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ANOTACE

Tato diplomova préce se zabyva proteomickou analyzou choroby pojivové tkané
zvané clubfoot.

Analyza byla provedena na Sesti vzorcich patficich osobdm muzského pohlavi,
které k nam byly doru¢eny z Nemocnice Na Bulovce v Praze. Analyza byla provedena 1D
elektroforézou, 2D elektroforézou a nasledné¢ hmotnostni spektrometrii.

Zjistovaly se rozdily mezi vnitini (M) a vnéj$i (L) casti chodidla. V M ¢asti
chodidla se nachazi vice kolagenu I1l. a V1., v L ¢asti chodidla se nachazi vice kolagenu

XII. a XIV., zato méné¢ kolagenu VI.

KLICOVA SLOVA
1D elektroforéza, 2D elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, clubfoot

TITLE

Proteomic analysis of connective tissue disease

ANNOTATION

This thesis is about proteomic analysis of connective tissue disease called clubfoot.
We analyzed seven samples belonging to persons of the male gender that were delivered to
us from hospital Na Bulovce in Prague. Analysis was performed by 1D electrophoresis, 2D
electrophoresis and mass spectrometry.

We were searching for the differences between the medial (M) and lateral (L) part
of the foot. In the M part of the foot we found more collagen Ill. and V1., in the L part of

the foot we found more collagen XI1. and XIV., but less collagen V1.

KEYWORDS

1D electrophoresis, 2D electrophoresis, mass spectrometry, clubfoot
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Uvod

Onemocnéni pes equinovarus neboli clubfoot je vrozena deformita jedné ¢i obou
dolnich koncetin. Sviij nazev clubfoot ziskala tato choroba vzhledem k vizualni spojitosti
s onemocnénim koni, proto je také zndma i pod ndzvem ,,koniskd noha®. Jedna se o
pomeérné Castou vrozenou vadu, kterd postihuje jedno ze 700 narozenych déti. Ptiblizné
polovina déti trpicich touto nemoci ma postizené ob¢ dolni koncetiny, coz se oznacuje jako
bilateralni clubfoot. U vétsiny piipadu je postizena pouze jedna konéetina. Co se tyce
cetnosti vyskytu onemocnéni u pohlavi, u muzii se tato nemoc vyskytuje dvakrat Castéji
nez u zen.

Klinicky obraz koncetiny nam odhaluje, Ze postiZzena koncetina je v plantarni flexi,
pficemz Achillova §lacha je zkracena. Pokud pacient neni 1é¢en, chodi ¢asto po kotnicich
¢i po hranéach chodidel. Pokud je vSak podroben 1é¢bé, Casto se plné€ uzdravi jiz béhem
raného détstvi a je schopen chodit stejné jako zdravy jedinec a i rekreacné sportovat.

Existuje mnoho hypotéz zabyvajicich se tim, jak clubfoot vznika, pficemz
vyznamny vliv ma& mit genetika, prostfedi ¢i kombinace obojiho. Ac¢koliv dosud nebyla
objasnéna pficina vzniku choroby, vétSina studii souhlasi s vlivem vice nez jedné.
Abnormality v pojivové tkani jsou spojeny s pritomnosti zvySené koncentrace vaziva ve
svalech, vazech a §lachovych pouzdrech. Dalsi naznaky nam ftikaji, ze mutace v genech,
které se podileji na vyvoji svall, zejména téch, které koduji svalovy kontrakéni komplex,
jsou rizikovymi faktory pro vznik clubfootu.

Clubfoot je obvykle diagnostikovan ihned po narozeni vizualnim zhodnocenim
chodidla, ptfi¢emz diagnoza je potvrzena rentgenovym snimkem. V nékterych ptipadech je
mozné zjistit onemocnéni jesté pfed narozenim pomoci ultrazvuku. MoZznost onemocnéni
clubfootem byva vyraznéjsi, pokud jsou zavazn¢ postizeny ob¢€ nohy.

Existuje pouze omezené mnozstvi 1éCebnych postupi, pfiCemz by se s 1€cbou mélo
zacCit nejlépe bezprostiedné po stanoveni diagndzy. Mezi 1€cebné postupy patii
Francouzska metoda, Ponsetiho metoda a operace.

Cilem této diplomové prace je provést analyzu zmén pojivové tkané u vrozené
choroby pes equinovarus neboli clubfoot, a to prostiednictvim uziti 2D elektroforézy a

hmotnostni spektrometrie.
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1  TEORETICKA CAST

1.1 Historie onemocnéni pes equinovarus

Idiopaticka koniska noha, zvana clubfoot, se vyznacuje komplexni trojrozmérnou
deformitou nohy a je jednim z nejéastéjsich problému v détské ortopedii. Incidence této
vrozené vady je 1 na 700 narozenych déti (Dobbs et al., 2000)

Termin ortopedie poprvé pouzil roku 1741 Iékai Nicholas André z patizské
univerzity, jemuz se dodnes fika ,,otec ortopedie®. Slovo ortopedie pochazi z feckych slov
orthos (ptimy) a paidion (dit¢). Profesor mediciny André publikoval knihu nazvanou
L"Orthopédie v niz stanovil zasady prevence a napravy deformit a podrobné popsal
konzervativni 1é¢bu clubfootu. (Ellis, 2000)

Clubfoot byl poprvé vyobrazen jiz na davnych egyptskych kresbach nalezenych na
sténach hrobek. Prvni pisemna zminka o clubfootu pochazi z roku 400 pf.n.1. od
Hippokrata, ktery véfil, Ze pfi¢inou vzniku onemocnéni miize byt mechanicky tlak. (Dobbs
et al., 2000)

Tak vznikla mechanisticka teorie, kterd spocivala v pfesvéd€eni, Ze béhem
téhotenstvi dochazi k restrikei chodidla délohou. Ta zpiisobuje omezeni pohybu chodidla
plodu, ¢imz je zptisoben clubfoot. Zastanci této teorie véfili, ze clubfoot vznika
kvili oligohydramniové sekvenci (syndromu Potterové). Véfili, Ze pfi¢inou vzniku nemoci
je snizené mnozstvi plodové vody. Nicméné oligohydramniova sekvence je obvykle
spojena s dal$imi vyvojovymi anomaliemi a sama o sobé¢ mize mit neurologickou pticinu.
Pfi raném odbéru plodové vody (amniocentéze) byla unikajici plodovéa voda potvrzena jen
v n¢kterych ptipadech, coz napovida, Ze mechanismus stojici za vznikem clubfootu mutize
mit jinou etiologii. Zasadnim argumentem proti mechanistické hypotéze je skutecnost, ze
clubfoot mtize byt detekovan od druhého trimestru, tedy dlouho pted tim, nez je d€lozni
tlak na embryo vyvijen. (Miedzybrodzka, 2003)

Hippokrates jako prvni popsal metody uzivané pro korekci chodidla, jeZ jsou velmi
podobné soucasnym konzervativnim metodam. Vysvétlil dveé diulezité zasady pii 1€€be
clubfootu, které byly ptevzaty dalSimi generacemi. Prokazal, Ze drtivou vétSinu piipadi 1ze
uspésné 1é€it pomoci mnohondsobné manipulace, a Ze 1écba by méla byt zahdjena co
nejdiive, aby se deformace kosti nestihla etablovat. Pochopil také, Ze je nemozné zavést
nohu do normalni polohy bez 1¢cby. Chodidlo musi byt napraveno a poté se musi nechat

zafixované v piirozené poloze, aby se zabranilo recidivé. (Dobbs et al., 2000)
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Hippokrates zac¢inal s 1é¢bou clubfootu co nejdiive to bylo mozné, nejlépe ihned po
porodu. Jeho technika spocivala v opakované manipulaci s postizenou nohou, pficemz po
manipulaci nasledovala aplikace silnych obvazl pro udrzeni korekce. Ackoliv se
nezachoval zadny konkrétni pisemny popis skuteéné provadénych manipulaci, existuje
zminka o vyznamu mirnosti v korekci deformity, jinak by mohlo dojit k hyperkorekci. Po
dosazeni optimalni polohy chodidla se nosila specialni obuv, aby byla korekce zachovana,
a zabranilo se tak opakované deformaci. (Dobbs et al., 2000)

Od poloviny 18. stoleti az do chvile, kdy Antonio Scarpa roku 1803 vydal Memoir
on Congenital Clubfoot of Children se na tuto nemoc neupiralo tolik pozornosti. Scarpova
monografie nam poskytuje popis jeho pojeti deformity. Povazoval hlezenni kost za
normalni v poloze i v tvaru. Myslel si, ze deformace nastava kvuli dislokaci ptedni ¢asti
nohy smérem dovnitt k hlavé hlezenni kosti. Jeho 1écba zahrnovala silnou manipulaci, po
které nasledovala aplikace komplikovaného mechanického zatizeni, pozd¢ji znamého jako
Scarpova bota. Jeho metoda osetieni nikdy nebyla usp€sné pouzita nikym jinym, a proto

nebyla pfijata $ir$i vefejnosti. (Dobbs et al., 2000)

Obrazek ¢. 1: Lécba pes equinovarus (Desai et al., 2010)

V roce 1818 popsal Scarpa jako prvni patologickou anatomii nemoci a urcil kostni
deformitu hlezna jakoZto primarni pfi¢inu vzniku nemoci, zatimco posun dal$ich tarzalnich
kosti okolo hlezna oznacil za pfi¢inu sekundarni. (Windisch et al., 2007)

V roce 1806 publikoval jisty Timothy Sheldrake, ktery byl mimotadné dobrym
vyrobcem dlah, esej nazvanou Distortion of children’s legs and feet. Jeho praktické
zkuSenosti s 1écbou kosternich deformit mu ziskaly respekt mnoha vlivnych 1ékati a
zastupy pacientii. Sheldrake 1é¢il i samotného George Gordona Byrona, jednoho
Z nejvyznamnéjSich basnikl anglického romantismu. Pravé pro n¢j vyrobil na zaklad¢

doporuceni nejprve ortézu a posléze chirurgické boty. V roce 1798 vydal A Practical
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Essay on the Clubfoot a pozdéji se stal ¢astym pfispévatelem do ¢asopisu Lancet.
(Youngquist, 2003)

Sheldrake pouzival obvazy stejné jako Hippokrates. Tvrdil, Ze vétSina jeho pacienti
muze byt uzdravena béhem dvou az tfi mésict. VéEfil, ze polovina postizeni je zpisobena
deformitou vazl a druha deformitou svalt. Byl zastancem tvrzeni, Ze pokud se u déti zac¢ne
s 1é&bou ve dvou mésicich véku, bude vie v poradku jiz ve chvili, kdy za¢nou chodit. Cim
je dité starsi a ¢im pozdé&ji se s 1é¢bou zacéne, tim déle trva, nez se vyléci (Dobbs et al.,
2000).

Jeden z nejvyznamnéjSich némeckych chirurgti 19. stoleti, Richard Von Volkman, byl
autorem alternativni teorie zastaveni vyvoje plodu. Teorie, jez vznikla v roce 1863, zastava
nazor, ze ¢asné zastaveni vyvoje plodu v zarode¢ném zivoté je pti¢inou vzniku clubfootu.
Podle této teorie je noha equinovarozni a koriguje pronaci nohy pfi narozeni. Vyvoj plodu
nohy je zastaven z diivodu vlastni chyby nebo prostiedi, coz brzdi opravu polohy chodidla
do normalni polohy pronace a méa za nasledek vznik clubfootu. (Anand et Sala, 2008)

Jak je z historie patrné, koniska noha je jiz dlouhou dobu nevytesenou ortopedickou
vyzvou. Problém clubfootu je vazné&jsi v rozvojovych zemich, kde ¢asto dochazi
K pozdnimu ptikroceni k 1é¢bé ¢i v nékterych piipadech dokonce i k odmitnuti 1écby. Svou
vinu v tomto piipadé nese povércivost lidi, ktera je pevné svazana s timto onemocnénim.

Ackoliv se v odborné literatufe setkdme s mnozstvim informaci o riznych zplisobech
1é¢by, od bandazi provadénych Hippokratem az po chirurgickou 1é€bu provadénou Kitem,
stale neexistuje jedind definitivni metoda 1écby a nebude existovat az do chvile, nezZ se
dosahne konecného cile - funk¢niho, bezbolestného a plantigradniho chodidla bez kalusii.

(Pulak et Swammy, 2012)
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1.2 Charakteristika onemocnéni

Idiopaticka koniska noha je nejcastéjsi vrozenou vadou pohybového aparatu, ktera
postihuje v priiméru jednoho ze sedmi set padesati novorozenctll. Vétsina ortopedt souhlasi
s tim, Ze prvni moZnost 1é¢by ma byt nechirurgicka a ma zacit ihned po narozeni. V
poslednich letech vyzkumy prokazaly aspésnost korekce chodidla Ponsetiho metodou u
vice nez devadesati péti procent nemocnych postizenych clubfootem. (Terrazas — Lafargue
et Morcuende, 2007)

Clubfoot je deformitou nohy, ktera je charakterizovana equinozni polohou zadni ¢asti
chodidla, aduktem, varem stfedni ¢asti chodidla a vyklenutou nohou. Cilem 1é¢by je co
nejdiive a idealn¢ uplné opravit deformitu a udrzovat korekei s ristem dokud skelet
nedozraje. To by mélo mit za nasledek pruznou, nebolestivou nohu. (Foster et Davis, 2007)

Idiopaticka konska noha je charakterizovana chodidlem ve tvaru fazole, ktera se
vyznacuje medialnim plantdrnim rozstépem, hlubokym zadnim rozs§tépem a vyssi Grovni
atrofie svali a lytek. Tfemi hlavnimi komponentami deformity jsou: equinus, varus a
adductus, jez jsou ziejmé jiz pii vySetieni. Postoj kolene je obvykle ohnuty, ale v pfipadé
koniské nohy je poloha kolene hyperextenzni. Ostatni ¢asti téla by mély byt téz
prozkoumany za uc¢elem vylouceni jiné anomalie. Pfitomnost dalSich anomalii znamena
non-idiopaticky typ konské nohy, ktery ma $patnou prognozu. (Anand et Sala, 2008)

Onemocnéni pes equinovarus, jinak zvany clubfoot, je vrozenou deformitou dolni
koncetiny, jez je identifikovana fixaci nohy v plantarni flexi, adukci, varem a supinaci.
(Ostadal et al., 2015)

Clubfoot
Normal in baby

FADAM.
Obrazek ¢. 2: Porovnani zdravého chodidla a chodidla s clubfootem, (Keck medicine, 2015)

Clubfoot se vyskytuje piiblizné u jednoho z tisice narozenych déti ve Spojeném
kralovstvi, ptficemz mezi obyvateli Polynésie se vyskytuje az Sestkrat ¢astéji. Pomér muza
vaci Zenam je tii ku jedné a az padesat procent piipadd je bilateralni clubfoot. Shoda u
monozygotnich dvojcat je tficet tii procent a pokud jeden sourozenec trpi clubfootem, tak

moznost, ze onemocni druhy sourozenec, stoupa az o tficet procent. (Cooke et al, 2008)
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AC¢ je clubfoot rozpoznatelny jiz pfi narozeni, zavaznost deformity se mize lisit od
mirné az po extrémni formu. Pokud neni nemoc patfi¢né¢ 1éCena, déti trpici timto
onemocnénim chodi po hranach chodidel, coz ma za nasledek tvorbu kalusu, potencialnich
koZnich a kostnich infekci a zna¢né omezeni mobility v pozdéj$im véku. Nejzavaznéjsi
deformity se vyskytuji v zadni ¢asti nohy. Jak hlezenni kost (talus), tak i patni kost je
deformovana a je zatoCena a ¢lunkovita kost je medialné posunuta a mtize byt v kontaktu
s vnitinim kotnikem. Nejvyraznéjsi abnormalitou koncetiny zasazené clubfootem je atrofie
nohy a lytka. (Macnicol et Murray, 2008)

