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Abstrakt

Uvod: Imunochemické metody jsou dilezitym pomocnikem klinickych 1ékait
1 odbornikli v biomedicinském vyzkumu. Piednosti imunochemickych metod je jejich
vysoka citlivost a pfesnost. Cilem prace bylo vyuzit imunochemickych metod ke
stanoveni biomarkeri nadorovych a degenerativnich onemocnéni. Byly provedeny
celkem Ctyii studie. Dvé studie se zabyvaly hledanim novych biomarkert karcinomu
prostaty, tieti studie se zabyvala sledovanim FGF23 u pacientl s hyperparathyre6zou a
¢tvrtd studie se zabyvala stanovenim kyseliny hyaluronové u pacientli s gonartrézou
kolene.

Metody a pacienti: 1. studie: Koncentrace Chromograninu A, Endoglinu, TIMP-1 a
thymidinkinazy 1 (TK1) v séru a Endoglinu, SPINK-1, Annexinu, TIMP-1 v moc¢i byly
mefeny u 58 pacientll (primérného véku 68 let, rozmezi 45 — 82 let) s klinicky
diagnostikovanym karcinomem prostaty a 30 zdravych jedinct (primérného véku 64
let, rozmezi 55 — 78 let) bez relevantni urologické anamnézy a hodnoty PSA v normé.
TK1 byla vybrana jako nejvhodnéj$i marker a sérové koncentrace TK1 byly nasledné
meéfeny u 169 pacientl (primérny vek 62 let, rozmezi 45-82 let) s karcinomem prostaty
a kontrolni skupiny 39 zdravych muzi (primérny veék 61 let, rozmezi 54-78 let).
Vysetfeni TK1 bylo rozsifeno o stanoveni epitopu TK210. Sérové koncentrace TK210
byly méfeny u 126 pacienti (primérny vek 70 let, rozmezi 4685 let) s rakovinou
prostaty a kontrolni skupiny 49 zdravych muza (primérny vék 63 let, rozmezi 5478
let) s nezhoubnou etiologii onemocnéni véetné benigni hyperplazie prostaty.

2. studie: Koncentrace mindinu v séru byly méfeny u 56 pacientl (primérny vék 68 let,
rozmezi 45-82 let) s karcinomem prostaty a v kontrolni skupiné 29 zdravych muzt
(pramérny vek 64 let, rozmezi 55-78 let).

3. studie: Plazmatické koncentrace FGF23 byly vySetfovany u 38 dospélych pacientt
(31 Zen ve v€ku 24-77 let a 7 muzl ve v€ku 38-75 let) s primarni hyperparatyredzou.
Hladiny PTH byly zkoumdany tésné pted incizi a po excizi adenomu. cFGF23, iFGF23,
fosfat, eGFR a PINP byly vySetiovany intraoperacn¢ a dalsi den po operaci.

4. studie: Kyselina hyaluronova byla vySetfovana v synovidlni tekutiné¢ 67 pacientl s
primérnym vékem 67 let (35 muzd, primérny vék 65 let a 32 Zen, pramérny vék 68 let)
s klinicky diagnostikovanou osteoartritidou.

Vsechny studované biomarkery byly stanoveny pomoci komeréné dostupnych

enzymovych imunochemickych metod.



Vysledky: Vysledky jsou vyjadieny jako medidny. Koncentrace thymidinkindzy 1 v
séru jsou zvysené u pacientll s karcinomem prostaty ve srovnani se skupinou zdravych
muzi (0,196 pmol/L vs. 0,076 pmol/L, P <0,0001, AUC = 0,80). Koncentrace
thymidinkinazy jsou zvySené u pacienti se zavaznym pribéhem onemocnéni
hodnocenym dle TNM Kklasifikace a kritérii ISUP.

Sérové hladiny mindinu u pacienti s karcinomem prostaty byly vyznamné snizeny ve
srovnani s kontrolni skupinou (0,78 ng/mL vs. 2,12 ng/mL, P = 0,0007, AUC = 0,71).
Koncentrace mindinu jsou snizené u pacientil se zdvaznym pribéhem onemocnéni
hodnocenym dle TNM klasifikace.

Plazmatické koncentrace cFGF23 a iFGF23 vyznamné poklesly jeden den
po paratyreoidektomii, (cFGF23: 89,17 vs. 22,23 RU/mL, P <0,0001, iFGF23: 56,87 vs.
<1,5 pg/mL, P <0,0001). Plazmatické koncentrace iFGF23 a cFGF23 koreluji s fosfaty
(cFGF23: Spearmantv r = -0,253, P = 0,0065; iFGF23: Spearmaniv r = -0,245, P =
0,0085), ptedoperaéni koncentrace iFGF23 a cFGF23 koreluji s eGFR (cFGF23:
Spearmantv r =-0,499, P = 0,0014; iFGF23: Spearmantav r =-0,491, P = 0,0017).

Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacienti s osteoartritidou, ktefi podstoupili
artroskopii, jsou vyznamné zvySeny ve srovnani se skupinou pacientli s Uplnou
nahradou kolene (2581 mg/L vs. 1763 mg/L, P = 0,01). Koncentrace kyseliny
hyaluronové v synovidlni tekutin€ koreluji se zvySenym osmotickym tlakem
(Spearmantiv r = 0,29, P = 0,015)

Zavér: Mindin a TK1 jsou vhodnymi doplinkovymi markery pro diagnostiku karcinomu
prostaty. Koncentrace FGF23 v plazmé klesa jeden den po parathyroidektomii.
Koncentrace kyseliny hyaluronové jsou zvysené u pacientli po artroskopii, koreluji se
zvySenou osmolalitou synovialni tekutiny a mohou proto byt dal$im indikatorem
zavaznosti onemocnéni.

Imunochemické metody jsou vhodné pro diagnostiku nddorovych a degenerativnich
onemocnéni.

Kli¢ova slova: ELISA, rakovina prostaty, pHPT, HA, gonantr6za, biomarker, TKI,

mindin



Abstract

Introduction: Immunochemical methods have significant importance in biomedical
research. The benefit of immunochemical methods is their high sensitivity and accuracy.
The aim of the work was to use immunochemical methods in investigation of cancer
biomarkers and degenerative diseases. A total of four studies were performed. Two
studies were focused on the search for new biomarkers of prostate cancer, the third
study was focused on evaluation of FGF23 in patients with hyperparathyroidism, and
the fourth study looked at the assessment of hyaluronic acid in synovial fluid of patients
with knee gonarthrosis.

Methods and patients: Study 1: Concentrations of Chromogranin A, Endoglin, TIMP-1
and thymidine kinase 1 (TK1) in serum and Endoglin, SPINK-1, Annexin, TIMP-1 in
urine were measured in 58 patients (mean age 68 years, range 45 -82 years) with
clinically diagnosed prostate cancer and in 30 healthy individuals (mean age 64 years,
range 55-78) without clinically relevant urological history and PSA values in the
reference range. Subsequently, serum TK1 levels were measured in 169 patients (mean
age 62 years, range 45-82 years) with prostate cancer and in a control group of 39
healthy men (mean age 61 years, range 54-78 years). The TK 1 assay was also used to
determine the TK210 epitope. Serum TK210 levels were measured in 126 patients
(mean age 70 years, range 46-85 years) with prostate cancer and in a control group of 49
healthy men (mean age 63 years, range 54-78 years) with a benign etiology of the
disease, including benign prostatic hyperplasia.

