilatkami (klon 5.1) se specifitou proti kalretikulinu.

Pro samotnou vazbu byly zvoleny 2 pg antigenu kalretikulinu (rekombinantni
protein, lidsky, produkovany v Escherichia coli). Vazba antigenu probihala podle
navodu popsaného v kapitole 3.15. Pomoci SDS-PAGE analyzy byla zkontrolovana
vazba antigenu kalretikulinu na pfipraveny imunosorbent. Na 12% gel (lepsi zachyt
antigenu kalretikulinu) byl napipetovan vzorek po vazbé a elu¢ni frakce (0,05% roztok
TFA pH 2,3). Gel byl obarven roztokem amoniakalniho stfibra a vyhodnocen
na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Vysledny zaznam
SDS-PAGE analyzy je zobrazen na Obrazku 26 a 27.
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Obrazek 26:. Vysledny zaznam SDS-PAGE analyzy: kontrola vazby a eluce antigenu
kalretikulinu na/z imunosorbent/u (PBS pufr pH 7,4)

1 — vazebna frakce antigenu kalretikulinu (PBS pufr pH 7,4), 2 — standard molekulovych hmotnosti, 3 — elucni

frakce (0,05% TFA roztok pH 2,3); polyakrylamidovy 12% gel; barveno roztokem amoniakdlniho stribra.

V jamce €. 1 se nachazi vyrazny prouzek odpovidajici vazebné frakci vzorku
antigenu Kkalretikulinu (PBS pufr pH 7,4), v jamce €. 2 jsou vidét vyrazné prouzky
odpovidajici smési proteinii o znamych molekulovych hmotnostech. V jamce ¢. 3

je napipetovana elucni frakce (0,05% roztok TFA pH 2,3). V tomto piipadé byla
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hodnocena vazba antigenu kalretikulinu na imunosorbent pouze vizualn¢. Pro ovéfeni
funk¢nosti imunosorbentu byl pouzit antigen rekombinantniho proteinu kalretikulinu.

Vazba kalretikulinu na imunosorbent a jeho nasledna eluce (0,05% roztok TFA pH

2,3) byla potvrzena.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit vhodny imunosorbent pro zachyt
kalretikulinu, biomarkeru zanétu, ve vzorcich plodové vody. Kalretikulin
je glykoprotein nachazejici se v Ilumen endoplazmatického retikula. Vyznam
kalretikulinu v plodové vod¢ zatim neni zcela jasny, ale védci se domnivaji, Zze jeho
zvySujici se koncentrace by mohla souviset s postupujicim intrauterinnim zanétem.
Proto byl vybran jako jeden ze 3 biomarkerit zpisobujici PPROM v disledku

intrauterinniho zanétu.

Ptipraveny imunosorbent vznikl vazbou specifickych anti-CALR 19G
na povrchu magnetickych ¢astic se specifickou funkéni skupinou. Vhodné magnetické
¢astice pro piipravu imunosorbentu pro zachyt kalretikulinu byly vybrany na zékladé
vazeb modelovych IgG molekul se c¢tyfmi rlznymi typy nosicd. V zéavislosti
na ucinnosti vazby 1gG molekul na povrch magnetickych ¢astic, byly vybrany 2 nosice
jejichz ucinnost vazby byla nejvyssi.

Nosi€ na bazi magnetickych ¢astic s karboxylovou funkéni skupinou byl Gspésné
pouzit pro vazbu anti-CALR IgG molekul. Specifita a funkénost imunosorbentu byla
nasledné ovéfena pomoci lidského kalretikulinu, jeho rekombinantni formy. Vazba
a nasledna eluce byla experimentalné potvrzena. Nosi¢ mize byt pouzit jako soucast

senzoru pro simultanni stanoveni tfech biomarkerti v plodové vodé.
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