Hypoplazie svalt dolnich koncetin je pfi narozeni béZnym nalezem, ktery ziistdva i po
odpovidajici terapii. Clubfoot ma povétSinou tendenci prezentovat se na pravé strang.
Etiologie clubfootu nebyla dosud pIn¢ objasnéna, i kdyz je zfejmé, Ze existuje cela fada
ekologickych a genetickych ptispévatelt k etiopatogenezi clubfootu. Odhaduje se, ze 20 az
25% pacientl trpicich koniskou nohou je spojeno se syndromovou etiologii, jako je distalni
artrogrypéza (DA), vrozena myopatie, myotonicka dystrofie, a dokonce i nékolik

chromozomalnich syndromi. (Bacino et Hecht, 2014)

Severe tibio-talar

| plantar flexion
1 Medial talar neck inclination

Severe
medial
displacement
of navicular

Adducted
an
inverted

calcaneus e . g - . PR Wedge-shaped
e navicular

Wedge-shaped
head of talus

Wedge-shaped distal
calcaneal articular surface
Medially displaced cuboid

Obrazek ¢. 3: Anatomie deformity zpisobené clubfootem (Foster et Davies, 2007)

Jak jiz bylo feceno, nejvyrazngjsi abnormalitou koncetiny zasazené clubfootem je
atrofie nohy a lytka. Rozdil v obvodu lytka charakterizuje jednostranny (unilateralni)
clubfoot a bylo prokazano, ze se délka koncetiny li$i. Neurologicka nerovnovaha zptisobuje
primarni subluxaci nebo dislokaci talonavikularniho kloubu (spojeni) s medialni odchylkou
krcku a hlavice talu. Chodidlo je oto¢eno na paté a piedni noha je supinovana, coz je
spojeno s equindznim stavem. Casto neni ziejmé, Ze pilit kosti, ktery tvoti medialni hranici
ptfedni ¢asti nohy je otocen, coz ma za nasledek deformitu cavu, ktery je asto nedostate¢né
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feSen operaci. U starSich déti jsou v piipadé jednostranného clubfootu patrné rozdily

Vv délce prstii u nohou. Je to také Casto spojené se Spatnym postaveni palce, coz nastava
kvuli hyperaktivité dlouhého natahovace palce, extensus hallocus longus. Dalsi ryhy jsou
za patami, coz predstavuje equindzni vytazeni polohy patni kosti a hluboké medialni ryhy
vzhledem Kk vytladeni pfedni ¢asti nohy na zadni ¢ast nohy. (Macnicol et Murray, 2008)

Nektefi autofi se domnivaji, ze az patnact procent ptipadu clubfootu je spojeno s
dysplazii, jiné studie uvadeji incidenci pod jedno procento. Dle nejnovéjsich vyzkumi by
konskou nohu mohla primarn¢ vyvolat vnitini odchylka kr¢ku hlezenni kosti, ale stejné
tak 1 fibroza ligamentu deltoideu ve stfedni ¢asti kotniku. Koniskou nohu je moZzné rozeznat
podle riznych poloh chodidla. (Correll et Berger, 2004)

Clubfoot je bézna deformace projevujici se po porodu a zahrnujici komponenty
equindzni, varozni, adukéni, rotaéni a kavozni deformity chodidla. V piipadé clubfootu je
znacnd obtiZ v rozpoznani equindzni a vardzni deformity zadni ¢asti chodidla. Hlezenni
kost je fixovana v plantarni pozici v zafezu kotniku. Kréek hlezenni kosti sméfuje
medialné a hlavice hlezenni kosti je jakoby zaklinéna. Clunkovita kost je medialng
vytlaCena k hlavée hlezenni kosti a mtze se zieteln€ dotykat stfedniho kotniku. Patni kost je
aduktovana a obracena, takze predni ¢ast lezi pod hlavou hlezenni kosti a neni k ni pozi¢né
lateralni, jako je to u normalniho chodidla. Krychlova kost mtize byt medialn¢ posunuta a
byt v obracené pozici oproti patni kosti. Vzhledem k tomu, Ze chodidla mohou sméfovat

jedno k druhému, mohou se jevit jako supinovana. (Hulme, 2005)
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1.2.1 Etiologie

Nejvetsi vyskyt nemoci je v Jiznim Pacifiku, coz studie o etnickych skupinach
zdiivodiiyje tim, ze jednim z moznych faktorti mtize byt i geneticka slozka. Jedna se o
jednu z tamnich nejéastéjSich vrozenych vad postihujicich pohybovy aparat. (Foster et
Davis, 2007)

Dosud nebyla zadna studie schopna vysvétlit pfi¢inu vzniku této nemoci. Na ¢em se
vSak védci shodnou je fakt, ze se jedna o kombinaci vice faktori.

Ac¢ bylo ptedlozeno mnoho teorii vzniku onemocnéni, skutecna etiologie nemoci

zUstava neznama. Nordin rozliSuje Sest moznosti vzniku clubfootu:

e Mechanisticka teorie

Jedna z nejstarsich teorii, ktera byla ptedlozena Hippokratem. Ten véfil, Ze
onemocnéni vznikd v disledku drzeni chodidla v equinovar6zni pozici tlakem délohy. Az
o mnoho let pozdéji se pfislo na to, Ze snizeni mnozstvi plodové vody (oligohydramnion)
brani pohybu plodu a €ini tak plod zranitelnym vii¢i vnéj$imu tlaku. (Nordin et al., 2002)

Na pric¢innou souvislost vztahu mezi clubfootem a t€hotenstvim ve své studii upozornil
Farell (Farell et al., 1999), ktery popsal moznou korelaci mezi vyskytem clubfootu a
¢asnym odbérem plodové vody. M¢l dvé skupiny zen — (2172), kterym byla provedena
¢asna amniocentéza, piiCemz v této skuping bylo 29 déti postizeno clubfootem (17 chlapci
a 12 divek) a druhou skupinu Zen (2162), kterym byla odebrana plodova voda ve druhém
trimestru, pficemz v této skupiné mély pouze dvé déti clubfoot. Byla zjisténa mirné vyssi
frekvence vyskytu clubfootu, pokud byla amniocentéza provedena v prvnim trimestru
t€hotenstvi. (Farell et al., 1999)

e Neuromuskularni vada

Nékteti védci se stale drzi ndzoru, Ze equinovardzni chodidlo je vysledkem
nervosvalové vady. Na druhou stranu nebyly zjiStény zddné abnormality v histologické ani
v elektromyografické studii svalt postizenych clubfootem. (Nordin et al., 2002)

Nektera nervosvalova onemocnéni dokonce mohou i imitovat clubfoot tim, ze zptisobi

deformitu cavu. (Lovell et Morcuende 2007)
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e Defekt zirodecné plazmy
V piipadé clubfootu je kréek hlezna vzdy kratky, pfi¢emz jeho piedni ¢ast se otaci
medialné¢ a plantarn€. Tito dva védci byli zastanci nazoru, ze deformita je pravdépodobné

disledkem defektu primarni zdrode¢né plazmy.

e Zastaveni vyvoje plodu

V roce 1863 Von Volkman pftisel s teorii, Ze zastaveni vyvoje plodu v zarodecném
zivot¢ je pfic¢inou vrozeného clubfootu. K této teorii se ptiklonili i dalsi védci. (Nordin et
al., 2002)

Béhem pozdniho vyvoje lidské koncetiny je dokoncena chondrifikace chodidla i
kavitace kloubil a vazi a distalni koncetina se ota¢i medialn¢€. Tento proces rotace
umozinuje plosce nohy, aby smétovala kolmo k zemi misto toho, aby byla natocena
smérem k télu, jako je tomu u nohy v pozdnim embryonélnim obdobi. Pronace pokracuje i
po narozeni az do postnatalniho vyvoje. Von Volkman vytvoftil voskovy model kostry
chodidla plodu v rizném gestaénim véku. Jeho pozorovani ho ptivedlo k zavéru, ze
zavazny clubfoot pfipominajici embryonalni chodidlo na za¢atku druhého mésice je
deformitou, ktera je doprovazena nedovyvinutim Kosti a svali. Volkmanova zji§téni byla
pozdéji replikovana dal$imi studiemi. Tyto studie podporuji nazor, Ze clubfoot muze
vzniknout v dusledku zastaveni pfirozené medialni rotace chodidla v pozdnim vyvoji
embrya. Ve skute¢nosti mize clubfoot vznikat v dasledku aberantni genetickeé kontroly
tohoto prub&hu otaceni nebo jeho pieruseni. (Anand et Sala, 2008)

Kromé zastaveni vyvoje plodu se na vzniku clubfootu podili i Skodlivy vliv
teratogennich latek, jako disledek onemocnéni zardénkami ¢i plisobeni thalidoimidu na
plod v t€hotenstvi. Mnoho autort véfi, ze existuji rizné faktory prostfedi zodpoveédné za
vznik clubfootu, protoze existuji rizné latky, které jsou schopny zptisobovat docasné
zastaveni rustu. (Nordin et al., 2002)

Existuji tf1 hlavni faze vyvoje nohy v dé€loze. V pocatecni fazi (mezi 5. a 6. tydnem) se
za¢ina chodidlo vyvijet soubézné s nohou. Embryonélni faze (mezi 6. a 7. tydnem) se
vyznacuje rastem lytkové kosti (fibuly). Lateralni ¢ast se prodluzuje vzhledem k mediélni
a chodidlo nabyva clubfootového postoje. Béhem zavéreéné fetalni faze (8 az 9 tydni) se
holenni ¢ast nohy a chodidlo vyviji do spravné polohy jako je to u zdravého novorozence.
Bylo dokazano, ze vliv cizorodych agens v prub¢hu fetalni faze vede ke clubfoot
deformité. Cas po&atku pisobeni a trvani expozice tomuto agens ovliviiuje celkovou

zévaznost. Bylo zaznamenano nékolik ptivodc, jako jsou chemické teratogeny, virové
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infekce, radia¢ni a hormonalni nerovnovaha, ale definitivni pfic¢ina dosud nebyla

identifikovana. (Cooke et al., 2008)

e Dédicnost
Ve vétsiné pripadti ma clubfoot tendenci byt dédi¢ny. Tato polygenni dédi¢nost je

nachylna na vliv faktort prostiedi. (Nordin et al., 2002)

Dalsi dvé moznosti vzniku clubfootu jsou dle Miedzybrodzké vaskularni a tkanova

hypotéza:

e Vaskularni hypotéza

Védci také studovali cévni zasobeni chodidla poznamenaného clubfootem u dvanacti
plodi. Jsou zdokumentovany cévni abnormality u vSech takto zdeformovanych chodidel.
Na urovni sinus tarsi (tarzalni dutina) bylo patrné zablokovani vétveni vaskularniho
stromu chodidla. Toto zjisténi bylo nejvyraznéjsi v raném obdobi zivota plodu. Jedinci s
clubfootem maji svalové opotiebeni ipsilateralniho 1ytka, které mutize mit souvislost se
snizenym prokrvenim v ptedni holenni tepné. Je mozné, ze spojeni clubfootu a rané
amniocentézy ¢i koutfeni, mize byt zprostiedkovano, alespon ¢astecné, cévni
nedostatecnosti. (Miedzybrodzka, 2003)

Nekteré anatomické studie ukazaly abnormalni svaly nebo $lachy, ale tento nélez se
tepna a dorsalis pedis. Tato abnormalita je nalezena v souvislosti s fibularni hemimelii a
muze predstavovat zastaveni riistu béhem pozdni faze embryonalniho ristu. Je mozné, ze
tato cévni nedostatecnost je primarni pfi¢inou vzniku clubfootu. Studie anatomie plodu
dokazuji, ze tyto cévni abnormality jsou vyrazné&jsi na zacatku vyvoje plodu, v obdobi

vyvoje chodidla. (Cooke et al., 2008)

e Tkanova hypotéza

Existuje velky pocet studii zaméfujicich se na makroskopicky, mikroskopicky a
ultrastrukturalni vzhled mékkych tkani spojenych s clubfootem. Svaly, Slachy, vazy, nervy
a krevni cévy — to vse ukazuje abnormality ve srovnani s normalni tkani. (Cooke et al.,
2008)

Hypotéza pojivové tkané€ naznacuje, Ze za clubfoot je primarné odpovédna abnormalita
pojivové tkan€. Pomoci studie byla zdokumentovana ptitomnost zvySeného mnozstvi
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vazivové tkan¢€ ve svalech, vazivovych tkdnich, vazech a Slachach. Diky této studii, ktera
zahrnovala pét déti s clubfootem a tii déti bez clubfootu, dosli autoti k zavéru, Ze retraktilni

fibréza mtze byt hlavnim etiologickym faktorem. (Miedzybrodzka, 2003)

1.2.2 Diagnostika

Pro posouzeni zavaznosti onemocnéni kojencu trpicich clubfootem je vhodné vyuzit

téchto ¢tyf kategorii: (Cooke et al., 2008)

a) Predporodni diagnostika

Ackoliv je clubfoot zpravidla diagnostikovan az postnatalné, diky prenatalni
ultrazvukové diagnostice mlize byt 1é€ba zahajena bezprostfedné po narozeni. Pozitivni
prediktivni hodnota prenatalniho ultrazvuku je vice nez osmdesat procent. Diky ni 1ze
odhadnout i stupen zavaznosti clubfootu, ackoliv je hodnota méné piesna. Studie dokazaly,
Ze u mnoha pacientll se onemocnéni nevyskytuje izolovang, ale v sou¢innosti s jinou

chorobou. (Cooke et al., 2008)

Obrazek ¢. 4: Ultrazvuk plodu s p. equinovarus (Clubfoot chronicles, 2014)

Pti podezieni na clubfoot je nutno zohlednit i rodinou historii a zda se u nékoho
nevyskytuje artrogrypéza ¢i snizené mnozstvi plodové vody u téhotnych zen. Diagnoza se
provadi jiz od dvacétého tydne plodu ultrazvukem. Je vSak nutno vzit v potaz to, ze
ultrazvuk muze poskytovat faleSné pozitivni vysledky, a to az ve tficeti procentech.
Nevyhodou je to, ze prenatalni diagnostika pomoci ultrazvuku neni prognosticka z hlediska
zavaznosti a neurcuje budouci 1é¢bu. (Foster et Davis, 2007)

Az u dvou tfetin pacientl se nachazi alespon jedna dalsi abnormalita, kterd muize

souviset s clubfootem. U bilateralnich ptipada clubfootu existuje vyssi vyskyt pfidruzenych
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anomalii. VétSinu abnormalit pfedstavuji urogenitalni anomalie, defekty neuralni trubice Ci
srde¢ni vady. S pomoci prenatalni ultrazvukové diagnostiky mtize byt clubfoot odhalen jiz

ve dvanactém tydnu té¢hotenstvi. (Cooke et al., 2008)

b) Vysetreni

Vysetieni ditéte s clubfootem by mélo byt dukladné, se systematickym hledanim
pridruzenych anomalii. Dit¢ by mélo byt podrobeno neurologickému vySetieni a
pfipadnému vySetfeni na artrogrypozu. Zaroven by méla byt vySetiena i patet. Dulezitym
faktorem je jasné rozliSeni opravitelné deformity s pravym clubfootem. (Cooke et al.,
2008)

Zadni ¢ast nohy je v piipadé¢ clubfootu v aduktu a cavu. Hluboké posteriorni a medialni
ryhy mohou byt poznamenany v zavislosti na zavaznosti deformity. Lytkova atrofie na
ipsiteralni stran€ spolecné se zkracenim a vnitini rotaci holené nemusi byt znat hned po
narozeni, ale mliZe se zvyraznit s ristem jedince. VySetfeni by mélo zahrnovat vysetfeni
patefe a Uplné neurologické vysetfeni. Ostatni klouby by mély byt proSetfeny na Groven
tuhosti a deformity vcetné ky¢li, které by mély byt také hodnoceny pomoci ultrazvuku

kvuli dysplazii. (Foster et Davis, 2007)

c) Posouzeni zavaznosti

Dle né€kterych védct existuje vztah mezi stupném zavaznosti clubfootu a poctem
souvisejicich poruch. Pokud dité trpi zavaznou formou clubfootu, tak je pravdépodobné, ze
bude vyZadovat operaci, a zaroven bude vice nachylné k recidivé po skonceni 1écby.