Study 2: Serum mindin concentrations were measured in 56 patients (mean age 68
years, range 45-82 years) with prostate cancer and in a control group of 29 healthy men
(mean age 64 years, range 55-78 years).

Study 3: Plasma cFGF23 and iFGF23 levels were investigated in patients (31 women
aged 24-77 years and 7 men aged 38-75 years) with primary parathyroidism included 38
adult patients with primary hyperparathyroidism due to adenoma. PTH levels were
examined just before the incision and after excision of the adenoma. cFGF23, iFGF23,
phosphate, eGFR and PINP were examined intraoperatively and the next day after
surgery.

Study 4: Hyaluronic acid was investigated in synovial fluid of of 67 patients with the

mean age of 67 years (35 men, mean age 65 years and 32 women, mean age 68 years)



with  clinically diagnosed osteoarthritis were included in the study.

All studied biomarkers were determined by immunochemical methods.

Results: Results are expressed as medians. Serum thymidine kinase 1 concentrations are
increased in prostate cancer patients compared to the control group of healthy men
(0,196 pmol/L vs. 0,076 pmol/L, P <0,0001, AUC = 0,80). Thymidine kinase
concentrations are elevated in patients with severe disease according to the TNM
classification and the ISUP criteria.

Serum mindin levels in prostate cancer patients are significantly decreased compared to
the control group (0,78 ng/mL vs 2,12 ng/mL, P = 0,0007, AUC = 0,71). Mindin levels
are decreased in patiens with severe disease according to the TNM classification.
Plasma cFGF23 and iFGF23 decreased significantly one day after parathyroidectomy,
cFGF23 (cFGF23: 89,94 vs. 37,49 RU/mL, P <0,0001, iFGF23: 57,78 vs. <1,5 pg/mL,
P<0,0001). Plasma iFGF23 and cFGF23 correlate with phosphates (cFGF23: Spearman
r = -0,253, P = 0,0065; iFGF23: Spearman r = -0,245, P = 0,0085), pre-operative
iFGF23 and cFGF23 correlate with eGFR (cFGF23: Spearman r = -0,499, P = 0,0014;
iFGF23: Spearman r = -0,491, P = 0,0017).

Hyaluronic acid concentrations in patients with knee osteoarthritis who underwent
arthroscopy are significantly increased compared to the group of patients with complete
knee replacement (2581 mg/L vs. 1763 mg/L, P = 0,01). Concentrations of hyaluronic
acid in synovial fluid correlate with increased osmotic pressure (Spearman r = 0,29, P =

0,015), and may therefore be another indicator of disease severity.

Conclusion: Mindin and TK1 are additional markers for the diagnosis of prostate
cancer. Plasma FGF23 levels decrease one day after parathyroidectomy. Hyaluronic
acid concentrations in synovial fluid are elevated in patiens subjected to arthroscopy
and correlate with increased synovial fluid osmolality. Immunochemical methods are

appropriated for the diagnosis of cancer and degenerative diseases.

Keywords: ELISA, prostate cancer, pHPT, hyaluronic acid, gonanthrosis, biomarker,

thymidinkinase 1, mindin
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Seznam zkratek

AFP - alfa-1-fetoprotein

AP, ALP - alkalicka fosfataza

AUC - area ubder the curve = plocha pod kiivkou

BCR - receptory B-lymfocyta p-CTx - 3 -

CrossLaps

Ca - vapnik

CASR - receptor detekujici vapnik

CCD - Charge-Coupled Device = zatizeni s vdzanymi naboji

CEDIA - Cloned Enzyme Donor Immunoassay -klonovany imunotest darce enzymu
CKD - chronické onemocnéni ledvin

CLIA - chemiluminiscen¢ni imunoanalyza

CMIA - Comparison of chemiluminescent microparticle immunoassay

- chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikroc¢asticich CV — varia¢ni

koeficient

DAS — ELISA double antibody Enzyme-linked immunosorbent assay

— dvouprotilatkové enzymové vdzany imunosorbentni test

DELFIA - Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent InmunoAssay -
disociacné vylepSeny lanthanidovy fluorescenc¢ni imunologicky test DNA —
deoxyribonukleova kyselina

EA — akceptor enzymu

ECLIA - elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza

ECT - extracelularni tekutina

ED — darce enzymu

EIA - enzymova imunoanalyza

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay - enzymové vazany imunosorbentni test
EMIT - Enzyme Multiplied Immunoassay Technique - enzymova multiplikovana
imunoanalyza

EAU - Evropska asociace pro urologii

FELISA - fluorescen¢ni enzymové vazany imunosorbentni test

FGF-23 - Fibroblastovy rastovy faktor 23

FIA - fluorescen¢ni imunoanalyza
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FPIA- Fluorescence Polarization Immunoassay - fluorescencni polarizacni
imunoanalyza

fPSA- volny prostaticky specificky antigen

GA — gonartroza

GFR — glomerularni filtrace

GS — Gleasonovo skore

HA - kyselina hyaluronova

HAT - lidsky alfa-thrombin

HAY - virus hepatitidy A

HBsAg — povrchovy antigen hepatitidy B

HPLC - vysokoucinna kapalinovéa chromotogratie

HRP — kienova peroxidaza

ILMA - imunoluminoimunoanlyza

IgA — imunoglobulin A

IgD - imunoglobulin D

IgE - imunoglobulin E

IgG- imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

IQR — mezikvartilovy rozptyl

IRMA - imunoradiometricka analyza

ISUP - International Society of Urological Pathology — mezindrodni spolecnost
urologické patologie

LIA - luminoimunoanalyza

LOCI — Luminescent oxygen channeling assay - luminiscence zaloZena na pfenosu
kysliku

MEIA — Microparticle Enzyme Immunoassay - mikro¢asticova enzymova
imunoanalyza MMP9 - matricova metaloproteinaza 9

NK- bunky — natural killer cells, pfirozeni zabijeci bunék

PHI - index zdravé prostaty

pHPT - primarni hyperparatyreoidismus

PINP - aminotermalni propeptid prokolagenu typu 1

PRGH4 - proteoglykan 4

PSA - prostaticky specificky antigen

PSTI - inhibitor pankreatické sekrece trypsinu
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PTH - parathormon

PTHR - receptor pro parathormon

REA - radioenzymova imunoanalyza

RIA - radioimunoanalyza

RNA - ribonukleova kyselina

ROC — Receiver Operating Characteristic = operacni charakteristika pfijimace
RTG — rentgenove zafeni

sHPT - sekundarni hyperparatyreoidismus

SiO2 — oxid kfemicity

SPIA — imunoanalyza na pevnych ¢asticich

SPINK-1 - serin proteazovy inhibitor Kazal-typ 1
TATI - inhibitor trypsinu asociovany s nadorem