Z téchto duvodu je dilezité, aby existovala metoda posouzeni zavaznosti clubfootu a
ptislusna dokumentace. (Cooke et al., 2008)

PIn¢ opravitelny poziéni clubfoot by mél byt fadné odlisen od pevné deformity.
Idedlni systém pro klasifikaci by mél byt jednoduchy, spolehlivy a reprodukovatelny. M¢l
by pomoci urcit prognozu a také naslednou 1écbu. Existuje cel fada klasifikacnich

systémt, avSak zadna klasifikace neni zcela idealni. Mezi dvé zakladni patfi:

* Dimeglitiv bodovaci systém

Jednim ze soucCasné uzivanych systému klasifikace je Dimeglitiv bodovaci systém.
Ten je povazovan za evropsky, jelikoz ho vytvoftil Francouz Allan Dimeglio se svymi

kolegy. (Dungl et al., 2014)
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Dle tohoto systému by mél byt clubfoot klasifikovan na zakladé obtiznosti ziskani
referen¢nich bodl, zhodnoceni G¢innosti ortopedické 1écby a objektivni analyzy
operativnich vysledk. Stupnice 0-20 byla stanovena na zakladé ctyt zakladnich parametrii
- ekvinus v sagitalni rovin¢, odchylka varu ve frontalni roving, blok derotace kolem
talu ¢asti patni kosti a adukce piedni ¢asti chodidla na patni ¢ast chodidla v horizontalni

roving. (Dimeglio et al., 1995)

Cv N

vvvvvvv

v

nohu. Podle poc¢tu bodti mohou byt pacienti rozdéleni do ¢tyt skupin, od benigniho az po

velmi zavazny clubfoot. (Derzsi et al.,2013)

* Piraniho skore

Piraniho skore je klasifikace, jenz byla poprvé piedstavena verfejnosti roku 1995 S.
Piranim v Miami. Jedna se tedy o americky systém klasifikace zavaznosti clubfootu.
(Dungl et al., 2014)

Piraniho skore je diilezité pro svou prediktivni hodnotu. Ackoliv neexistuje Zadny
dohodnuty zplisob klasifikace zavaznosti deformity, je tieba najit ¢lenéni, které by bylo
spolehlivé a reprodukovatelné. Pirani vymyslel jednoduchy systém kategorizace zaloZeny
na Sesti klinickych pfiznacich kontraktury. Kazda z nich se zaznamenava podle

nasledujiciho principu:

0 zadna abnormalita
0,5 mirna abnormalita

1 tezka abnormalita

Sest piiznaktl je rozdéleno do tif skupin souvisejicich se stavem zadni &asti chodidla
(z&vaznost posteriorni ryhy, prazdnd pata a rigidita ekvina) a tfi souvisejicich se stfedni
¢asti chodidla (zakfiveni lateralniho okraje nohy, zdvaZznost medialni ryhy a palpace
lateralniho okraje talu). Kazdé chodidlo mtze dostat skore zadni ¢asti nohy mezi 0-3 a
celkové skore mezi 0-6. Tento bodovaci systém je jednoduchy a spolehlivy. Noha muize
byt zhodnocena za méné neZ minutu a nejsou zapotiebi zadna technicka zatizeni. (Dyer et
Davis, 2006)
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d) Vychozi diagnostika

Vychozi diagnoza clubfootu je klinicka. I kdyZ je mozno vyuzit mnoha radiologickych
postupt, v rutinni praxi jich neni tieba, jelikoz maji rentgenové snimky omezenou
hodnotu. U déti je jen velmi mala osifikace kosti chodidla. Kosti novorozence jsou
vétSinou chrupavdité jen s malymi osifikacnimi centry, jenZ jsou ptitomné v patni kosti a
talu.

Vzhledem k postaveni nohy ditéte a rentgenové desky neni mozné zrentgenovat nohu
ptesné. Rozhodnuti o zahajeni 1é¢by tedy vychazi z hodnot ziskanych vyuzitim ultrazvuku
a magnetické rezonance. (Cooke et al., 2008)

Hlavnim cilem 1é€by by mé&lo byt opraveni deformity co nejdtive a nejlépe zcela.
Zaroven je nutné udrzovat korekei s ristem ditéte az do vyzrani kostry. Lécba by méla vést

k flexibilnimu, nebolestivému a normalnimu postaveni chodidla. (Foster et Davis, 2007)

1.3 Metody lécby

Pro 1é¢bu nemoci, kterou trpél i ministr fisské propagandy Joseph Goebbels, se v
soucasné dobé& pouzivaji dvé zdkladni metody — konzervativni a operativni 1écba.
(Macnicol et Murray, 2008)

V minulosti byla uZivana zejména 1écba konzervativni, a to pomoci pasek a odlévani
s&dry. S l1é¢bou se zac¢inalo ihned po porodu, aby byla deformita co nejdiive zkorigovana.
I pfes snahy Iékait se bohuZel nikdy zcela nedafilo deformitu opravit, a to kvili
netplnému porozuméni funkcéni anatomii chodidla.

Konzervativni 1é¢ba byla soucasti 1é€by po vice nez Ctyfticet let. Zasluhou zkvalitnéni
anestetik a chirurgickych technik podstupovala vétSina déti chirurgickou 1é¢bu, coz vSak
vedlo k relapsu, a to zpravidla po jednom roce. Tendence v opera¢ni 1é¢bé se v poslednim
desetileti zménila. S pomoci podrobnéjsiho studia a leps§iho porozuménim funkéni
anatomii clubfootu se do poptedi dostaly neoperacni techniky. (Foster et Davis, 2007)

Cilem 1écby je funk¢ni a nebolestivé chodidlo. Noha by méla byt vizualné ptijatelna,
mit dobrou mobilitu a nevyzadovat zadnou specialni obuv ani ortézy, jakmile je 1écba
kompletni. V drtivé vétsing je takovyto vysledek dosazitelny, av§ak noha nikdy nebude
uplné normalni. (Cooke et al., 2008)
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1.3.1 Konzervativni 1ééba

Moznost prvni volby by méla byt vzdy metoda neinvazivni. Mame dvé metody —
fyzioterapii, kontinualni pohyb bez imobilizace, a Ponsetiho metodu, ktera byla popséna jiz
pred témét padesati lety. (Macnicol et Murray, 2008)

Francouzskou metodu neboli metodu funkéni, je nejlepsi aplikovat, dokud jsou
kosti jeste mladé. Chodidlo ditéte je postupné protahovano pro dosazeni spravné polohy.
Dit¢ je piipojeno k pfistroji, ktery s chodidlem neustale pohybuje, zatimco dité spi. Tato

v

metoda nepatii mezi nejpouzivanéjsi, jelikoz je velmi Casove naro¢na. (Cooke et al., 2008)

e Ponsetiho metoda

V roce 1995 Cooper a Deitz publikovali vysledky studie skupiny pacienti, jejichz
nemoc byla lé¢ena metodou popsanou Ignaciem Ponsetim. Mezi dva kli¢ové faktory jeho
metody patii to, Ze spoléhal hlavné na manipulaci s koncetinou a minimalni vyuziti
chirurgie. Studie Coopera a Deitze uvadi, Ze sedmdesat osm procent pacientti mélo dobry
dlouhodoby vysledek definovany neptitomnosti bolesti nohy a normalni funkci koncetiny.
Cooper a Dietz zkoumali pacienty 1é¢ené Ponsetiho metodou po vice nez dvacet pét let,
oproti tomu dlouhodobé vysledky u chirurgicky lé€enych pacientli jsou zna¢né omezené.
Z 0dajt, které mame k dispozici, vyplyva, Ze bolest je u nich Cast&jsi.

Ponsetiho metoda je také zaloZzena na protahovani. Jedna se o manipulaci s hohou
za ucelem ziskani jeji spravné pozice a nasledném zasadrovani koncetiny pro udrzeni nohy
v pozadované poloze. (Cooke et al., 2008)

Ponsetiho metoda manipulace a odlévani sadry je velmi G¢inna pii korekci
deformace konské nohy. Neoperativni pfistup obecné vede k nedostate¢né korekci,
pfi¢emz u déti s idiopatickou koiiskou nohou, které podstoupily chirurgicky zékrok, ¢asto
vznikaji rozsahla zjizveni mékkych tkani a rezidualni bolesti. Ponseti tvrdi, ze diky jeho
technice manipulace nedojde k operaci v osmdesati deviti procentech ptipadu. (Pulak et
Swammy, 2012)

Ackoliv doktor Ponseti zvetejnil své diiveéjsi vysledky jiz v roce 1963, zlstaly
nepovsimnuty, dokud je Cooper a Dietz nezvefejnili ve své studii: ,, Ponsetiho metoda se
stala uprednostiovanou metodou diky presvedcivym dlouhodobym vysledkim a
reprodukovatelnosti. “ Ponsetiho metoda spoléha na intenzivni praci pacienta a dozor

rodic¢a. Lécbu je nejlepsi zahajit béhem nékolika dni po narozeni a spoc¢iva v postupné

26



korekci deformity streCinkem a zasddrovanim koncetiny. Pouziti sddry neni novinkou,

zminuje se o ni jiz Hippokrates v roce 400 pi.n.1. (Cooke et al., 2008)

Obr. 3. Maaipulace nohy v supinaci = boéntho pohledu; pata  Obr. 4. NaloZeny korekéni sddrovy obvaz s tiakem palce jed-
se distainé nestahuje né ruky nad laterdlni Casti hlavice talu a korekei nohy do
abdukce v supinaci nohy druhow rukou (Sipka)

Obr. 5. Na sddrovém obvazu je patrnd modelace nad patickow  Obr. 6. Postupnd korekce postaveni nohou do abdukce v supi-
(silnd Sipka) a tlak nad lateralni stranou hlavice talu (tenkd  paci: 3. korekéni sdadrovy obvaz
sipka)

Obrazek ¢. 5: Ponsetiho metoda (Chomiak et al., 2009)

Profesor Ignacio Ponseti vypracoval pokyny pro svou metodu neoperativni 1écby v
roce 1940, a tato ti¢inna metoda zUstava v podstaté beze zmény az do dnesniho dne. Tento
zpusob zahrnuje kazdotydenni jemné protahovani a manipulaci se zakifivenymi kostmi s
naslednym pouzitim dobie tvarované sadry. Korekce deformity je obvykle dosazeno

béhem 6 az 8 tydnu. (Faulks et Richards, 2009)

e Francouzska metoda

Francouzska funkéni metoda pro neoperativni 1é¢bu clubfootu byla vytvofena v
roce 1970 Massem, piicemz byla zdokonalovana s rozvojem techniky v riznych
francouzskych 1é¢ebnych centrech v prubéhu nékolika desetileti. Tato metoda oSetfeni byla
pfinesena do Spojenych statti v roce 1996 Alainem Dimégliem. Tento zpsob zahrnuje
jemnou denni mobilizaci a protahovani tkédn€, stimulaci a posileni oslabenych svali,
zpevnéni svalll paskou a dlahovani pro udreni stavajici opravy. To vSe je provadéno
fyzioterapeuty se zkusenostmi v této metod¢. VEtsiny korekce je dosazeno béhem prvnich

tfi mésict 1éCby, pricemz plna korekce se ocekava behem péti mésict. Rodice se také uci
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techniku, aby mohli s domaci terapii pokracovat az do véku, kdy dité zacina chodit.

(Faulks et Richards, 2009)

1.3.2. Operativni lécba

Operace byva v tézkych pripadech jedinou mozZnosti napravy nohy po vycerpani
vSech neinvazivnich eventualit. Chirurgicky zésah nezajisti plné zotaveni koncetiny, ale u
vétSiny déti, jez podstoupily operaci, je zachovana spravna poloha chodidla.

Pokud je u pacienta shledana potieba chirurgického zakroku, vétSina chirurgti
doporucuje operaci ve veéku tii az Sest mesicl. Chirurgické zékroky u novorozencii byly
obhajovany zejména Ryoppym a Sairanenem. Lékar je v8ak omezen velikosti chodidla a
prostor pro chyby je v tomto ptipadé velice maly. S malym chodidlem se $patné
manipuluje, a to dokonce i pfes pouziti zvétSovacich prosttedkli. Pojem bezpecna anestezie
je v tomto utlém véku véc také rozporuplna. Z diivodu anestezie se operace kratce po
porodu dnes nedoporucuje. Pokud selhala konzervativni 1é¢ba je mozno provést operaci,
ktera by méla byt provedena do prvniho roku zivota ditéte. Pokud se bude u pacienta piilis
dlouho otalet s chirurgickym zakrokem, stanou se tarzalni kosti malformnimi a pacient uz
nebude schopen koordinovaného pohybu.

Jini védci tvrdi, Ze v€asna operace je adekvatni volbou. Nicméné¢ u velmi malé a
siln¢ deformované nohy by mél byt zdkrok odloZen.

Ac¢ se chirurgicka 1écba jevi mnohdy jako nejlepsi volba, musime pocitat i
s ptipadnymi komplikacemi. Mezi né€ patii napiiklad nedostatecnd nebo nadmérna korekce

chodidla a chirurgicka chyba pti zakroku. (Macnicol et Murray, 2008)

e Hypokorekce

Tato situace mtize nastat v disledku selhani konkrétni techniky. Hypokorekce je
vice pravdépodobna u téz8iho clubfootu. Pouzitim konzervativnich metod, které maji za
nasledek pronaci pfedni ¢asti nohy, ztizime odhaleni subtaldrniho kloubu, a neumoznime
tak patni kosti otacet se pod hlezenni kosti. Z tohoto diivodu je korekce ohybu hlezenniho
kloubu ztizena a doba rekonvalescence prodlouzena. Operace jsou obvykle provadény v
pfipad¢, Ze deformace neni opravena pomoci konzervativnich metod. PouZzitim Ponsetiho
metody je deformita témét vzdy odstranéna. (Hulme, 2005)

K selhani pii opravé deformity muze dojit, pokud byly technické problémy, jako je
podkluzovani sadry. U neohebnych artrogryptotickych chodidel je méné pravdépodobné,

ze bude mozna naprava konzervativnimi metodami. (Macnicol et Murray, 2008)
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e Hyperkorekce

K hyperkorekci mtze dojit pti pouziti Ponsetiho metody. Ta se obvykle vyskytuje u
ditéte s asignifikantnim stupném mobility, ktera se projevuje plochyma nohama. V této
situaci by dit¢ mélo prestat nosit ty¢ na nohy urcenou ke korekci clubfootu béhem noci.

Dit¢ by mélo byt sledovano, aby byly v¢as odhaleny znamky recidivy deformity,
které nékdy nastavaji po sundani sadrovych bot. Konzervativnimi metodami 1é€by muize
dojit k deformité plosek chodidel. Deformita vznika tim, Ze je vyvijen tlak na pfedni ¢ast
chodidla v pritomnosti Achilovy $lachy. Opét se jedna o obtizny problém k 1éceni a musi

se dbat na to, aby k této deformité nedoslo. (Macnicol et Murray, 2008)
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1.4 Elektroforéza a hmotnostni spektrometrie

Dle slovnikové definice je elektroforéza technika, jenz je aplikovana na tfidéni
proteint dle jejich reakce na ptisobeni elektrického pole.

Gelova elektroforéza je technika uzivana pro separaci vysokomolekularnich latek
ruzné velikosti ve smési prostfednictvim jejich mobility na gelu, jakym je agardza nebo
polyakrylamid. Dé&je se tak prostfednictvim elektrického pole, pficemz mensi molekuly se
pohybuji rychleji nez ty veétsi.

Hmotnostni spektrometrie se zabyva identifikaci riznych druhti ¢astic ptitomnych v
dané latce, pti¢emz dané ¢astice jsou ionizovany a oddéleny dle poméru hmotnost viici
naboji prostiednictvim pusobeni elektromagnetického pole. (Dictionary, 2016)

Ptinosem hmotnostni spektrometrie je, ze prevede jednotlivé molekuly na ionty, a
pak zmé&ii odezvu jejich drahy na elektrické nebo magnetické pole.

Vyznam hmotnostni spektrometrie v pribéhu let stoupal a dnes patii diky své
citlivosti, detekénim limitim, rychlosti a rtiznorodosti své aplikace k pfednim analytickym
metodam. Hmotnostni spektrometrie byla mezi lety 1995 a 2005 vyznamné
zdokonalovéna. To vedlo k vyvoji zcela novych pfistroji. Byly vyvinuty nové iontové
zdroje za atmostérického tlaku, pfi¢emz existujici analyzatory byly zdokonaleny (Hoffman

et Stroobant, 2007)

1.4.1 1D elektroforéza

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je vhodna pro separaci molekul
dle velikosti a ndboje, pficemz existuje mnoho riznych systémii v zavislosti na zpracovani
vzorku. SDS-PAGE je velmi uzite¢ny nastroj pro déleni proteinovych molekul podle
velikosti. SDS je detergent, ktery denaturuje sekundarni a terciarni struktury. Mobilita
proteinu na gelu mize byt ovlivnéna jeho stavem. Systém SDS gelu je sloZen
z diskontinualniho gelu s hornim krycim gelem a dolnim rozliSovacim gelem, které maji
rtizné hodnoty pH. Ridky polyakrylamidovy gel umoziiuje proteintim pohybovat se rychle
a hromadit se v tésném pasu pted vstupem do vice procentniho polyakrylamidového
rozliSovaciho gelu pro separaci. Procentni podily polyakrylamidu mohou byt
optimalizovany dle rozmezi velikosti molekul pfitomnych ve vzorku. Nekdy se vyuzivaji
gradientové gely, které umoznuji vétsi rozsah separace v jediném gelu, kde jsou rozdé€leny

jak velké, tak 1 malé proteiny soucasn¢. Malé proteiny se pohybuji v rozliSovacim gelu
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rychleji nez velké proteiny. Experimentalni naro¢nost metody miize byt znacné

zjednodusSena pouzitim komeréné dostupnych jiz ptipravenych geld. (Brunelle, 2014)

IEF SDS-PAGE
o
[ ]

[ ]

_', [ ] . &
- o

o
[}
First dimensian, Second dimensian,

tube gel or strip gel slab gel

Obrazek ¢. 6: 1D a 2D elektroforéza (Thermo fisher scientific, 2002)

1.4.2 2D elektroforéza

V soucasné dobé je dvojrozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2-D
PAGE) zpusob, ktery je schopen rozdélit tisice proteinti v jednom kroku, a je tak
vybornym néastrojem proteomického vyzkumu. (Biorad, 2017)

2D elektroforéza byla poprvé predstavena vefejnosti na pocatku 70.let a od té doby
je vyuzivana v mnoha oblastech védy. Tato technika se spoléhd na dvé hlavni fyzikalng-
chemické vlastnosti proteind, a to na izoelektricky bod a molekulovou hmotnost.
(Magdeldin et al., 2012)

2D elektroforéza se pouziva k rozdéleni sloZité smési stovek az tisicli proteini.

V prvnim rozméru se od sebe proteiny oddéli na zakladé¢ rozdilu v isoelektrickém bodu. Ve
druhém rozmeéru jsou od sebe oddéleny podle molekulové hmotnosti. Po rozdéleni jsou
gely obarveny pro vizualizaci proteint a ndslednou analyzu. VV kombinaci s po¢itacovym
programem, ktery vyhodnocuje naskenované obarvené gely pro komplexni kvalitativni a
kvantitativni vySetfeni proteomu, umoznuje tato elektroforeticka technika katalogizaci

bilkovin a nasledné porovnavani udaju. (Biorad, 2017)
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1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je nepostradatelnym analytickym nastrojem v oblasti
chemie, biochemie, farmacie a Iékafstvi. Hmotnostni spektrometrie se pouziva k analyze
kombinatorickych knihoven, sekvence biomolekul a poméha zkoumat jednotlivé bunky.

Od roku 1950 se pristup k hmotnostni spektrometrii vyrazn¢ zménil. Prikopnici
vV hmotnostni spektrometrii pouzivali v laboratofi vyrobené pfistroje, nebot’ komercni
neexistovaly. Tyto pfistroje, typicky magnetické sektory s elektronovou ionizaci,
produkovaly nékolik hmotnostnich spekter za den. V soucasnosti vysoce automatizované

systémy jsou schopné produkovat tisice spekter za analyzu. (Gross, 2004)
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Obrazek ¢. 7: Schéma hmotnostniho spektrometru (Chemguide, 2015)

1.5.1 Ioniza¢ni techniky

Vzhledem k tomu, ze neexistuje univerzalni ioniza¢ni technika pro vSechny latky,
existuje vice typt ionizacnich technik, které se pouzivaji v hmotnostni spektrometrii. Mezi
star¢ klasické metody, které se v§ak dnes jiz v moderni hmotnostni spektrometrii
nepouzivaji, patfi ionizace narazem rychlymi atomy nebo ionty (FAB), ale 1 elektronova
ionizace (EI), kterd se stale pouziva pii GC/MS.

Ionizaéni techniky 1ze rozdélit na mékké a tvrdé v zavislosti na mnozstvi vnitini
energie po ionizaci. Zpusob ionizace volime na zaklad¢ t€kavosti, molekulové hmotnosti a

tepelné stability latky. Techniky mohou pracovat za atmosférického nebo snizeného tlaku.
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V dnesni dobé maji nejveétsi prakticky vyznam tyto techniky — fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI), ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) a elektronova

ionizace (EI).

a) Mékké ionizacni techniky

Mezi mekké ionizacni techniky patii techniky pracujici za atmosférického tlaku, jako je

ESI, APCI a APPI. Vzniklé ionty maji vétSinou sudy pocet elektront.

e Elektrosprejova ionizace (ESI)

ESI je ioniza¢ni technika, ktera je nejcastéji pouzivana pro spojeni HPLC/MS a pro
latky stfedné polarni az iontové. ESI se neda vyuzit pro nepolarni slouceniny. Jedna se o
mekkou a velmi Setrnou ionizaéni techniku. PouZziva se pro ionizaci peptidii, nukleovych
kyselin ¢i sacharidd. Pii ionizaci se tvofi vicenasobné nabité ionty, proto je tato ionizacni
technika vhodna pro proteomickou analyzu. Principem ESI je pfivedeni rozpusténého
analytu kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Vzniklé kapky po
rozpraSeni za pomoci zmlZujiciho plynu nesou na povrchu velké mnozstvi naboju.
Odparovanim rozpoustédla dojde ke zvyseni hustoty povrchového naboje a dochazi
k Coulombickeé explozi. Opakovani tohoto procesu vede k uvolnéni ionti. (Hol¢apek,
2016)
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Obrazek €. 8: Schéma elektrosprejové ionizace (Particle sciences, 2009)
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e Chemicka ionizace za atmosférickeho tlaku (APCI)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je Casto pouzivana ioniza¢ni technika pro
spojeni HPLC/MS. Jedna se o mékkou ionizacni techniku, dokonce Setrnéjsi nez ESL.
Uziva se pro latky nepolarni az sttedné polarni. Princip APCI je podobny jako u CI -
nejprve jsou ionizovany molekuly reakéniho plynu, které nasledné pomoci ion-
molekularnich reakci ionizuji molekuly analytu, jen s tim rozdilem, Ze probiha za
atmosférického tlaku. Eluat je na konci kapilary zmlzen do vyhiivané zony. Na vybojovou
elektrodu je vlozeno vysoké napéti, ¢imz vznika koronovy vyboj. Vybojem jsou nejdiive

ionizovany molekuly mobilni faze a nasledné jsou ionizovany molekuly analytu. Vzniklé

ionty jsou elektrodami usmérnény do analyzatoru. (Holcapek, 2016)
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Obrazek ¢. 9: Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku (University of Pitsburgh, 2016)

e Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)

APPI vyuziva stejného usporadani zdroje jako APCI, jen s tim rozdilem, ze se pro
ionizaci molekul vyuziva zdroj UV zatreni. APPI je vhodna pro ionizaci latek s velmi
nizkou polaritou, tedy pro latky nepolarni az sttedné polarni. Jedna se o mékkou ionizacni
techniku, u které vznikaji ionty s lichym poctem elektroni. Jako zdroj UV zafeni se
pouziva kryptonova vybojka. Tato energie je veétsi nez ionizacni energie nepolarnich
organickych molekul, ale mensi nez ionizacni energie mobilni faze, a tak dochazi

k selektivni ionizaci analytu a nikoliv mobilni faze. (HolCapek, 2016)
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Obrazek ¢. 10: Schéma fotoionizace za atmosférického tlaku, (University of Pitsburgh, 2016)

e Ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

MALDI se vyuZziva pro ionizaci molekul s velkou molekulovou hmotnosti, naptiklad
pro biopolymery, proteiny, oligonukleotidy ¢i lipidy. Jedna se o0 mékkou ioniza¢ni
techniku, ktera se vyuziva pro latky nepolarni az polarni. Vyhodou MALDI je moznost
archivace vzorku a jeho opétovné preméteni. Princip MALDI spociva v tom, Ze je vzorek
spole¢né s matrici nanesen na MALDI ter¢ik. Energie kratkého laserového pulsu je
absorbovana matrici a nasledné dojde k lok&lni desorpci matrice a analytu. Excitované
molekuly matrice jsou stabilizovany pfenosem protonu na analyt a ionty jsou nasledné

urychleny do hmotnostniho analyzatoru. (Hol¢apek, 2016)
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Obrazek ¢. 11: Schéma ionizace laserem za Gasti matrice (Sigma-Aldrich, 2017)

35



b) Tvrdé ionizacni techniky

e Elektronova ionizace (El)

El je nejstarsi a nejtvrdsi ionizacni technikou, pii které molekula ziska nejvétsi
prebytek vnitini energie, coz ma za nasledek fragmentaci molekuldrniho iontu. Pfi
elektronove ionizaci vznikaji ionty s lichym poétem elektront. EI je technika uréena pro
tékavé a termostabilni latky. Existuji rozsahlé knihovny EI spekter. Principem EI je to, ze
zhavena katoda emituje elektrony, které jsou po pricchodu iontovym zdrojem zachyceny na
anodé¢, pricemz potencial mezi katodou a anodou urc¢uje energii elektronti. Vzniklé ionty
jsou vypuzeny z iontového zdroje, svazek iontl je fokusovan smérem do hmotnostniho

analyzatoru. (Hol¢apek, 2016)
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Obrazek ¢. 12: Schéma elektronové ionizace (University of Pitsburgh, 2016)

e Chemicka ionizace (CI)

Chemicka ionizace patii mezi tvrdé ioniza¢ni techniky a vzniklé ionty maji na rozdil od
elektronové ionizace sudy pocet elektrond. Princip chemické ionizace je analogicky
principu elektronové ionizace, ve zdroji je navic pfitomen reakéni plyn. Nejprve jsou
ionizovany molekuly reak¢éniho plynu, které nasledné pomoci ion-molekularnich reakci

ionizuji molekuly analytu. (Hol¢apek, 2016)
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Obrazek €. 13: Schéma chemické ionizace (Universtiy of Pitsburgh, 2016)

1.5.2 Analyzatory

Existuje nékolik typu analyzatorti pouzivanych pro analyzu poméru hmoty k naboji
(m/z) ionti vytvotrenych ve zdroji. Tyto analyzatory mohou byt kombinovany pro
vytvoreni tandemové hmotnostni spektrometrie. Pokud jsou kombinovany rizné typy

analyzatord, nazyvaji se hybridni zatizeni. (Emori college, 2016)

e Magneticky sektorovy analyzator
Magneticky sektorovy analyzator byl dfive nejpopularngjsim analyzatorem pro analyzu
s vysokym rozlisenim, nékdy se od nich upousti kvuli slozitosti jejich spousténi. Ptesto je

to v8ak kvuli své citlivosti nejlepsi prostiedek na analyzu dioxint.

e Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupol je jednim z nejcastéji vyuzivanych analyzatort z davodu jednoduchosti
uziti, citlivosti a rychlosti skenovani. Tyto vlastnosti ho ¢ini idealnim pro takové aplikace
jako GC/MS a LC/MS. Jsou to v podstaté Ctyfi tyCe, na které je aplikované kombinované
radiofrekvencni napéti (RF) a stejnosmérny proud (DC). Kombinace se voli tak, aby pouze
ionty s ur¢itym m/z nebo rozmezim m/z byly pfeneseny analyzatorem. Napéti je fizeno

pocitacem.

e lontova past

lontova past je v podstaté trojrozmérny kvadrupdl. Tento typ hmotnostniho
spektrometru mize uchovavat ionty a manipulovat s nimi. Schopnost ukladat a

manipulovat s ionty se pouziva pro ziskani tandemového hmotnostniho spektra.
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e Priletovy analyzator

Time of flight hmotnostni spektrometr (TOF) je relativné jednoduchy spektrometr,
Ktery v podstaté méti pouze Cas, ktery iont potiebuje, aby urazil potiebnou vzdalenost se
specifickou kinetickou energii. lont s vétsim pomérem hmotnosti vii¢i naboji (m/z) cestuje

déle nez iont s mensim pomérem m/z. Tento analyzator je velmi citlivy a rychly.

e lontové cyklotronova rezonance

Tyto pfistroje méti frekvenci cyklotronového pohybu zptisobeného ionty
v magnetickém poli. Frekvence tohoto pohybu je zavisla na m/z iontd. Tyto néstroje
mohou mit extrémné vysoké rozliSeni a hmotnostni ptesnost v zavislosti na dob¢
pozorovani a magnetickém poli. Nevyhodou iontové cyklotronové rezonance je relativné

pomalé rychlost skenovani a nutna tdrzba supravodivych magnetu.

e Orbitrap

Orbitrap je nejnovejsi hmotnostni analyzator, ktery byl uveden na trh v roce 2005.
Orbitrap je velmi podobny iontové cyklotronové rezonanci, ale nevyzaduje pfitomnost
supravodivych magnetll. Analyzator méfi Cetnost iontid vstiikovanych soucasné do

elektrostaticke pasti. (Emory college, 2016)

38



2  CILEPRACE

Hlavnim cilem prace byla analyza zmén pojivové tkan¢ u vrozené choroby pes
equinovarus neboli clubfoot.
Dil¢i kroky byly nésledujici:
1. Ptiprava vzorku a vyvoj extrak¢éni metody
2. Elektroforeticka analyza

3. Identifikace proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie
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3  EXPERIMENTALNI CAST

Biologicky material

Vzorky jsme ziskali od MUDr. Martina Ost'’adala, Ph.D. z Nemocnice Na Bulovce
Vv Praze z odd¢leni pediatrie od pacienti, jenz museli podstoupit chirurgickou 1é¢bu.
Odstranéni patficnych ¢asti tkané tudiz bylo soucasti standardniho chirurgického zakroku.
Extrahované vzorky tkdn¢ byly ihned ulozeny do rGstového bunééného média, aby byla
zachovana Zivotaschopnost bunék. K dispozici jsme méli 6 vzorku. Pacientim, kterym
byla pfi operacnim zakroku odebrana cast tkané€ bylo mezi jednim rokem az tfemi lety.