TEP — totalni endoprotéza

TGF - transformuyjici ristovy faktor 3

TIMP -tkanovy inhibitor metaloproteinaz

TK - thymidinkinaza

TPA - tripropylamin

TRACE - Time Resolved Aplified Cryptate Emission

- Casove rozliSena emise zesileného kryptatu
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1. UvoD

Imunochemické metody jsou dalezitym pomocnikem klinickych Iékaiti i odbornik
v biomedicinckém vyzkumu. LEkafi mnoha specializaci dnes vyuzivaji vysledky
imunochemickych stanoveni pii klinickém rozhodovani v otazkach diagnostiky, terapie a
sledovani zdvaznych onemocnéni (Karlikova, et al., 2013). Prvni imunochemické metody
byly vyvinuty na konci devatenactého stoleti a okamzit¢ byly aplikovany v lékaiské
diagnostice a bakteriologii. Vyvoj téchto metod, ktery byl zvlasté patrny od poloviny
minulého stoleti, zpsobil zna¢ny nértst jejich uplatnéni v 1ékatské diagnostice a svétil jim
zasadni roli ve vyzkumu v riznych oblastech biologickych véd. Pokrok v imunotechnologii
rozsitil jejich vyuziti v novych oblastech, napt. v kontrole kvality potravin ¢i zivotniho
prosttedi (Koivunen, et al., 2006). Rozvoj automatizace umoznil imunochemickym
metodam stat se nedilnou soucasti laboratorni diagnostiky a dilezitym pomocnikem
klinickych 1ékaitt i odbornikii v biomedicinském vyzkumu. Soucasné imunoanalytické
metody (imunoanalyzy, imunoeseje) jsou jednoduché metody, které jsou snadno

proveditelné a dobfe automatizovatelné. Vyznacuji se vysokou citlivosti a piesnosti

(detekéni limity fadoveé dosahuji hodnot 1015 a7 1020

mol/L), coz umoziuje jejich vyuziti
pro rutinni analyzy latek s velmi nizkou koncentraci, napt. hormont, nddorovych markert,
cytokini, vird (Karlikova, et al, 2013). Imunochemické stanoveni analytd o nizké
koncentraci v biologickém materialu dnes patii k rutinnim a Siroce pouzivanym technikdm
laboratorni mediciny. Klasické imunochemické metody, jako jsou imunoprecipitace,
imunodifuze, imunoelektroforéza apod., se dnes v klinickych laboratofich vyuzivaji
prevazné pro kvalitativni nebo semikvantitativni tcely.

Ptredkladana dizertacni prace je zamétfena na vyuZziti imunoanalytickych metod v
diagnostice nddorovych onemocnéni (Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A,
Endoglin, Thymidinkindza 1, Mindin jako biomarkery karcinomu prostaty, déle

stanoveni FGF23 u pacienti s primarni hyperparathyre6zou) a degenerativnich

onemocnéni (stanovni kyseliny hyaluronové u pacienti s artrozou kolene).
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1.1. Imunochemie — zakladni pojmy

Imunochemie je védni obor zabyvajici se interakci mezi antigenem a protilatkou.
Antigeny reaguji s protilatkami pomoci strukturnich rysi na jejich povrchu
prostiednictvim ,,epitopt”“ nebo ,antigennich determinanti“, které se vazou na
specifické struktury protilaitek s nazvem ,,paratopy* nebo ,mista vazajici antigen®.
Protilatky lze ziskat ze séra imunizovanych zvitat. Tyto poznatky vedou k vytvareni a
aplikaci analytickych metod, které¢ umoziuji specifické a citlivé stanoveni nejriznéjsich

analytli (Koivunen, at al., 2006; Daussant, et al., 2007).

1.2. Antigeny a hapteny

Antigeny jsou latky, které rozpoznd imunitni systém jako cizi a odpovi na né
tvorbou protilatek. Nej€astéjsi antigeny jsou makromolekuly — proteiny, komplexni
polysacharidy, lipopolysacharidy, apod. Antigeny mohou byt ptirodni ¢i syntetické.

Hapteny jsou malé molekuly, které dokdzou vyvolat imunitni odpovéd
az po navazani na makromolekuldrni nosi¢. Oblast molekuly antigenu, kterd je
rozeznavana imunitnimi receptory, se nazyva epitop. Vazba epitopu na protilatku je

zprostiedkovana nekovalentnimi vazbami za vzniku imunokomplexi.

1.3. Protilatky

Protilatky jsou secernovany po vazbé antigenu a dalSich signaliza¢nich molekul
na receptory B-lymfocyti (BCR). Vazba antigenu vyvoléa diferenciaci B-lymfocytli na
plazmatické buiiky a vytvoii se ptislusné protilatky (Hotejsi, et al., 2017).
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Protilatka je slozena ze dvou tézkych fetézcii, které jsou kovalentné spojeny
cystinovymi miustky, ke kazdému tézkému fetézci je nasledn¢ dalsSim cystinovym
mustkem piipojen lehky fetézec. Tezké tetézce se skladaji ze 4 domén. Jednotlivé
domény jsou vzajemné spojeny polypeptidovym fetézcem. N-koncové domény jsou
variabilni. Variabilni domény vytvaii vazebné misto. Ostatni domény jsou konstantni.
Pokud molekulu imunoglobulinu rozstépime pomoci enzymu papainu ziskdme tzv. Fab
fragmenty, které obsahuji vazebné misto pro antigen a Fc fragment. Struktura

imunoglobulinu je na obrazku 1.

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY

VARIABILNI
DOMENY

KONSTANTNI KONSTANTNI
DOMENY 4. . ..: & DOMENY
L+H oblast

Fab Fab

Lehky fetézec 4\ oNSTANTNI

DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Fc

KONSTANTNI
DOMENY
TEZKYCH

RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH
STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU
Obrazek 1: Struktura monomeru imunoglobulinu (Vodickovad, 2010)

Jsou znadmy 2 typy lehkych fetézcl (k, A) a 5 typi t€zkych fetézci (W, 6, a, vy, €).

Dle typu tézkych fetézcl a poctu jednotek tvaru Y rozeznavame 5 typt
imunoglobulini. Imunoglobulin M (IgM), imunoglobulin D (IgD), imunoglobulin A
(IgA), Imunoglobulin G (IgG), Imunoglobulin E (IgE). Plazmaticka buiika miize tvofit
vice typt imunoglobulinii najednou, ale vzdy specificky pro urcity antigen.

IgM se nachazeji na povrchu bunék B-lymfocytl a tvoii pentamer. Jedna se o
nejvetsi typ imunoglobulinu. IgM je prvni izotyp protilatek, ktery se tvofi po setkani s
antigenem.

IgD je v séru zastoupen malo a nachéazi se na povrchu B-lymfocytl, kde ma

funkci receptoru pro antigen. Vyvolava uvoliiovani histaminu z bazofilti a mastocyti.
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v

IgG je nejhojnéjsim typem protilatek. Jsou znamy 4 subtypy IgGl, 1gG2, IgG3 a
IgG4. IgG je tvotfen jako monomer.

IgA se vyskytuje ve formé slizni¢ni a sérové. Sliznicni forma IgA je tvofena
dimery, zatimco sérova forma tvoii monomery, dimery i trimery. IgA slouzi prevazné
jako opsonin a existuji jeho 2 subtypy IgA1 a IgA2.