Dalsi zpracovani vzorkt se odehravalo béhem nékolika hodin po chirurgickém
zakroku. Vzorky byly zamrazeny v kapalném dusiku a nésledné pouzity pro analyzu
proteint.
Tkén z medialni strany byla rozdélena do tii ¢asti s definovanymi rozméry. Jedna ¢ést byla
vystavena protedzové 1€cbé v dynamickém systému, druha ¢ast byla uloZzena jako kontrola.

Tteti ¢ast byla pouzita pro izolaci bunék.

Tabulka ¢. 1: Vybér vhodnych tkani pro experiment. (Vnitini ¢ast chodidla M, vné&jsi ¢ast chodidla L)

Oznaéeni | Cast Cast Pohlavi
H M L muz
D M L muz
J M L muz
Vv M L muz
R M L muz
M M L muz

Pristroje a pomucky

+ Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

» Ttepacka Mini Shaker PSU-2T (bioSan, Riga, LotysSsko)

* Analytické vdhy ABJ 0715 (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)

» Vortex Fisherbrand CLASSIC AGIT. VORTEX 100-240V (IKA, Némecko)
* Predvazky PCB (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)

» Elektroforeticka vana Owl™ EasyCast™ B1A (Thermo scientific, USA)

* Centrifuga (Eppendorf 5424, Némecko)

*  Vortex IKAR MS3 basic (IKA, Némecko)

« Laminarni box FV001 (ESCO, Singapur)

* Plastové spicky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
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Pipety o objemu 10 - 1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Lyofilizator (Fisher Scientific, CR)

Sklenéné odmémé baiiky a valce (Fisherbrand, CR)
Izofokusaéni stripy (BioRad, CR)

Skenner (BioRad, CR)

Ultrazvukova lazen (BioRad, CR)

Plastové zkumavky 0,2-2 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Metody a postupy

3.1 Priprava vzorku a vyvoj extrak¢éni metody

3.1.1 Chemikalie a reagencie

Acetonitril (Sigma, CR)

Hovézi sérovy albumim/BSA (Sigma, CR)

Chloroform (Fisher scientific, UK)

Milli-Q voda (Milipore, CR)

Lysis buffer [7 M mocovina (Biorad, CR), 2 M thiomod&ovina, (Biorad, CR), 4 %
CHAPS (Sigma, CR)], 0,6 % BioLyte, (Biorad, CR), 1 % DTT (Sigma, CR) do 25
ml]

MeOH (Fisher scientific, UK)

PBS [80g NaCl, (Penta, CR) 2g KCI, (Penta, CR) 14.4g Na;HPO4 * 12H,0,
(Penta, CR) 2.4g KH,PO4 (Penta, CR) do 1 litru vody]

Tekuty dusik (Linde, CR)

3.1.2 Postup

VSechny vzorky byly vzdy drZzeny mezi zpracovavanim na ledu, aby se

minimalizovala mozna degradace vzorku proteazami. Oznaceny kousek §lachy (cca 0,5-1

cm) byl zamrazZen, lyofilizovan a zvaZen. Slacha byla nasekdna Ziletkou na Cisté sklenéné

podloZce na malé kousky Slach o velikosti cca 1 mm. Kousky byly vloZeny do velké

eppendorfky (5 ml). Vzorek byl oplachnut v 1,5 ml PBS pufru tfepanim ve vortexu po

dobu 1 min. Nésledné byl vzorek sonikovan po dobu 15 min, pficemZ teplota sonika¢ni

lazné€ nesméla piesahnout 37°C, takze se do ultrazvuku ptidaval v pravidelnych intervalech

led. Poté byl vzorek vlozen do centrifugy a supernatant odstranén. Toto oplachnuti PBS
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pufrem bylo opakovano jesté dvakrat. Takto oplachnuty vzorek byl zamrazen v -80°C a
poté homogenizovan ,,nasucho drcenim klestémi a kladivem po namoceni do tekutého
dusiku. Po homogenizaci se vzorek promichal a byla odebrana i, kterd byla pouzita na
zpracovani jako vzorek €. 1. Zbytek byl pouzit na zpracovani jakozto vzorek ¢&. 2. Vzorky
byly pfeneseny do 1,5 ml zkumavek (eppendorfek) s parabolickym dnem vzhledem
k naslednému uziti palicky.

Vzorek €. 1: Vzorek byl lyofilizovan. K vzorku bylo pfidano 300 pl LB. K
rozpousténi vzorki jsme si pripravili lysis buffer o slozeni: 7 M mocovina (urea), 2 M
thiomocovina (thiourea), 4 % CHAPS, 0,6 % BioLyte, 1 % DTT. Vzorek byl tfen ru¢né
palickou v LB po dobu 10 minut. Kousky tkané se pfitom rozpadaly na mensi casti.
Extrakci proteint jsme dokoncili sonikaci vzorku po dobu 30 min ve vodni lazni. (teplota
lazné nepiekrocila 37 °C kvili pfitomnosti urey v LB. Lazen byla chlazena ledem, jelikoz
se zahtivala béhem sonikace. Roztok byl poté centrifugovan (12 500 g, 2 min) a svrchu byl
opatrné odebran alikvot roztoku vzorku (2 x 5 pl). Déle bylo 5 pul alikvotu vzorku
analyzovano pomoci SDS-PAGE a poté 125 ul vzorku pomoci 2-DE.

Vzorek ¢. 2: Vzorek byl 3x oplachnut v 0,5 ml redestilované vody tfepanim ve
vortexu po dobu 1 min a nasledné¢ sonikovdn po dobu 5 min. Poté byl vzorek
zcentrifugovan a oplach uschovan. VSechny tii oplachy byly spojeny do jednoho (1,5 ml),
zlyofilizovany a analyzovdny SDS-PAGE. Vzorek byl zlyofilizovan. Ze vzorku byla
odebrana 1/3, ke které bylo pfidano 300 pl LB. Nasledné byl vzorek tfen pali¢kou, a
postup byl stejny jako u vzorku €. 1. Zbytek zlyofilizovaného (2/3) vzorku byl zpracovan
jako vzorek ¢. 3.

Vzorek €. 3: Vzorek byl oplachnut 3x v 0,5 ml smési chloroform/MeOH (2:1; v/v).
Nasledné byl tfepan ve vortexu po dobu 1 minuty a sonikovan po dobu 5 minut. Po celou
dobu byl kladen narok na teplotu sonikaéni lazn¢, ktera nesméla piesahnout 37°C. Poté byl
vzorek zcentrifugovan a oplachy byly spojeny, uschovany, zlyofilizovany a zanalyzovany
na SDS-PAGE. Vzorek byl zlyofilizovan a byla z n¢j odebrana 1/2, ktera sla k dalsimu
zpracovani jako vzorek ¢&. 4. Ke zbylé druhé poloviné vzorku bylo pifidano 300 pl lysis
bufferu a byl tfen pali¢kou, a dale bylo postupovéno stejné€ jako u vzorku €. 1.

Vzorek €. 4: VVzorek byl oplachnut 3x v 0,5 ml acetonitrilu a nasledné byl dan do
vortexu na 1 minutu. Nasledné byl vzorek sonikovan, zcentrifugovan a organicka ¢ast byla

odsata a uschovana. Dale byl postup stejny jako v pfipadé vzorku ¢. 1.
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Destilovani voda
Oplach 2

Vzorek 2

|Chlurufumﬂ.le0H |

Vzorek 3 Oplach 3

Vzorek 1

Jf’
Vzorekd4| ——— |Oplach4

Obrazek ¢. 14: Schéma postupu pripravy vzorky a vyvoje extrakéni metody

Postup pripravy PBS pufru

K pfipravé 1 litru PBS pufru jsem rozpustila v 900 ml redestilované vody 8g NaCl;
0,29 KCI; 0,2g KH2PO4; 2,89 g NazHPO4 * 12H,0. Nasledné jsem zmétila pH roztoku, a
jelikoz se pH nachazelo v rozmezi 7,0-7,4, jiz jsem nemusela upravovat pH pomoci HCI.

Nasledné jsem doplnila vodou na 1 litr roztoku.

Postup pripravy lysis bufferu
K ptipravé 25 ml roztoku jsem rozpustila 3,8g thimo€oviny; 10,5 g mocoviny; 1g
CHAPS a 250 mg DTT v 1,5 ml redestilované vody. Kdyz se chemikalie po 1 hodiné

rozpustily, pfidala jsem 750 pul roztoku Biolyte a doplnila vodou do objemu 25 ml.
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3.2

1D elektroforéza

3.2.1 Chemikalie a reagencie

TEMED (Biorad, CR)

10 % Persiranu amonného/APS (Sigma, CR)

1,5 M pufr Tris/HCI o pH 8,8 [27,23 g Tris baze (Sigma, CR) a 80 ml destilované
vody (Sigma, CR)]

0,5 M pufr Tris/HCI o pH 6,8 [6g Tris baze (Sigma, CR) a 60 ml destilované vody
(Sigma, CR)]

Milli-Q voda (Milipore, CR)

30% Bis-akrylamid (Biorad, CR)

Lysis buffer [7 M mocovina (Biorad, CR), 2 M thiomocovina, (Biorad, CR), 4 %
CHAPS (Sigma, CR)], 0,6 % BioLyte, (Biorad, CR), 1 % DTT (Sigma, CR) do 25
ml]

Dodecylsiran sodny/SDS (Sigma, CR)

Ethanol (Sigma, CR)

Protein standard (Biorad, CR)

0,25 % roztok Coomassie brilliant blue (Biorad, CR)

10x zfedény elektrodovy pufr o pH 8,3 [30,3g Tris baze (Sigma, CR), 144 g glycin
(Sigma, CR), 10g SDS (Sigma, CR) do 1 litru]

3.2.2 Postup

a) Priprava dolniho polyakrylamidového gelu

Nejprve bylo nutneé si ptipravit a ocistit skla potiebna k vytvoteni

polyakrylamidového gelu. Pfipravila jsem si roztok na dolni gely, na jejichz pfipravu bylo

potieba 11,1 ml redestilované vody, 11,1 ml 30% bis-akrylamidu, 7,5 ml Tris/ HCI pufru o
pH 8,8, 0,3 ml 10% SDS, 50 ul 10% APS a5 ul TEMED.

Vznikly roztok se nechal odvzdusnit v pfistroji Concentrator, v médu DHV po

dobu 5 minut. Nésledné& byl ptepipetovan mezi skla, ve kterych byl ihned ptevrstven 800

pl roztoku etanolu a vody v poméru 1:1 a nechal se hodinu tuhnout.
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Postup pripravy 10% (w/v) APS
K ptipravé 10% (w/v) APS bylo potieba navazit 100 mg persiranu amonného, ktery byl

rozpustén v 1 ml redestilované vody.

b) Piiprava horniho polyakrylamidového gelu

Po ztuhnuti dolniho gelu byl pfipraven horni, kryci, gel. Na ten jsem si pfipravila
18,3 ml redestilované vody, 3,9 ml 30% Bis-Akrylamidu, 7,5 ml pufru Tris/HCl o pH 6,8 ,
0,3 ml 10% SDS, 50 pl 10% APS a 10 ul TEMEDu. Roztok byl odvzdusnén v pfistroji
Concentrator, v modu DHV po dobu 5 minut a nasledné nalit mezi skla. Do vSech geld byl
zabodnut hiebinek uréeny na vytvoteni jamek na 1D elektroforézu a gely se nechaly 30

minut tuhnout.

c) Elektroforéza

Po zatuhnuti gelti byly hiebinky vyndany a gely spole¢né se skly vlozeny do
drzaku, které byly umistény do elektroforetické vany. Mezi skla byl pfidan vnitini 10x
ziedény elektrodovy pufr a do zbytku vany byl pfidan vnéjsi elektroforeticky pufr. Do
jamek vniklych po ztuhnuti horniho kryciho gelu bylo nadavkovano pipetou nejprve po 2
i a posléze po 6 pl vzorku. Jedna jamka z kazdého gelu byla ur¢ena pro napipetovani
standardu.

Postup pripravy 10x ziedéného elektrodového pufru o pH 8,3
K ptipraveé 10x zfedéného elektrodového pufru bylo potfeba smichat 30,3g Tris
baze, 144 g glycinu a 10g SDS v 600 ml destilované vody. Po rozpu$téni chemikalii byla

smés doplnéna destilovanou vodou do 1 litru.

Pribéh elektroforézy

Piipraveny polyakrylamidovy gel byl vlozen do piipraveného systému ,,Mini-Protean®
Tetra cell system”, ktery separoval bilkoviny v gelu pii napéti 200V dokud modra linka
(bromfenolova modi) nedosahla konce gelu (cca 45 min). Standard obsahoval
bromfenolovou modf, jenz je zaporné€ nabitd, a slouzi tak jako kontrola pohybu fragmentt
gelem. Piisobenim napéti se molekuly zadaly pohybovat. Cim vétsi molekula, tim je tento
proces komplikovanéjsi, a proto za ur¢itou dobu piekond mnohem kratsi vzdalenost nez

molekula s malou velikosti. Timto se jednotlivé molekuly od sebe oddélily podle velikosti.
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Obrazek ¢. 15: 1D elektroforéza vzorkl ziskanych od ditéte D

d) Vizualizace proteini

Ve chvili, kdy bromfenolova modi opustila SDS gel, byla elektroforéza ukoncena a
polypeptidy byly zafixovany v 0,25 % roztoku Comassie brilliant blue, kde byly po dobu
30 minut a nasledn¢ byla barva vylita a vyménéna za redestilovanou vodu, ve které se gely
odbarvovaly po dobu 1 hodiny.

Nasledné se gely oskenovaly pomoci skeneru: GS-800 Calibrated Densitometer se
softwarem Quantity One®, Bio-Rad. Vystupem 1D gelové elektroforézy jsou obrazky
obsahujici n¢kolik drah, po kterych putovaly jednotlivé segmenty zkoumaného vzorku.