IgE se fyziologicky vyskytuje u lidi v nepatrnych koncentracich. IgE je
monomer, ktery se ucastni imunitni odpovédi proti mnohobunéénym organismiim anebo

je ptitomen také u alergickych reakci (Hoftejsi, et al., 2017).

1.3.1. Priprava protilatek

Protilatky jsou monoklondlni a polyklonalni. Monoklonalni protilatky mizeme
ziskat 1 in vitro. Monoklonalni protilatky se ziskavaji pomoci izolace kloni B-
lymfocytl, které tvoii protilatky pozadované specifity a jsou péstovany v bunécné
kultufe. B-lymfocyty maji kratkou zivotnost. Pomoci jejich fuze s vhodnou
myelomovou bunécnou linii vznik4 hybridom. Tato hybridni buiika roste neomezen¢ ve
tkanové kultute a produkuje stejné protilatky jako plivodni B-lymfocyt. Protilatky
jednoho klonu plazmocytu mohou pievladat v organismu za patologické situace, coz
muze byt zptisobeno nadorem z plazmatickych bunék tzv. myelomem. Popis ptipravy

monoklonalnich protilatek je znazornén na obrazku 2.
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il HS _ buiiky

e

hybridomy | ?
Q@
&
Separace
<& S

Klon 1 Klon 2 Klon 3

&) @ )

V kaidé zkumavce klony protilatek se stejnou
specifiton a afiniton

Obrazek 2: Popis ptipravy monoklonalnich protilatek — upraveno podle (Daussant, et al., 2007)
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Polyklonélni protilatky jsou produktem rtznych klont plazmocytl. Toho se
vyuzivda pii  vyrobé polyklonalniho antiséra, které ziskdme po imunizaci
experimentalniho zvifete. Popis pfipravy polyklonalnich protilatek je na obrazku 3.

©® _©
@®_© ©,©

Proliferace lymfocyta

R i

Produkce protilitek

M
Odbér krve

Vs

)
Smés protilitek se
specifiton k raznym
epitopim

Obrazek 3: Popis ptipravy polyklonalnich protilatek — upraveno podle (Daussant, et al., 2007)

Pro 1écebné a diagnostické pouziti se nejprve vyuzivaly monoklonalni mysi
protilatky. Dnes jsou protilatky upravovany metodami genetického inZenyrstvi, kdy je
¢ast imunoglobulinu, ktera netvoifi vazebné misto, nahrazena ¢astmi lidského

imunoglobulinu (Daussant, et al., 2007; Hotejsi, et al., 2017).
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1.3.2. Reakce antigen-protildtka

Vazba antigenu na protilatku je zprostifedkovana nekovalentnimi reverzibilnimi
interakcemi, zejména iontovymi, hydrofobnimi, dale van der Waalsovymi silami a
vodikovymi mustky. Rychlost vzniku a rozpadu vazby vyjadiuje disocia¢ni konstanta.

Prvni funkci protilatek je vézani toxinti nebo vir, coz zabraiuje témto
cizorodym latkdm ve vazbé na cilové receptory. Dale protilatky mikroorganismy
opsonizuji, tedy oznacuji je jako cil pro slozky bunééné imunity (fagocyty, NK-bunky,
atd.). Schopnost protilatek vazat se na specificky antigen je unikétni sila vazby mezi
jednim epitopem a jednim paratopem na protilatce, to se oznacuje jako afinita, zatimco
avidita oznacuje silu interakce polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem
(Bartinkova, et al., 2011).

Ke zktizenym reakcim mize dochazet u antigent, které jsou si podobné. Tyto
reakce vznikaji napfiklad pfi imunitni odpovédi zaméfené proti viram, které jsou
strukturné podobné. Tyto podobnosti antigennich struktur ¢asto komplikuji diagnostiku

pomoci imunochemickych metod (Daussant, ef al., 2007).

1.4. Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na principu reakce antigenu s protilatkou.
Mizeme také pouZit pro zpfesnéni pojmy receptor a ligand, jelikoz protilatka v reakci
pfi stanoveni miZe byt danym antigenem a v reakci reaguje s dalsi protilatkou.

V roce 1929 byla popsana tzv. precipitacni reakce, coZ je reakce rozpustného
antigenu s odpovidajici protilatkou (Bartinkova, et al., 2011). Tento princip je uplatnén
u riznych modifikaci, které se 1i8i potfebou separace reaktantu od jeho véazané formy,
pak se jedna o metody heterogenni. Metody, které separaci nevyZaduji, jsou homogenni.
Déle miizeme metody rozliSit dle pouzitého indikdtoru a zpisobu detekce. Jako
indikatory se vyuzivaji fluorescen¢ni, chemiluminiscen¢ni latky, chelaty lanthanidd,
komplexy tézkych kovil, stabilni volné radikaly, feritin, koenzymy a enzymy nebo jejich
inhibitory. Tabulka 1 popisuje déleni imunochemickych metod dle typu indikéatoru a

zpusobu detekce (Koivunen, et al., 2006; Wild, et al., 2013).
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Tabulka 1: Déleni imunochemickych metod dle typu indikatoru (znacky) a

zpusobu detekce

Imunochemické metody

| I Metoda Znacka Detekce
Vyhodnoceni
Jednoduchd imunodufize z4dna precipitacnich linii
Veelu | , .y Vyhodnoceni
{ Dvojitd imunodufiize zadna precipitac¢nich linii
S = Turbidimetrie 74dna Vyhodnoceni
Imunoelektroforéza zadna precipitacnich linii
M¢teni vzniklého
zéakalu
Méteni vzniklého
V roztoku Nefelometrie zadna zakalu
Hodnoceni vzniku
Latexova aglutinace zadna precipitatu
radioizotop (1251, Méfeni
izotopové |Radioimunoanalyza 1311, 14C) radioaktivity
stabilni volné Elektronova
i Technika volnych radikalin | radikaly spinova rezonance
enzym (kfenova
peroxidasa, Spektrofotometrie
) alkalicka barevného
" | neizotopové | Enzymové fosfatéza) produktu
fluorofor
(fluorescein,
rhodamin B,
umbeliferon,
Mg¢éieni
Fluorescencéni lanthanidil) fluorescence
luminofor
(luciferin,
akridinester,
adamantyl Méteni
Chemilumuniscencni dioxoetan) luminiscence
Mg¢ieni
Elektrochemiluminiscencni | tripropylamin luminiscence
zadna, enyzm, hmotnostni
Afinitni chromatografie fluorofor spektrometrie
spektrofotometrie,
mefeni
fluorescence Ci
Biosenzory enzym, fluorofor | luminiscence
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1.4.1. Principy imunochemickych metod

Imunochemické metody se d€li dle nékolika charakteristik. Dle vzniku
precipitatu nebo imunokomplexu. K vytvofeni rozpustného imunokomplexu dochdzi pii
jakékoliv koncentraci antigenu a protilatky v roztoku, zatimco imunoprecipitat se tvoii v
pouze ur¢itém poméru v tzv. bodu ekvivalence. Dale se metody déli dle uspotradani,
potieby separace a zpusobu znaceni. Pfehled imunochemickych metod je znazornén na

obrazku 4.

T L4

1
lzotopové Neizotopove
metody metody
v . Afinitni
’ chromatografie,
omogenni pieterogenni multiplexova

SEGEEE analyza, bioCipy

a biosenzory

] ] 8
B ' |
; ) i EMIT, FPIA,
| " CEDIA, EIA, FIA, LIA,
REA RIA IRMA TRACE, MEIA

ELISA
CLIA, CMIA, (pfima,
TRACE, LOCI ILMA, MEIA, neprima,
DELFIA, sendvic,
capture),

Obrazek 4: Prehled vybranych imunochemickych metod: radioenzymovad imunoanalyza (REA),
radioimunoanalyza (RIA), imunoradiometrickd analyza (IRMA), enzymova multiplikovana
imunoanalyza (EMIT), fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyza (FPIA), klonovany imunotest darce
enzymu (CEDIA), Casové rozliSena emise zesileného kryptatu (TRACE), mikrocasticova enzymova
imunoanalyza (MEIA), luminiscence zalozena na pfenosu kysliku (LOCI), enzymova imunoanalyza
(EIA), fluorescenéni imunoanalyza (FIA), luminoimunoanalyza (LIA), chemiluminiscencni
imunoanalyza (CLIA), chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikrocasticich (CMIA),
imunoluminoimunoanlyza (ILMA), disociacné vylepSeny lanthanidovy fluorescen¢ni imunologicky

test (DELFIA), enzymov¢ vazany imunosorbentni test (ELISA)
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1.4.2. Precipitacni a neprecipitacni metody

Precipita¢ni metody jsou zalozeny na tvorbé precipitatu. Precipitat muze
vytvaret pouze antigen, ale nemiize ho vytvaret hapten, ktery je ptiliS maly pro tvorbu
precipitaitu. Imunoprecipitace probihd v roztoku, kdy se tvofi nerozpustny komplex
rozpustného antigenu s protilatkou. Kvantitativné lze precipitat stanovit turbidimetricky
¢1 nefelometricky. Velmi podobna reakce je aglutinace, kdy reaguje nerozpustny antigen
s protilatkou za vzniku aglutinatu. Vznik precipitatu probiha nejprve rychle, nez dojde k
dosazeni bodu ekvivalence, kdy je stejné mnozstvi antigenu a protilatky. Po pfekroceni
bodu ekvivalence dochazi k zpomaleni reakce a rozpadu imunokomplext, coz vede
k fale$né negativnim vysledkiim. Tento vztah je vyjadien Heidelberger-Kendallovou

kvantitativni imunoprecipitacni kiivkou (viz. Obrazek 5).

Mnunoistvi
precipitatu

/ \

\- : Nadbytek

‘\anﬁgenu

Nadbytek .

protilatlky Coi

ekvivalence

B
i,

b
b

.
>

Mnoistvi antigenu

Obrazek 5: Imunoprecipitacni kiivka — upraveno podle (Daussant, et al., 2007)

Imunoprecipitace miiZze probihat také v gelu. VyuZivd se schopnost diftize
antigenu, protilatky ¢i obou v gelu, kdy v dosaZeni bodu ekvivalence dochézi k tvorbé
imunoprecipitacnich linii.

Neprecipita¢ni metody se vyuZzivaji k detekci nizkych koncentraci antigenu ¢i
protilatky, kdyZ nevznika precipitat. Stanoveni imunokomplexu je mozné po vazbé
vhodné znacky na jeden z reaktantli pfed samotnou reakci. Diky signalu znacky lze poté
stanovit velmi nizké koncentrace reaktantu. K znaceni jsou vhodné enzymy (kienova

peroxiddza, alkalickd fosfatdza), fluorescencni latky (fluorescein), chemiluminiscen¢ni

latky (luminol), radionuklidy (12’1, 14C) (Barttiiikova, et al., 2011).
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1.4.3. Kompetitivni a nekompetitivni metody

Kompetitivni metody jsou metody, kdy neznaceny analyt soutézi se znaCenym

antigenem o vazebné misto na protilatce. Princip kompetitivni metody je zobrazen na

obrazku 6.

/ -
VAN
VAN

AT

4

Protilatka vazana na Antigen Znateny Separace nenavizanych antigeni
pevné faz ve vzorkn antigen

Vazba antigeni na protilatku v pomeéru
v kterém jsou Tastoupeny v reakci

Obrazek 6: Kompetitivni stanoveni — upraveno dle (Wild, ef al., 2013)

Koncentrace stanovovaného analytu je v tomto pfipadé nepfimo umérna

detekovanému signalu (viz. Obrazek 7).
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Signal
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v
L)

Koncentrace analytu

| |

Obrazek 7: Kalibracni zavislost kompetitivni metody — upraveno dle (Wild, et al., 2013)

Nekompetitivni metody jsou metody, pii kterych jsou pouzity dvé protilatky

(znacend a neznacend), které jsou v reakci v prebytku. Princip kompetitivni metody

je zobrazen na obrazku 8.
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Obrazek 8: Nekompetitivni stanoveni — upraveno dle (Wild, ez al., 2013)
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Koncentrace stanovovaného analytu je v tomto pfipadé piimo umérna
detekovanému signalu (Springer, et al., 2008). Kalibracni zavislost nekompetitivnich

metod je zobrazena na obrazku 9.

Signal

Koncentrace analytu

Obrazek 9: Kalibra¢ni zavislost nekompetitivnich metod — upraveno dle (Wild, et al. 2013)

1.4.4. Heterogenni a homogenni metody

Heterogenni metody vyZaduji separaci imunokomplexu od znafeného
antigenu/protilatky. Interakce antigenu se znacenou protilatkou neovliviiuje celkovou
intenzitu signalu znacky (fluorescence, radioaktivita apod.). V tomto typu reakce je
potfeba oddélit imunokomplex s navazanou znacenou protilatkou od znacené protilatky
nachazejici se volné v roztoku. Pfiklad heterogenni reakce je na obrazku 6.

Homogenni immunoanalyzy na rozdil od heterogennich analyz nevyZzaduji
separaci znacenych slozek. Tyto analyzy jsou jednodussi a rychlejsi, jelikoz signal je
ovlivnén navazanim antigenu na protilatku, a diky tomu neni potieba dalsi separace, jak

ukazuje obrazek 10 (Karlikova, ef al., 2013).
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Obrazek 10: Homogenni immunoanalyza (Karlikova, et al., 2013)
1.4.5. Imunochemické metody se znacenymi reaktanty

1.4.5.1. Izotopové metody

Jiz v roce 1895 byly objeveny W.K.Rontgenem neznamé paprsky, pozdé€ji nazyvané
jako rentgenové. Ve stejnou dobu A. H. Becquerel objevil zafeni gama. Nésledovaly
objevy, které¢ vedly k zavedeni oboru nuklearni medicina. V roce 1937 byl poprvé vyuzit
radioaktivni sodik. Nasledujici rok se rozsifilo vyuziti dalsich izotopi napt. 12°1, 1311, °H,

14C, 33, Radioizotopové metody se zacaly vyuzivat v medicing jiz v roce 1948, kdy byla

objevena metoda izotopového fedéni. Imunoanalyza byla poprvé pouzita pro stanoveni
inzulinu a nésledn€ pro stanoveni steroidnich hormont (Dientsbier, 1971).