3.3 2D elektroforéza

3.3.1 Chemikalie a reagencie

« TEMED/tetramethylendiamin (Biorad, CR)

« 1,5 M pufr Tris/HCI o pH 8,8 [27,23 g Tris baze (Sigma, CR) a 80 ml destilované
vody (Sigma, CR)]

«  Milli-Q voda (Milipore, CR)

«  30% Bis-Akrylamid (Biorad, CR)

* LB [7 M mocovina (Biorad, CR), 2 M thiomocovina, (Biorad, CR), 4 % CHAPS
(Sigma, CR)], 0,6 % BioLyte, (Biorad, CR), 1 % DTT (Sigma, CR) do 25 ml]

+  Persiran amonny/APS (Sigma, CR)
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« Coomassie blue G-250 (Biorad, CR)

« SDS (Sigma, CR)

« Ready IPG Strips (Biorad, CR)

+  Mineralni olej (Biorad, CR)

+ Ethanol (Sigma, CR)

* Ekvilibra¢ni pufr I [50 ml zasobniho roztoku Tris/HCI1 o pH 8,8, 72g mocoviny, 40
ml glycerolu, 4g SDS a 100 pl 0,5% bromové modii, 2g DTT]

» Ekvilibra¢ni pufr IT [50 ml zasobniho roztoku Tris/HCI o pH 8,8, 72g moc¢oviny, 40
ml glycerolu, 4g SDS a 100 pl 0,5% bromové modii, 4g iodacetamidu]

+ Agaréza (Biorad, CR)

3.3.2 Postup

a) Priprava vzorku
Na rozpousténi vzorkt si ptipravime lysis buffer: 7 M mocovina (urea), 2 M

thiomocovina (thiourea), 4 % CHAPS, 0,6 % BioLyte, 1 % DTT.

b) Hydratace IPG stripu a isoelektricka fokusace
Den pied planovanou elektroforézou bylo tieba na jednotlivé IPG stripy o prislusné
délce a rozsahu pH, v nasem ptipadé 7 cm, 3-10 pH nanést 150 pl vzorku a nechat ho 1
hodinu hydratovat. Po hoding byl strip piekryt 1 ml mineralniho oleje, aby nevysychal
a byl spustén program IEF na pfistroji Protean IEF Cell.
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Table 1. Running conditions using the Multiphor

Gel length 180 mm
Temperature 20°C

Current max. 0.05 mA per IPG strip
Power max. 0.2 W per IPG strip
Voltage max. 3500V

| Analytical IEF

Initial IEF:

Cup loading (20-50 pL) In-gel rehydration (350 ul)

150V, 1h 150V, 1h

300V, 1-3h 300V, 1-3h

600V, 1h

IEF to the steady state at 3500 V:

1-1.5 pH units 4 pH units 7 pH units

eg. IPG56... 24h IPG4-8 ... 10h IPG3-10L.... 6h
eg. IPG4-55. 20h IPGE-10 ....... 10h IPG3-10NL.. 6h
3 pH units 5-6 pH units 8-9 pH units

IPG 4-7 ... .. 12h IPG4-9 ... 8h IPG3-12...... 6h
IPG6-9 ...ccocceeees. 12h IPGE6-12 ........ Bh IPG4-12....... 8h

Il Extended separation distances (240 mm)

IEF to the steady state at 3500 V:
IPG3-12.... 8h
IPG4-12.... 12h
IPG56 ... 40h

Il Micropreparative |EF

Initial IEF:

Cup loading (100 pL) In-gel rehydration (350 uL)
50V, 12-16h 50V, 12-16h

300V,1h 300V, 1h

IEF to the steady state at 3500 V:

Focusing time of analytical |EF plus approximately 50%

Obrazek ¢. 16: Provozni podminky IPGphoru, (Gorg et al., The current state of two-dimensional electrophoresis
with immobilized pH gradients, 2000)

Obrazek ¢&. 17: Zleva Mini-Protean® Tetra cell system urdeny na elektroforézu, vpravo piistroj Protean IEF

Cell uréeny na izoelektrickou fokusaci (oboji Biorad, CR)
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c¢) Ekvilibrace IPG stripu

Po skonéeni IEF jsem ekvilibrovala IPG stripy po dobu 10 minut nejprve v 1 mi
ekvilibraéniho roztoku ¢islo 1 (obsahujicim Tris-HCI pufr, 6M mocoviny, 30% glycerolu,
2% SDS, 1% DTT a 100 pl bromfenolové modii. Nasledné jsem stripy ekvilibrovala v 1
ml ekvilibraéniho roztoku ¢islo 2 (obsahujicim Tris-HCI pufr, 6M mocoviny, 30%
glycerolu, 2% SDS,4% iodoacetoamid a 100 pl bromfenolové modii). Po ekvilibraci byly
IPG stripy 10 kréat oplachnuty v 10x zfedéném elektrodovém pufru.

Postup pripravy zdkladniho roztoku pro pripravu ekvilibra¢nich pufri

Na ptipravu 200 ml ekvilibracnich pufrii bylo potteba 50 ml zasobniho roztoku
Tris/HCI o PH 8,8, 72g urey, 40 ml glycerolu, 4g SDS a 100 pl 0,5% bromové modti. Po
smichéni vSech potiebnych sloZzek se objem doplnil na 180ml destilovanou vodou.

Ekvilibracni pufr L

Na ptipravu EP 1. bylo odebrano 90 ml zékladniho roztoku a pfidano 2g DTT. Nasledny
roztok byl zahtivan a michan pomoci michadla 60 minut pii 80°C.

Ekvilibracni pufr 1L

Na ptipravu EP II. bylo odebrano 90 ml zakladniho roztoku a pfidano 4g jodacetamidu.

Naésledny roztok byl zahfivan a michdn pomoci michadla 60 minut pti 80°C.

d) SDS-PAGE

Nejprve bylo nutné si pfipravit a odistit skla potiebna Kk vytvoreni
polyakrylamidového gelu. Piipravila jsem si roztok na dolni gely, na jejichz pfipravu bylo
potieba 11,1 ml redestilované vody, 11,1 ml 30% Bis-akrylamidu, 7,5 ml Tris/ Hcl pufru o
pH 8,8, 0,3 ml 10% SDS, 50 pl 10% APS a5 pl TEMED.

Vznikly roztok se nechal odvzdusnit v ptistroji Concentrator, v médu DHV po
dobu 5 minut. Nasledné& byl ptepipetovan mezi skla, ve kterych byl okamzité prevrstven
800 pl roztoku etanolu a vody v poméru 1:1 a nechal se hodinu tuhnout. Po ztuhnuti
dolniho gelu byly IEF stripy oplachnuty v ekvilibraénim pufru I po dobu 10 minut a
nasledné v ekvilibra¢nim pufru II taktéz po dobu 10 minut. Nésledné byla v mikrovince
rozehtata agardza.

Ptipravila jsem si cca 30 ml 10x ziedéného elektrodového pufru, ve kterém jsem
patnactkrat oplachla kazdy strip. Ztuhlé gely jsem ptevrstvila 1 ml agardzy a vlozila do ni

oplachnuté stripy. Po vlozeni vSech stripti jsem vlozila gely do drzak, které byly umistény
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do elektroforetické vany. Mezi skla byl ptidan vnitini 10x zfedény elektrodovy pufr a do

zbytku vany byl ptidan vnéjsi elektroforeticky pufr.

Postup pFipravy agardzového pufru
K ptipravé agarézového pufru bylo zapotiebi smichat 0,59 agarozy, 10 ml 10x
koncentrovaného elektrodového pufru, 90 ml redestilované vody a 15 pl 0,5 % roztoku

bromfenolové modfi.

Prubéh elektroforézy

Polyakrylamidové gely se umistily do pfipraveného systému ,,Mini-Protean® Tetra cell
system”, kde se separovaly bilkoviny v gelu pti napéti 200V dokud modré linka
(bromfenolova modi) nedosahla konce gelu (cca 45 min). Standard obsahoval
bromfenolovou modt, jenz je zaporn¢ nabita, a slouzi tak jako kontrola pohybu fragmenti
gelem. Puisobenim napéti se molekuly za¢aly pohybovat. Cim vétsi molekula, tim je tento
proces komplikovanéjsi, a proto za ur¢itou dobu piekond mnohem kratsi vzdalenost nez

molekula s malou velikosti. Timto se jednotlivé molekuly od sebe odd¢lily podle velikosti.

e) Vizualizace proteini

Ve chvili, kdy bromfenolova modi opustila SDS gel, prubéh elektroforézy byl zastaven
a zafixovan v 0,25 % roztoku Coomassie Blue G250 Stain (Biorad, CR), kde byly po dobu
30 minut a nasledné byla barva vylita a vyménéna za redestilovanou vodu, ve které se gely
odbarvovaly po dobu 1 hodiny.

Nasledné byly gely oskenovany pomoci skeneru: GS-800 Calibrated Densitometer se
softwarem Quantity One® (Bio-Rad, CR). Vystupem 2D gelové elektroforézy jsou

dvourozmérné mapy, které se nasledné¢ uZzivaji jako identifika¢ni nastroj.
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% A

Obrazek ¢. 18: 2D elektroforéza u ditéte D

(P

3.4 Identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie
3.4.1 Chemikalie a reagencie

« Milli-Q voda (Milipore, CR)

« 0,2 mg/mL trypsin (Sigma, CR)

« 0,05mol/L NH4HCO3 (Sigma, CR)

« 0,3mL aceton (Sigma, CR)

e 1% kyselina mravenéi (Sigma, CR)

3.4.2 Priprava vzorki na hmotnostni spektrometrii z ¢isté tkané

Vzorky tkané byly nafezany ziletkou na sklenéné podlozce na co nejmensi kousky a
3x oplachnuty v redestilované vodé, poté rozdéleny na 2 ¢asti a lyofilizovany a zamrazeny.
Dale byla prace jen s Y%, ktera byla zvaZzena a nasledné bylo pfidano 0,2mg/mL trypsinu v
0,05mol/L NH4HCOs3 ve 200ml. Vzorek byl homogenizovan zelenou pali¢kou a inkubovan
pti 37°C pies noc. Druhy den bylo pfidano 0,3mL acetonu a vzorek bylo ulozeno do -20°C
ptes noc. Druhy den byl centrifugovan (10 000g, 2 minuty). Posléze byl supernatant
inkubovan v 0,2mL roztoku 0,05mol/L NH4HCO3 a 0,04 mg/mL trypsinu pii 37°C pies
noc. Vzorky byly filtrovany pfes stage tipy a extrahovany roztok byl lyofilizovan a

rozpustén ve 24 pl 1% kyseliny mravenci.

Piiprava stage tipt

Ptipravila jsem si 2 ml plastové zkumavky (eppendorfky) a do vi¢ek udélala diru
natolik velkou, aby se tam vesla 200 pl Spicka, pti¢emz na jeden vzorek budeme
potiebovat eppendorfky dvé. Vyrobila jsem si tercik z hmoty C18 (Metadecyl extraction
disk, Supelco, USA) pomoci jehly pomalym krouzenim. Vsunula jsem jehlu do 200 pl
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$picky a pomoci pistu dala teréik do konce §picky. Spicku jsem dala do pfipravené
eppendorfky a ptidala 20 pl ¢istého metanolu. Eppendorfku jsem vlozila do centrifugy na
15 vtefin pii 6 000g. KdyZ je po stoeni metanol nad tercikem, tak je Spicka dobte
pripravena. Opét jsem centrifugovala eppendorfku na 30 vtefin pii 6000 g. Ptidala jsem 20
pl 50% metanolu a dala stocit na 60 vtefin pii 6000 g. Poté jsem piidala 20 pl 2% ACN +
0,1% HCOOH a opét stocila na 60 vtefin pii 6 000 g. Pfidala jsem 20 pl vzorku a stocila
na 60 vtefin pti 6000 g. Pfidala jsem 20 pul 2% ACN + 0,1% HCOOH a stocila na 60 vtefin
pii 6000 g. Spicku jsem piendala do &isté eppendorfky. Ptidala jsem 20 pl 80%ACN +
0,5% HCOOH a stogila na 60 vtefin pti 6 000g a tento krok opakovala 2x. Spic¢ku jsem
vyndala, zahodila a vzorek v této druhé eppendorfce zmrazila na -20 °C. VVzorek jsem dala
lyofilizovat a po lyofilizaci ptidala 20 pl 2% HCOOH a stocila na dobu 3 minut pti 10 000

g. Odebrala jsem 18 pl a dala do plastového inzertu.

3.4.3 LC/MS metoda

Nasledné byly vzorky analyzovany pomoci LC/MS metody na nano HPLC. LC/MS
nabizi kombinaci vyhod obou technik, pti¢emz nam dovoli v ramci jedné analyzy
separovat a identifikovat komplexni smés, kterou vzorky tkan¢ postizené clubfootem

bezesporu jsou.

Analyza tryptického §tépeni s LC-MS / MS

Vysusené proteiny byly rozpustény v 20l 0,1% kyseliny mravenci,
zcentrifugovany a supernatant byl ptenesen do insertt umisténych v lahvickach. Nano-
HPLC piistrojem, ktery byl pouzity pro proteinovou analyzu byl Proxeon Easy-nLC
(Proxeon, Odense, Dansko), spojeny s maxis Q-TOF (kvadrupol-doba letu) hmotnostnim
spektrometrem s ultra vysokym rozlisenim (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) diky
nanoelektrospreji.

Nastroje nLC-MS / MS byly fizeny pomoci softwarovych programi HyStar 3.2. a
micoTOF-control 3.0. Udaje byly shromazdény pomoci programii ProteinScape 2.0 a
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics).

Vzorek (5 pl smési peptidi) byl vstiiknut do kolony NS-AC-11-C 18 Biospheric
C18 (velikost ¢astic: 5um, velikosti port: 12nm, délka: 150 mm, vnitini pramér: 75um), s
NS-MP-10 Biosphere C18 ptedkolonou (velikost ¢astic: Sum, velikosti pora: 12nm, délka:
20 mm, vnitini pramér: 100pum), obé vyrabéné firmou NanoSeparations (Nieuwkoop,
Nizozemsko).
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Separace peptidi bylo dosazeno pomoci linearniho gradientu mezi mobilni faze A
(voda) a B (acetonitril), oba obsahujici 0,1% mobilni faze B. Separace byla zahajena 5 %
mobilni faze B, nasledovala ji gradientova eluce do 30 % B za 70 minut. Dal§im krokem
byla gradientova eluce do 50 % B po 10 minutach, pak gradient do 100 % B po 8
minutich. Na zavér byla kolona eluovéna 100 % B po dobu 2 minut. Kolona byla pted
dal§im méfenim ekvilibrovana 5 % mobilni fize B po 10 minut. Pritok byl 0,25 pl min' a
teplota kolony 25 °C.

Bylo uzito online nanoelektrosprejové ionizace (easy nano-ESI) v pozitivnim
modu. ESI napéti bylo nastaveno na + 4,5kV, doba cyklu 1,3 Hz. Provozni podminky:
susici plyn (N2), 1 Imin™ teplota plynu, 160 °C; tlak, 0.4 bard. Experimenty byly
provadény skenovanim od 100 do 2200 m/z. Pouzity referenc¢ni iont byl iont
C24H19F36N306P3 (m/z 1221.9906).

Vyhledavéani v databazi

Data byla zpracovana pomoci softwaru ProteinScape (verze 3.0.0.446). Proteiny
byly identifikovany porovnanim tandemovych hmotnostnich spekter s databazemi IP1 a
Swissprot, pfi¢emz byl pouzit Mascot vyhledavac¢ (http://www.matrixscience.com).
Taxonomie bylo omezena na Homo sapiens, aby byla odstranéna identifikace
nadbytecnych proteinli. Jako enzymovy parametr byl vybran trypsin. Pro MS analyzu byla
pouzita pocatecni peptidova hmotnostni tolerance + 10 ppm a pro MS/MS analyzu + 0.05
Da. Byly zadany variabilni modifikace: prolin a lysin hydroxylovany, serin, threonin a
tyrosin fosforylovany a methionin oxidovan. Proteiny byly uznéany jako validni, pokud
bylo MASCOT skore > 80, peptidy byl uznany jako validni, pokud bylo MASCOT skore >
20. Byly uvazovany jedno-az trojnasobné nabité monoisotopicke ionty. Pro odstranéni

fale$né-pozitivnich vysledkt byl pouzit peptide Decoy.