Tyto metody v 70. letech minulého stoleti zazily velky rozvoj a zacaly byt
vyuzivany k detekci dalSich biologickych latek. Radioimunoanalytické metody (RIA) jsou
zalozeny na principu kompetitivni reakce, kdy radioaktivné znacené molekuly soutézi s
neoznacenymi molekulami hormoni o vazebné misto na odpovidajicich protilatkach
(Skelley, et al., 1973). Prvni RIA metody byly pomérné zdlouhavé a pracné, ale citlivé.
Dostupnost analyz hormonti, 1éCiv, proteinti, viri a mnoho dalSich umoznilo zlepsit
zdravotni péci a uskuteCnit prvni screeningové programy (Lapcik, 2009).

Mezi Cetné vyuzivané radioizotopy patii 3H, 14C, 57Co, 1311, a nejcasteji 125y,
Diky své citlivosti a reprodukovatelnosti jsou povazovany za zlaty standard i v dne$ni
dobé. Analyza izotopovymi metodami je zatizena piisn¢js$i legislativou, nez je

legislativa u metod neizotopovych (Daussant, et al., 2007).

24



Dizertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

1.4.5.1.1. Pi'ehled izotopovych metod

Radioimunoanalyza (RIA) je kompetitivni metoda, kdy znaeny a neznaCeny antigen
soutézi o omezené mnozstvi protilatky.

Imunoradiometricka analyza (IRMA) je nekompetitivni, sendvicovd metoda.
Vyuziva ke stanoveni antigenu neznacenou protilatku uchycenou na pevné fazi (dno
zkumavky, magnetické Céstice) a znacenou protilatku, ktera se ptidava v nadbytku po
interakci antigenu se znacenou protilatkou (Karlikova, et al., 2013; Dientsbier, 1971).
Radioenzymova imunoanalyza (REA) je zalozena na specifické reakci enzymu a
odpovidajiciho substratu s detekci radioaktivity pomoci vhodného radioindikatoru.

Ptikladem muze byt napf. stanoveni thymidinkindzy od firmy Beckman Coulter.

Stanoveni je zaloZeno na enzymatické fosforylaci jodem znacené¢ho substratu 5-1231

deoxyuridinu thymidinkinazou ve vzorku za vzniku 5-joddeoxyuridin monofosfatu. Ten
se odd¢li od zbylé reakéni smési sorbci na ionexu a u sorbentu méfime radioaktivitu.
Intenzita signdlu je piimo imérné aktivité¢ TK ve vzorcich (Ptibalovy letdk Immunotech,
V04, 2017).

1.4.5.2. Neizotopové metody (enzymovd imunoanalyza)
RIA metody byly postupem casu z velké c¢asti nahrazeny metodami s

enzymovym markerm — enzymovymi imunoanalyzami, enzymovymi imunoesejemi.
(ETA). Vétsina komercéné dostupnych enzymovych imunoeseji vyzaduje separaci
specifickych antigenil. Jedna se zejména o imunoanalyzu na pevnych casticich (SPIA)
nebo enzymove vazany imunosorbentni test (ELISA) (Koivunen, et al., 2006).

ELISA byla vyvinuta v roce 1971 jako modifikace metody RIA. Poprvé byla
vyuzita pfi stanoveni IgG protilatek v séru kralika. Antigen byl oznacen enzymem
alkalické fosfatazy (AP) (Aydin, 2015) .

Ve stejném obdobi byla publikovéana prace zabyvajici se stanovenim koncentrace
gonadotropinu v moc¢i. Metoda na stanoveni gonadotropinu vyuzivala znacenou
protilatku kifenovou peroxiddzou (HRP) (Lequin, 2005). Béhem 80-tych let minulého
stoleti zacala vyroba plné automatizovanych analyzatori vyuZivajicich princip
enzymovych imunoanalyz (Lequin, 2005).

Je znamo nékolik typld enzymovych imunoeseji (viz. Obrazek 4) - homogenni
(nevyzaduji separaci) a heterogenni (je potfeba separace), dale piimd, nepiima,

sendvicova (nekompetitivni) a kompetitivni. (Aydin, 2015).
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Zakladni princip metody ELISA spociva v navazani antigenu na pevnou fazi
zkumavek ¢i  mikrodestiCek  polystyrenu ¢i  polypropylenu. Pro  znaceni
antigenti/protilatek se nejCastéji vyuzivaji enzymy alkalickd fosfatiza, kienova
peroxidaza, galaktosiddza, pfipojené pomoci Fc-fragmentu. Po navazani znacené
protilatky k antigenu se do reakce prida substrat, ktery je St€pen danym enzymem.
Vznikld barevna zména odpovida koncentraci analyzovaného analytu (Bartinkova, et

al., 2011).

1.4.5.2.1. Pi‘ehled enzymatickych metod

1. Heterogenni metody
Piima ELISA je nejjednodusS§im typem enzymové imunoanalyzy. Nejprve je
neznaceny antigen adsorbovan na pevnou fazi, poté je pfidan prebytek jiného proteinu
(obvykle hovézi sérovy albumin), aby se blokovala vSechna dal$i vazebna mista. Enzym
se spoji s protilatkou v samostatné reakci. Komplex enzym-protilatka je nasledné pfidan
k navdzanému antigenu a po vymyti nadbytku komplexu zlstane ¢ast navdzana na
antigen. Po pfidani substratu, ktery je enzymem katalyzovan, je zaznamenan signal
odpovidajici koncentraci navazané¢ho antigenu. Postup je rychlejsi oproti ostatnim
typim metod ELISA. Princip pfimé ELISY je zaloZen na reakci jedné protilatky s

jednim antigenem (Obrazek 11).

substrat

barevna reakce
/ \—maien{l protilatka

Antigen

Obrazek 11: Ptima ELISA - (Lin, 2015)
Reakce zahrnuje méné krokli pracovniho postupu (promyvani), a diky tomu se

jedna o rychlou analyzu. Pfimd ELISA se vyuziva k testovani specifickych reakci

protilatka-antigen. Stanoveni eliminuje zkiiZenou reaktivitu mezi druhové podobnymi
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protilatkami. Metoda vyuziva uspofadani, kde na pevnou fazi mize byt navazana
nejprve neznacena protilatka a v dal§im kroku znac¢eny antigen nebo naopak (Crowther,
1995). Nepiima ELISA je dvoustupnova metoda zahrnujici proces vazby primarni
protilatky a znacené sekundarni protilatky. Primarni protilatka je inkubovéna s
antigenem zachycenym na pevnou fazi a po promyti je inkubovan imunokomplex se
sekundarni znacenou protilatkou, jak ukazuje obrazek 12. Tato metoda se vyuziva

naptiklad k detekci antivirového IgG (Wild, et al., 2013; Crowther, 1995).
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Substrat Barevni zména

Obrazek 12: Nepiima ELISA — upraveno dle (Wild, et al., 2013)

Kompetitivni ELISA vyuZiva primarni protilatku vazanou na pevnou fazi. Nasledné je
do reakce pfidan vzorek obsahujici neznaCeny antigen a antigen znafeny enzymem,
ktery je pfidan ve vétsim mnoZstvi neZ protilatka vdzand na nosi¢. NeznaCeny antigen a
antigen znaceny enzymem soutéZi o vazebnd mista v poméru, v kterém jsou v reakci. Po

inkubaci jsou vymyty nenavazané antigeny a po ptidani substratu detekujeme
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barevnou zménu, kterd je nepiimo umérna koncentraci stanovovaného analytu

viz. Obrazek 13 (Wild, et al., 2013).

VG . NP . P N 5. N .

<

Protilitka vizani Antigen ve Znateny antigen Promyti a

na pevné fazi vzorku odstranéni
nenavazanych
antigena

L]
A

|

; J

; ﬂﬁ?’E C.:I :

N\

Substrat i
Barevnia zména

Obrazek 13: Kompetitivni ELISA — upraveno dle (Wild, et al., 2013)

Sendvifova ELISA kvantifikuje antigeny mezi dvéma protilatkami (tj. zachycovaci a
detek¢ni). Méfeny antigen musi obsahovat alespont dva antigenni epitopy schopné vazat
se na protilatku, protoze v této reakci plisobi alespont dvé protilatky. Jako detekéni nebo
zachytné protilatky mohou byt vyuZity monoklondlni 1 polyklondlni protilatky.
Monoklonalni protilatky rozpoznavaji jediny epitop, ktery umoziuje citlivou detekci a
kvantifikaci malych rozdilii v antigenu. Polyklondlni protilatka je ¢asto pouzivéana jako
zachytna protilatka pro detekci co nejvétsiho mnozstvi antigenu. Vyhodou sendvi¢ového
uspotadani je 2 — Skrat vyssi citlivost oproti pfimému uspotradani. Optimalizace
sendvi¢ovych postupit ELISA miize byt obtiznd a mély by byt pouzity testované parové
protilatky. Diky tomu jsou protilatky schopny detekovat rtizné epitopy na cilovém
proteinu, a je tim zabranéno interferenci s jinou protilatkou (viz. Obrazek 14). (Wild, et

al., 2013; SinoBiological, 2020).
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Obrazek 14: Sendvicova ELISA — upraveno dle (Wild, et al., 2013)

Sendvicova capture ELISA slouZi k prikazu protilatek ve vzorku. Princip metody je
zaloZen na navazani antigenu ¢i protilatky na pevném nosici. Pouzivé se naptiklad pro
stanoveni IgM protilatek (Burtis, ef al., 2012). Na desticce je vazana zviteci protilatka,
ktera se vaze k IgM ve vzorku. Do reakce se pfidadva specificky antigen hepatitidy A

(HAV). V poslednim kroku se pfidava znacena protilatka anti-HAV IgG proti danému
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antigenu. Nenavazané protilatky jsou promyty a po ptidani substratu se detekuje

barevna zmeéna (viz. Obrazek 15) (Wild, ef al.,, 2013; Schneiderka, et al., 2004).
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Obrazek 15: Capture format ELISY pro stanoveni anti-HAV IgM — upraveno dle(Wlld,et al.,
2013)

2. Homogenni metody
Enzymova multiplikovand imunoanalyza (EMIT) je homogenni enzymova
kompetitivni analyza vyuZivajici zmény aktivity enzymu v imunokomplexu. Hapten ze
vzorku soutézi o vazevné misto na protilatce s haptenem znaenym enzymaticky. Po
navazani zna¢ené¢ho haptenu dojde k inaktivaci enzymu (viz. Obrazek 16). Koncentrace

stanovovaného haptenu odpovidd zméné zabarveni po ptidani substratu (Daussant, et

al., 2007).
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V tomto systému vazba protilitky na hapten inhibuje enzvmatickou aktivitu

Prc%i%é{]%a CEI.UCEGM hap%equ CE YY O‘CECE
N 7 onlE AT

haptenu ze
vzorku

Fixni mno#stvi Ig a enzvmu vizaného na hapten se zavede do
jamky a mno#stvi volného haptenu se pak postupné zvyviuje

| |

a4 ﬂ %

dstecni inhibice Plné aktivni enzym

Obrazek 16: Kompetitivni EMIT — upraveno dle (Daussant, et al., 2007)

Klonovany imunotest darce enzymu (CEDIA) je homogenni imunoanalyza
vyuzivajici technologii rekombinantni DNA. Umoziiuje vysoce citlivou detekci analytt
s nizkou molekulovou hmotnosti bez separacnich krokii. Je zaloZena na bakteridlnim
enzymu [-galaktosidaze, ktery byl geneticky rozdélen na dva neaktivni fragmenty, darce
enzymu (ED) a akceptor enzymu (EA). Komplementace ED a EA tvoii aktivni enzym.
Kovalentni pfipojeni analytu nebo ligandu k ED neovliviiuje schopnost EA a ED tvofit
aktivni enzym. Analyt pfitomny ve vzorku soutéZi o vazbu na omezeny pocet mist
protilatek, ¢imz je k dispozici konjugat ED — ligand pro tvorbu enzymu (viz. Obrazek
17). Mnozstvi vytvoieného enzymu je tedy pfimo tmérné koncentraci analytu ve vzorku

(Jeon, et al., 2004).
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Obrazek 17: Dvoukrokovd CEDIA homogenni imunoanalyza upraveno dle (Wild, et al., 2013)
3. DalSi typy enzymovych imunoanalytickych metod

Fluorescen¢ni ELISA (FELISA) je zaloZena na lidském alfa-thrombinu (HAT), ktery
je schopen spustit fluorescenéni signél rozstépenim substratu. V tomto systému jsou
detekované protilatky a HAT oznafeny nanocasticemi zlata (AuNPs), coz tvoii systém
detek¢éni sondy. Jako substrat HAT enzymu je pouzit bisamid. Po sendvicové
imunoreakci miZze HAT katalyzovat $tépeni substratu za vzniku fluorescen¢niho

signalu. Tato metoda byla pouzita napt. k detekci velmi nizkych hladin AFP a HBsAg a

A4

dokaze detekovat 104krat nizs$i koncentrace nez bézné fluorescencni testy a 106krat

niz$i koncentrace nez bézné ELISA testy. (Obrazek 18) (Wu, et al., 2017).
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Obrazek 18: Schéma rozsifené metody FELISA pro detekci AFP a HBsAg — upraveno dle
(Wu, et al., 2017)
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PCR ELISA (spojeni polymerazové retézové reakce s enzymoimunoanalyzou)
je jednoducha a reprodukovatelna metoda. Po pfimé extrakci izolované DNA z vlast ¢i
neht je DNA amplifikovana druhové specifickym primerem znacenym dioxigeninem,
ktery je pfimo zaméfen na gen topoizomerazy II. Nasledn¢ pomoci enzymové reakce se
sondami znacenymi biotinem dojde ke specifické a citlivé identifikaci péti nejbéznéjsich
dermatofyti (Wiegand, et al., 2017).