Label free kvantifikace

Pro vyhodnoceni rozdilii v proteinovém sloZeni L a M strany pomoci label free
kvantifikace byl pouzit program Profile Analysis (verze 2.1, Build 268). Uvazované
peptidy musely byt nalezeny minimalné v 50% vSech vzorka bez ohledu na skupinu a
zaroven musely byt nalezeny minimalné v jedné z obou skupin (L a M) a rovnéz alespon v
50% ptipadu v ramci skupiny. Pro spravné vyhodnoceni ionti s podobnymi hodnotami m/z

a reten¢nimi Casy byla zapnuta volba Time Alignment.
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Studentiv t-test

Pracovali jsme s malym souborem N = 26

e Zavéry byly provedeny na zaklad€ analyzy daného souboru:

x = 0,6915; 2= *yr_, (xX)?=002426; s=0,15576

e \/zhledem k malému N bylo pouzito Studentovo rozdéleni s N-1 = 25 stupni
volnosti

Pocitdm na Grovni a = 0,05 =5% ,,significance level”, 0 <a <1
Pii zadaném a definuji t

1- [ hpa (1) dt = o — odtud ziskam t, = 2,06

—td

e Jestlize jsme spoditali x a s na zdkladé€ naSich dat, potom pfijméme hypotézu Ho
jestlize:

x—p

=

* N>t

V nasem ptipadé:

0.6915 —p —
—|* —/26 < 2,06
0,15576

e (dtud jsme ziskali hranice oblasti, ve které plati naSe hypotéza:

HOE (Kmin, Hmax)
kde:

0,1557

26

Hmin = X - _i? * t, = 0,6915 - * 206 =0,6286
Mmax = X - _iT *t,=0,7545

JestliZe plati Ho (nulova hypotéza), pak pomér% <1
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

Ukolem diplomové préace bylo zjistit, jaké proteiny a v jakém mnozZstvi se nachazi
Vv chodidle ditéte muzského pohlavi postizeném clubfootem neboli koniskou nohou. Prace
navazuje na ¢lanek od Catherine Li et al. (2001), kde bylo zjisténo, Ze se v postizené M
¢asti chodidla nachazi vice kolagenu III., v porovnani s L ¢asti. Také bylo zjisténo, Ze tkan

postizena clubfootem koreluje s vyssi expresi proteint TGF-B a PDGF.

L CAST CHODIDLA

M CAST CHODIDLA >—

o KOLAGEN IIL

KOLAGEN III.

:> :> <= KOLAGEN XIV.
KOLAGEN \Io

KOLAGEN XII.

FIBROBLAST
FIBROBLAST

Obrazek ¢. 19: Rozdil v pfitomnosti kolagenii riznych typt v ¢asti chodidla M a L

4.1. Priprava vzorku a vyvoj extrakéni metody

Nejprve bylo nutné vyvinout vhodnou metodiku pro ptipravu vzorku,
vyextrahovani bilkovin z tkang. Prvnim krokem bylo oplachnuti vzorku od krevnich
bilkovin a rozmélnéni ho na co nejmensi kusy. Vzorek byl po celou dobu ptipravy
uchovavan v nadobce s ledem, aby byla potlacena degradace proteazami. Vzorek byl
nasledné zlyofilizovan, zamrazen a byl oplachnut PBS pufrem, aby se odseparovaly
bilkoviny krevni plazmy. Nasledné€ byl vzorek homogenizovan pomoci klesti, které byly
pouzity po zabaleni vzorku do alobalu a vloZeni do tekutého dusiku. Vice nez klesté se
nakonec osvédcilo kladivo, které vzorek 1épe rozdrtilo na mensi kusy.

Vzorek byl poté podroben metodam, které usnadnily pfevedeni proteinli do roztoku,
a nasledné byl analyzovan. K rozruSeni proteinovych vldken byl pouZit vortex (1 min),

sonikace (15 min) a centrifuga (3 min), pficemz kazd4 metoda méla presné vyméieny cas.
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Po homogenizaci byl vzorek promichan a rozdélen na vzorek 1 a 2, pfiCemz na
vzorek 1 byla odebrana %4 piivodniho vzorku, zatimco na vzorek 2 byly odebrany %, to
znamena, ze nasledné bylo pouZzito vétsi mnozstvi vzorku 2.

Vzorek 1 byl zlyofilizovan a byl k nému piidan lysis buffer. Dalsi pfiprava vzorku
probihala v eppendorfce s konickym dnem, a vzorek byl v lysis bufferu tfen ruéné pomoci
palicky po dobu 10 minut, a nasledn¢ byl zpracovan vortexem, sonikaci a centrufigaci, aby
doslo k jesté veétsSimu rozméelnéni tkane.

Bylo zjisténo, Ze nejlepsich vysledki bylo dosazeno u vzorku 1 a 2 (Lysis buffer,
oplach redestilovanou vodou), takze nésledujici postupy nebyly u dalSich vzorka tkani
provedeny. VVzorek 3 (oplach chloroform/MeOH) a vzorek 4 (oplach acetonitrilem) byl
puvodné zamyslen jako vhodny postup pro odstranéni lipidd, ty se ale odstranily jiz
v prvnich dvou krocich. Vzhledem k tomu, Ze je ur¢ita moznost, Ze by se v krocich 3 a 4

yoqe .

V ramci snahy o odstranéni lipidii nechténé odstranily i proteiny, zvolili se pouze prvni dva

postupy.

4.2.  Elektroforeticka analyza

a) 1D elektroforéza

Na 1D elektroforézu byly pro kazdy vzorek pouzity tyto Casti:
s L1 (vzorek 1, castL)
o L2 (vzorek 2, ¢ast L)
s M1 (vzorek 1, ¢ast M)
s M2 (vzorek 2, ¢ast M)
« Mopl (vzorek M, oplach)
s Lopl (vzorek L, oplach)

Na kazdy 1D elektroforeticky gel bylo nadavkovano 2 pul a 6 pl vzorku. Z vysledného
gelu bylo urcené, kolik pul vzorku bude pouzito na 2D elektroforézu. V nékterych
ptipadech byla provedena 2D elektroforéza i u oplachti (L i M), kdyz na 1D gelech bylo

prokazatelné, Ze jsou v oplachu pfitomny proteiny.
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2 ul 6 ul
M1 M2 L1 L2 Mo Lo M1 M2L:1 L2 Mo Lo

Obrazek ¢. 20: 1D elektroforeticky gel ditéte H. Zleva: ddvkovani vzorku M1, Ma,L1,L2, M oplach, L oplach
po 2 pl a nasledné po 6 pl
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b) 2D elektroforéza

Davkovéani vzorku na 2D elektroforézu bylo voleno podle vysledkt 1D elektroforézy.

Dévkovani v§ech vzorkt bylo nasledujici:

Tabulka ¢islo 2: Davkovani vzorku a lysis bufferu u vSech vzorki

Vzorek | Cast vzorku Davkovani
‘ M1 70 pl vzorku + 80 pl LB
M2 50 pl vzorku + 100 pl LB
L1 70 pl vzorku + 80 ul LB
L2 70 pl vzorku + 80 ul LB
‘ M1 mt 200 pl vzorku + 0 ul LB
‘ M2 mt 150 pl vzorku + O pl LB
M1t 60 pl vzorku + 90 pul LB
M2 t 80 pl vzorku + 70 ul LB
L1 120 pl vzorku + 30 ul LB
| L2 200 pl vzorku + 0 pl LB
‘ M1 200 pl vzorku + 0O pl LB
M2 200 pl vzorku + 0O pl LB
‘ M oplach 200 pl vzorku + 0 ul LB
‘ L1 200 pl vzorku + 0 ul LB
L2 200 pl vzorku + O pl LB
‘ M1 120 pl vzorku + 30 ul LB
‘ M2 150 pl vzorku + O pl LB
‘ M oplach 150 pl vzorku + O pul LB
‘ L1 60 pl vzorku + 90 ul LB
L2 125 ul vzorku + 25 ul LB
‘ M1 80 pl vzorku + 70 ul LB
‘ M2 70 pul vzorku + 80 ul LB
‘ M oplach 150 pl vzorku + O pul LB
L1 60 pl vzorku + 90 pul LB
L2 90 pl vzorku + 60 ul LB
‘ M1 70 pul vzorku + 80 ul LB
‘ M2 60 pl vzorku + 90 pul LB
‘ M oplach 200 pl vzorku + 0 ul LB
L1 100 pl vzorku + 50 pl LB
L2 80 pl vzorku + 70 ul LB
‘ L oplach 200 pl vzorku + 0 ul LB
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Po kompletaci vSech 2D gelti byly hledany programem PDQuest signifikantni
zmény mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami, které ale nebyly nalezeny, a z tohoto
divodu nemélo smysl identifikovat jednotlivé skvrny (proteiny) pomoci hmotnostni
spektrometrie. Je pravdépodobné, Ze divodem toho, zZe nebyly zjiStény signifikantni
rozdily je nevhodnost vzork tkani postizenych clubfootem pro tuto analyzu, a to zejména
kviili nedostatecnému rozvolnéni kolagenovych vldken, jehoz se nedoséhlo ani béhem
puvodné péti krok extrakce, ani pfi snaze rozmélnit tkan hrubou silou pomoci ty¢inky ani

pii automatizovanych krocich, jako byla sonikace, vortexovani ¢i centrifugace.
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5
Obrazek ¢islo 21. 1- vzorek 1 z ditéte D, ptidano 300 ul lysis bufferu, 2- vzorek 2 z ditéte D, oplach v 1,5 ml

redestilované vody, 3- vzorek 3 z ditéte D, oplach v 1,5 ml chloroform/MeOH (2:1, v/v), 4- vzorek 4 z ditéte
D, oplach v 1,5 ml acetonitrilu, 5- oplach ditéte D redestilovanou vodou.
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4.3  Analyza pomoci spojeni kapalinové chromatografie hmotnostni a
spektrometrie

V dal$im postupu byly analyzovany tryptické $tépy tkdni pomoci nanokapalinové
chromatografie (nLC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu Q-TOF. Proteiny
byly identifikovany za pomoci softwaru Data Analysis a ProteinScape 2.0. Proteiny byly
rozpoznény na zakladé shody MS/MS spekter s databazemi proteinii za pomoci serveru
MASCOT. Program ProteinScape nas informuje o nazvu proteinu, relativni molekulové
hmotnosti, hodnoté¢ isoelektrického bodu, a také takzvané Mascot skdre daného proteinu na

v v

zékladé srovnani s proteiny obsazenymi v databazi. Cim je vyssi Mascot skore proteinu,
tim vyssi je pravdépodobnost shody s identifikovanym proteinem. Zjednodusené feceno,
aby byl protein uznan jako validni, musi mit skére alespon 80.

Bylo analyzovano proteomické slozeni 6 vzorku, u kterych byla uréena
signifikance stanovenim peptidové pokryti proteint nalezenych v analyzovanych tkanich.
Nalezli jsme desitky proteini v M i v L ¢asti chodidla, z nichz je v tabulkach 3 a 4 uvedeno
dvacet nejvyznamnéjSich.

b Proteinscape - maxs - proteinseape. NN T T 0 TR o5 e

File Edit Window Help

il e :s == 1 Default | T Quantitation [ Prot >
@ Project Navigator 52 a| | & = B[z MainView 53 & =0
Kostoveik [1] + || Info | Proteins & Peptides
krokodyi [8] Row % OK Accession Protein M.. pl #Ak. Scores #P.. SC[%] RMSE*
tE Q"a”:'t[a;]m” Werkflow - Step by Step [2) 1 IPI00297646  Tax 1d=9606 Gene Symbol=COLLAT Collagen alpha-10) chain 1389 55 7 §1994. 16 490  0f
- quant ! L
LF-Quant chibfoot 2016 7) 2 IPI0304962  Tax 1d=0606 Gene_Symbol=COLLA2 Collagen alpha-2(0) chain 1202 87 3 56201. 85 447 1.5
NS clubfoot 2016 stae vzorky 2015 [26] 3 IPION021033  Tax 1d=9606 Gene Symbol=COLIAL Isoform 1 of Collagen alpha-1(Il) chain 1385 62 4 30008.. 48 264  0S
. MS clubfot LxD (2] 4 IPIO0220701  Tex [d=8606 Gene_Symbol=COL6A3 Isofrm 2 of Cellagen alpha-3(V1) chain 22 T1 7 2%64.. 0 170 11
MS clubfoot Mx D [25] L 5 IPIO0291136  Tax 1d=0606 Gene_Symbol=COL6AL Collagen alpha-L(vD) chain 1085 51 4 14320. 19 B4 1
%, MSLxMusechny [29] 6 IP0410714  Tax 1d=0606 Gene_Symbol=HBAZHBAL Hemoglobin subunit alpha 152 94 2 U2B8. 16 768 LI
MS M LaD dohromadly leden 2017 [38] 7 IPIO0745872  Tax 148606 Gene Symbol=ALB lsoform 1 of Serum albumin 693 59 11 10063. 22 253 LI
“, MSMxLaD pedruhe - bez vylouceni outliers 8 IPIO0GS47SS  Tax Id=9606 Gene_Symbol=HBE Hemoglobin subunit beta 160 69 11 963(. 15 646  OF
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Obréazek ¢islo 22: Program protein Scape, Sekvence Fibromodulinu
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Tabulka ¢islo 3: Vybér 20 nejvyznamné;jsi proteinti obsazenych v L ¢asti chodidla

MW SC
Accession | Protein [kDa] pl Scores [%
4 20151.9

COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 /5.5 [(M:20151.9) | 55.8
11157.9

COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.219.7 |(M:11157.9)|55.9

COLG6A3 Isoform 2 of Collagen 6206.5

alpha-3(VI) chain 321.2|7.1 |(M:6206.5) |33.2

COL3A1 Isoform 1 of Collagen 6112.5

alpha-1(lll) chain 138.5/6.2 [(M:6112.5) |34.5

COL2A1 Isoform 3 of Collagen 5654.8

alpha-1(ll) chain 134.219.5 |(M:5654.8) |51.6

COL14A1 Isoform 1 of Collagen 2931.1

alpha-1(XIV) chain 193.4|5.0 |(M:2931.1) |31.2
1963.3

COLG6A1 Collagen alpha-1(VI) chain |108.5|5.1 |(M:1963.3) |33.4

COL6A2 Isoform 2C2 of Collagen 1611.2

alpha-2(VI) chain 108.5|5.8 [(M:1611.2) |26.1
1545.5

ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 [5.9 |(M:1545.5) |34.3
13255

VIM Vimentin 53.6 [4.9 [(M:1325.5) |45.5

COL12A1 Isoform 4 of Collagen 1250.0

alpha-1(XIl) chain 324.4|5.2 |(M:1250.0) |11.8

OGN cDNA FLJ59205, highly similar 1039.2

to Mimecan 40.5 9.0 |(M:1039.2) [23.3
1023.2

FMOD Fibromodulin 43.2 |5.6 |(M:1023.2) |34.3

HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit 900.0

alpha 152 19.4 [(M:900.0) |[73.2
866.2

COL5A1 Collagen alpha-1(V) chain | 183.4 4.8 |(M:866.2) 13.8
825.8

HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 |6.9 |(M:825.8) 67.3
807.4

LUM Lumican 384 [6.2 |(M:807.4) |[36.1

TGFBI Transforming growth factor,

beta-induced, 68kDa variant 7915

(Fragment) 74.6 |8.6 |(M:791.5) 29.7
711.5

PRELP PRELP protein (Fragment) |43.8 |10.2|(M:711.5) 29.3

BGN cDNA FLJ36740 fis, clone

UTERU2013322, highly similar to 707.9

Biglycan 349 (9.8 |(M:707.9) |36.5
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Tabulka ¢islo 4: Vybér 20 nejvyznamnéjsich proteinti obsazenych v M ¢asti chodidla

Accession

MW SC

Protein kDa] pl Scores %
18016.5

COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9|5.5 |(M:18016.5) |55.4
10704.8

COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.219.7 |[(M:10704.8) |52.6

COL6A3 Isoform 2 of Collagen alpha-3(VI) 5753.8

chain 321.2|7.1 |(M:5753.8) [31.2

COL3A1 Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll) 5476.9

chain 138.5/6.2 |(M:5476.9) [32.9
2178.5

COLG6A1 Collagen alpha-1(VI) chain 108.5|5.1 |[(M:2178.5) |33.0

COL6A2 Isoform 2C2 of Collagen alpha- 1631.0

2(VI) chain 108.5|/5.8 |(M:1631.0) |[23.8
1548.2

ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 |5.9 |(M:1548.2) |28.6

COL14A1 Isoform 1 of Collagen alpha- 1459.9

1(XIV) chain 193.4|5.0 |(M:1459.9) [18.3
1280.8

HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 152 |9.4 |(M:1280.8) |76.8
1042.5

HBB Hemoglobin subunit beta 16.0 |6.9 |(M:1042.5) |67.3
963.9

COL5A1 Collagen alpha-1(V) chain 183.44.8 |(M:963.9) 15.3
938.7

VIM Vimentin 53.6 4.9 |(M:938.7) 35.8
931.0

FMOD Fibromodulin 43.2 |5.6 |(M:931.0) 38.3
927.3

PRELP PRELP protein (Fragment) 43.8 ]10.2 |(M:927.3) |[35.1

OGN cDNA FLJ59205, highly similar to 862.4

Mimecan 40.5 |9.0 |(M:862.4) 23.3

TGFBI Transforming growth factor, beta- 791.9

induced, 68kDa variant (Fragment) 746 8.6 |(M:791.9) 20.6
689.7

LUM Lumican 384 |6.2 |(M:689.7) [33.1

BGN cDNA FLJ36740 fis, clone 687.4

UTERU2013322, highly similar to Biglycan | 34.9 (9.8 |(M:687.4) 38.4
675.4

FN1 Isoform 4 of Fibronectin 222.8|5.4 |(M:675.4) 9.8
629.7

DCN Isoform A of Decorin 39.7 |95 |(M:629.7) 26.7
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Label free kvantifikace

Pro vyhodnoceni rozdili v proteinovém slozeni L a M strany pomoci label free
kvantifikace byl pouzit program Profile Analysis. Uvazované peptidy musely byt nalezeny
minimalné v 50% vsech vzorki bez ohledu na skupinu a zaroveit musely byt nalezeny
minimalné v jedné z obou skupin (L a M) rovnéz alesponi v 50% piipadi v rdmci skupiny.

Déle byly stanoveny signifikantni proteiny pro L a M stranu pomoci label free
kvantifikace. Statisticka vyznamnost byla stanovena pomoci Studentova T-testu, z jehoz
matematického vyjadieni jsme vychazeli. Kvantitativni rozdily mezi analyzovanymi

skupinami byly povaZovany za statisticky vyznamné, pokud platilo, ze p < 0,05.

Tabulka ¢islo 5: Proteiny signifikantni pro M stranu Tabulka ¢islo 6: Proteiny signifikantni pro L stranu

Protein Signifikance Protein Signifikance

Asporin 0,003 Cartilage intermediate layer 0.0051
Colagen Ill. 0,0005 protein 2 precursor ’
Colagen VI 0,0001 Colagen XIV. 0,0017
Colagen V. 0,002 Colagen XII. 0,0001

. 0,002 Fibromodulin 0,0001

Hemoglobin alfa 0,0001 Fibronectin 0,06

Hemoglobin beta 0,00015 Cartilage o. matrix protein 0,08
Tenascin 0,003
TGFB 0,0021
Apolipoprotein A 0,011
IGHV4-31 0,017
Prolagrin 0,049

K vyhledani jednotlivych proteint a popisu jejich funkei bylo uzito databaze

Uniprot. Do vyhledavace byla zaddna zkratka daného proteinu, a jako organismus byl

vybran Homo sapiens (human).

Pii analyze skupiny vzorka tkani postizenych clubfootem bylo zjisténo, ze se
vV mén¢ namahan¢ L ¢asti chodidla nachézi kolagen II a XII, ktery se nenachazi ve vice
namahané M casti chodidla. Kolagen II se vyskytuje v bunééné hmoté chrupavky. Defekt

tohoto kolagenu miize vést az k poruse zvané kolagenopatie, kterd ma vliv na pojivové
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tkan¢. Kolagen XII se vyskytuje spole¢né s kolageny | a 1. Je lokalizovan v oblastech, kde
osteoblasty aktivné vylucuji kostni matrix, tudiz v mistech, kde dochazi k tvorbé kosti.
Kromé téchto dvou proteint, které se v M ¢asti nevyskytuji, byl také nalezen kolagen I,
kterého je v L ¢asti vice a kolagen III, kterého je vice v M ¢asti chodidla.

Kolagen I je nejhojnéji zastoupeny kolagen v lidském téle. Je ptitomen ve Slachéch,
ktzi, sténach tepen a ve zjizvené tkédni. Jeho pritomnost v poskozené tkani je tedy zcela
relevantni. Kolagen III je produkovan mladymi fibroblasty pfedtim, nez se kolagen I, ktery
je tvrdsi, syntetizuje. Také bylo v L ¢asti chodidla nalezeno vice fibromodulinu, lumicanu
a mimecanu (OGN).

Fibromodulin se podili na hromadéni kolagenovych vlaken v extracelularni matrix
a reguluje aktivitu TGFB. Lumican se podili na organizaci kolagenich fibril a reparaci
tkani. Mimecan indukuje tvorbu kosti ve spojeni s TGFB1 nebo TGFp2.

V M ¢asti chodidla se nachazi vimentin a fibronectin, ktery se v lateralni ¢asti
nenachdzi. Vimentin je protein nachazejici se ve filamentech fibroblastti. Fibronectin hraje
roli v reparaci tkani a nékdy slouzi jako adhezni molekula pro ukotveni buiiky na kolagen.
V M c¢asti bylo také nalezeno vice hemoglobinu, coZ miiZze byt zplisobeno nejen
nedostateénym oplachem, ale i tim, Ze se v této ¢asti nachdzi pfirozené vice cév, a je tedy
vice prokrvena nez lateralni Cast.

Oproti L ¢asti chodidla bylo v M ¢&asti nalezeno vice kolagenu typu VI, ktery je

hlavni strukturalni slozkou mikrovlaken.

Proteiny signifikantni pro M stranu:

Proteiny uvedené v tabulce ¢islo 5.

e Asporin (ASPN)
Reguluje mineralizaci a diferenciaci periodontalniho ligamentu (PDL) a TGFp v kloubni
chrupavce. Hraje zasadni roli v chrupavkové homeostaze a patogenezi osteoartrzy.
Negativné reguluje chondrogenezi v kloubni chrupavce tim, ze blokuje interakci TGFp a
receptoru na povrchu bunék. Vaze vapnik a podili se na aktivité kolagenové

biomineralizace.

« Kolagen I11 (COL I1I)
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Kolagen typu III se vyskytuje ve vét§iné mékkych pojivovych tkanich spolu s kolagenem
typu 1. Podili se na regulaci vyvoje cortexu. Je hlavnim ligandem ADGRGL1 ve vyvoji

mozku a inhibuje neuronalni migraci.

o Kolagen VI (COL VI)

Kolagen VI puisobi jako protein bunécné vazby.

o KolagenV (COL V)
Kolagen typu V je minoritni slozkou pojivové tkané. Vaze se na DNA, heparansulfat,

trombospondin, heparin a inzulin.

e Decorin (DCN)
Ma vliv na rychlost tvorby fibril.

e Hemoglobin a (HBA)

Podili se na transportu kysliku z plic do perifernich tkani.

e Hemoglobin p (HBB)
Podili se na transportu kysliku z plic do perifernich tk&ni. LVV-hemorfin-7 potencuje

aktivitu bradykininu, coZ zpiisobuje pokles krevniho tlaku.

e Tenascin (TNC)
EC protein podilejici se na vedeni migrujicich neurontl, stejné tak jako axont, v prib¢hu
vyvoje. Podili se na synaptické plasticité a neurdlni regeneraci. Podporuje rist neuritl z

kortikalnich neuronti. Je ligandem pro integrin alfa-8 / beta-1.

o Transforming growth factor g (TGFp)
Multifunkéni protein, ktery fidi proliferaci, diferenciaci a dalsi funkce v mnoha typech
bun¢k. Mnoho bunc¢k syntetizuje TGFB1 a maji pro néj specifické receptory. To pozitivné i
negativné reguluje mnoho dal$ich rastovych faktort. Hraje diilezitou roli v remodelaci
kosti, protoze je silnym stimulatorem tvorby osteoblastické kosti, coz zptsobuje
chemotaxi, proliferaci a diferenciaci v osteoblastech. Stimuluje produkci kolagenu
prostfednictvim aktivace CREB3L1.
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e Apolipoprotein A (APO A)
Podili se na reverznim transportu cholesterolu z tkani do jater. Pasobi jako kofaktor pro

lecitincholesterolacyltransferazu (LCAT) a uvolfiuje cholesterol z tkani.

e Imunoglobulinovy tézky proménlivy faktor (IGHV4)
Oblast variabilni domény imunoglobulinu tézkého fetézce, ktera se podili na rozpoznani
antigenu. Imunoglobuliny, znamé takeé jako protilatky, jsou vdzané na membranu nebo

sekretované glykoproteiny, které produkuji B lymfocyty.

e Prolargin (PRELP)
Kotvi bazalni membrany k z&kladni pojivové tkani.

Proteiny signifikantni pro L stranu:

Proteiny uvedené v tabulce &islo 6.

o Cartilage intermediate layer protein (CILP)

Hraje roli ve vystavbé chrupavky. Muize pisobit antagonizaci funkci TGF-Betal
(TGFB1) a IGF1. Ma schopnost potlacit IGF1-indukovanou proliferaci a inhibuje
ligandem indukovanou autofosforylaci IGF1R. Mize inhibovat TGFBI
zprostiedkovanou indukci genii matrix chrupavky prostfednictvim interakce s TGFBI.

Zvysena exprese muze vést ke zhorSeni ristu chondrocytl a reparace matrix.

« Kolagen XIV (COL XI1V)

Hraje adhezivni roli pfi integraci kolagenovych svazkd.

« Kolagen XII (COL XII)
Kolagen XII interaguje s kolagenem I, obsahujicim vldkna. Doména COL1 je spojena s
povrchem vlaken a COL2 a NC3 domény jsou lokalizovany v perifibrilarni matrix.

e Fibromodulin (FMOD)

Ovlivnuje rychlost tvorby fibril. Ma hlavni roli ve fibrilogenezi kolagenu.
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e Fibronectin (FN)

Fibronectin vaze bunécné povrchy a rizné slouceniny, v¢etné kolagenu, fibrinu,
heparinu, DNA a aktinu. Fibronectin je zapojen do bunécné adheze, pohyblivosti
bunék, opsonizace, hojeni ran, a udrzovani tvaru buniky. Podili se na zhutnéni

osteoblastli prostfednictvim bunikami zprostfedkované fibronektinové fibrilogeneze.

o Cartilage oligomeric matrix protein (COMP)
Hraje roli ve strukturalni integrité chrupavky pies jeji interakce s jinymi EC
proteiny, jako jsou kolageny nebo fibronectin. Muze zprostiedkovat interakci

chondrocyt s EC chrupavkou. M4 vliv na patogenezi osteoartrozy.
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5 ZAVER

Pes equinovarus neboli clubfoot je jednou z nejznaméjsich a nejcastéjsich deformit
dolnich koncetin, vyskytujicich se v ortopedii. Ackoliv byly v prabéhu let vyvinuty
zpusoby, jak deformitu korigovat az skoro do Uiplného uzdraveni, netesi to podstatu
nemoci. Vzhledem k velmi ¢astému vyskytu této choroby se na ni v sou¢asnosti upina ¢im
dal vice pozornosti. A¢koliv se nejedna o fatalni onemocnéni, ale pouze o vrozenou
deformitu, ktera se da do urcité miry napravit pomoci chirurgického zakroku nebo
sadrovani, neni 1é¢ba clubfootu snadnou a nebolestivou zalezitosti.

V této praci nepohlizime na nemoc z genetického hlediska, nybrz z toho
proteomického a hledame spojitost mezi mirou zastoupeni ur€itych proteinti a zdvaznosti
deformity.

Po pomérn¢ hladkém zacatku, béhem kterého jsme vybirali nejlepsi moznost, jak
vyextrahovat proteiny, pfisly problémy az béhem vyhodnocovani geli 2D elektroforézy.
Vzhledem k velkému mnozstvi kolagenu jsme nebyli schopni tkan dostateéné rozmélnit, a
Vv programu ProteinScape jsme nebyli schopni ur€it signifikantni body. Standartnim
postupem po 2D elektroforéze je vyfezavani spotl z geld, ktery jsme vSak nemohli pouzit.
Museli jsme si tedy vystacit s informacemi, které jsme ziskali béhem analyzy tkané
v hmotnostnim spektrometru.

Pti dalsi analyze by bylo vhodné soustfedit se na metody, které umozni jeste lepsi
rozmé&lnéni tkané a uvolnéni proteind.V budoucnu by se vyzkum mohl zaméfit na sbér dat
z mnohem vét§iho poctu vzorkl a na srovnani nejen jednoho pohlavi, nybrz i na rozdily
mezi divkami a chlapci. Také by bylo ku prospéchu ziskat vzorek zdravé tkané détského
chodidla, tzv. ,,blanku®, ke kterému by se vyzkum mohl vztahovat. Patrn€¢ vSak nebude
mozné ziskat tkan od zdravého jedince, takze jedinou moznosti by bylo chirurgické
odejmuti tkané béhem pitvy. Nasnadé by bylo spojit proteomicky vyzkum i s vyzkumem

zabyvajicim se genetickou podstatou vzniku této choroby.

70



6

PRILOHY

Informovany souhlas

Bodne S1lor oo
VaZeni pand, vaZeny pane,

jste léfen na Ortopedicke klinice v Nemocnici Na Bulovee s onemocnénim pes
equinovarus. WNabizime Vam moinost ucéastmt se védecké studie , Korelativnd pristup k
poruchim mezibunééné hmoty: od proteint k thafiovym strukturdm u idiopatického
onemocnéni pes equinovarus ©, jejimz cilem je sledovat a hloubéji analyzovat pribéh
onemocnéni pes squimovarus, coZ by mélo v budouem slouzit k spravnémm pochopen jejich
veniku. Ze zdravotnické dolumentace vedené na tomto pracovisti budou rovnéz ziskany
nékteré zakladni ddaje tykajici se Vasi 1écby, vySetfeni a piipadnych onemocnéni
v souvislosti s Vasim énim. Vase 1icast projektn, polud se pro ni rozhodnete, je zcela
dobrovolni. Ze studie rovnés mmiFete kdykoliv vystoupit a toto rozhodnuti nebude mit vliv na
Vam poskytovanou péci. Vyhodou néasti ve studii je, Ze nékteré laboratomni vysledky budou
okamzité dostupné VaSemm cfetinjicimu lékafi, coz slouzi k lepSimu sledovani vivoje
nemocl, pro kterou jste hospitahzovan(a). Projekt byl schvalen Etickou komisi Nemocmice
Na Bulovee.

Prosime Vas o soublas s vySetfenim fibrotické thané ktera bude odebrina v mmei VaZeho
operatniho vykonu ofetieni na klimce. Vzorky nebudon pougity k jinému vyzkumu a po vyietfem
sledovanych laboratomnich ukazateld budou zlikvidovdny. V Zidném pfipadé nebude testovin Vas
geneticky matenal (DNA & ENA).

Vzorky budou zeela anommmzovany; zkumavka s kvi bude cenadena poure kodem, mkoliv

Pokud vysledky studie budon publikowiny, Vase udaje budou zeela anomymuzovany
a konkrétni osobu nebude moZné na =iklads svefejnénych visledki dohledat.

Datum, jméno a podpis lakate e

Potvrzup timto, Ze jsem byl{a) mformovan(a) o podminkach vwyzlunms studie a Ze jsem se
dobrovolné rozhodl(a) pro néast na tomto projekin. Informace m byly vysvétleny a roeumim podstaté
1 oéelu projekin. MEl jsem modnost klast dotazy a tyto mi byly phiméfensé zodpovézeny.
Datum, jmeno a podpis PECIEIER ..o oo e e

Tento informovany souhlas je vyhotoven ve dvou stejnopisech, které majl plainost ongmalu

Jeden bude uchovan v pactentové dokumentaci a to po dobu upravenou praviim piedpisem
pro uchovavan zdravotnicke dokwmentace a druby obdrzi pacient
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