Fagova ELISA nachdzi uplatnéni naptiklad v sérologii. V prvnim kroku jsou izolovany
fagové klony ziskané pozitivni selekci za pouziti specifické protilatky IgG napt. pro
pacienty s visceralni leishmaniézou. Déle je princip metody zalozeny na saendvicové
imunoanalyze, kde je v mikrodestickdch navazana protilatka proti obalovému proteinu
bakteriofagh M13. Po navazani vybranych fagh je pfidana peroxidazou znacena
protilatka a nasledné je pridan substrat. Po ukonceni reakce ptidanim kyseliny sirové se
méfi intenzita barevné reakce, ktera odpovidd mnozstvi specificky vazané fagové

Castice (viz. obrazek 19). (Salles, ef al., 2016).
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Obrazek 19: Fagova ELISA — upraveno dle (Salles, et al., 2016)

DAS-ELISA (dvouprotilatkova ELISA) se vyuziva prevazné u stanoveni vira k urceni
jejich subtypii. Princip je stejny jako u standardni enzymové imunoanalyzy, ale DAS-
ELISA je specifictéjsi. Po navazani antigenu na ukotvenou protilatku dojde k odhaleni
struktur daného epitopu, na které se vaze druha znacena protilatka, ¢imz je zabranéno

nespecifickym reakcim (Ming, et al., 2019).
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1.4.5.3. Neenzymové neizotopové metody
Neenzymové neizotopové metody jsou zaloZzeny na principu luminiscence,

fluorescence a fosforescence.

Luminiscence je fyzikalni jev, ktery se v pfirod¢ vyskytuje jako bioluminiscence
u néckterych organismi. Jiz starovéké civilizace popisovaly a dokumentovaly
luminiscenci u svétlusky Lampyris noctiluca vyuzivajici procesti odbouravani luciferinu
enzymem luciferazou. Luminiscence vznikd vybuzenim atomu luminoforu do
excitovaného stavu (tj. energeticky bohat$iho) a naslednym névratem atomu do
zakladniho stavu, pfi kterém dojde k vyzareni fotont. Jedna-li se o interakci mezi
ionizujicim zafenim a hmotou, pak hovofime o radioluminiscenci. Dochazi-li k
prichodu elektrického pole pifes ionizovany plyn, pak hovofime o elektroluminiscenci,
pochazi-li luminiscence z chemické reakce, jedna se o chemiluminiscenci.

Fluorescence a fosforescence jsou zaloZzeny na excitaci atomi v zakladnim
elektronickém stavu. Po absorpci ultrafialového zaieni dochazi k excitaci ze zakladniho
vibrac¢niho stavu do vyssich vibracnich hladin singletového stavu, a tim do vyssi energetické
hladiny. Nasledné atom ztraci piebytek energie v disledku kolizi s okolnimi atomy, vraci se
na zakladni hladinu a emituje pfebytecnou energii ve formé fotont. Néavrat z excitovaného
singletového stavu se nazyva zativy prechod neboli fluorescence. Pokud molekula ptejde do
excitovaného tripletového stavu, pii kterém dochazi k obraceni spind, jedna se o

fosforescenci. Princip fluorescence a fosforescence je popsan na obrazku 20.

F 3 nejni2si excitovany
ariéktkrl:af;i-ﬁ singletovy stav nejnitéi excitovany
tripletowvy
: pc miplelovy slav

|
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— zifive plechody Sy nezéfivé plechody

Obrazek 20: Deexcita¢ni mechanismy v molekule (Kouda, 2003)

Jak bylo popsano vysSe, luminiscence, fluorescence a fosforescence vznikaji na zakladé
chemické reakce spojené s uvolnénim signald, které lze snadno kvantifikovat. Tyto

v rw W

procesy se nazyvaji chemiluminiscence a jsou v soucasné dob¢ nejrozsifencjSim
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principem detekce analytickych metod (Lee, 2008; Guilbault, 1990). Fluorescence vyuziva
proteiny kovalentné¢ vazané s fluorescencnimi C¢inidly (fluorofory). Nejb&znéjsim
fluoroforem je fluorescein-5-izothiokyanat. Fluorofory se vyuzivaji ke znaceni protilatek u
imunochemickych a mikroskopickych metod, dadle u metod pro kvantifikaci nukleovych

kyselin nebo v pratokové cytometrii (Barttnkova, et al., 2011; Zima, 2013).

1.4.5.3.1. Fluorescenc¢ni metody (FIA)

Mikrocasticova enzymova imunoanalyza (MEIA) je fluorescencni analyza v
kompetitivnim nebo nekompetitivnim uspotadani vyvinuta firmou Abbott Diagnostics a
pouzivanou u analyzitoru Abbot IMx. Protilatky (antigeny) jsou navazany na
mikrocastice v kyveté, nasledné jsou promichany se vzorkem a po inkubaci dojde k
separaci mikrocastic pomoci sklenénych vlaken. Nasledné¢ je pfidan konjugat antigenu
¢i protilatky znaceny alkalickou fosfatazou. Po inkubaci dojde k promyti predehiatym
fedicim roztokem a pfidd se substrat 4-methylumbelliferylfosfat, ktery je enzymem
pfeménén na 4-metylumbelliferon, jenz je schopen emitovat zafeni o vinové délce 448

nm (Wild, et al., 2013).

Fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyza (FPIA) je polarizacni fluorescence. Jedna se
o homogenni kompetitivni metodu bez potieby separace. Fluorometr generuje
polarizované svétlo pii 485 nm, coz je excitatni maximum pro fluorescein, a detekuje
emitované svétlo pifi 525-550 nm prostfednictvim vertikdlniho polariza¢niho filtru.
Pokud je znaceny antigen navazan na protilatku za vzniku imunokomplexu, nedojde k
polarizaci a méfi se silny fluorescenéni signal. Pokud se imunokomplex vytvoii, mala

molekula se polarizuje a signal je slaby (Wild, et al., 2013).

Disociacné vylepSeny lanthanidovy fluorescenéni imunologicky test (DELFIA) je
technologie, ktera vyuziva Casové modulované detekce fluorescencniho signadlu. To je
mozné diky lanthanidovému chelatu europia. Tento test je zaloZeny na pracovnim postupu
podobnému enzymové imunoanalyze, ale ma $irSi dynamicky rozsah a stabilnéjsi signal,
ktery lze mcéfit i né€kolik let po plvodnim stanoveni, pokud jsou desticky spravné
skladovany. V imunotestu DELFIA je zachytna protilatka potaZzena na mikrodesti¢ce. Pfida
se vzorek a poté nasleduje fada promyvacich kroki. Po prvni sérii promyvani se do kazdé

jamky pridéa detekeni protilatka znacena europiem. Desticka se promyje jesté
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jednou a ptidé se ,,zesilovaci“ roztok* obsahujici luminogenni ligand v siln¢ kyselém
roztoku s ptidavkem detergencniho ¢inidla. VylepSené feseni uvoliiuje europium z jeho
chelatu, coz umoznuje tvorbu nového, vysoce fluorescencniho cheldtu v roztoku.
Excitace pti 320 nebo 340 nm vede k detekovatelné emisi pii 615 nm. Mnozstvi analytu
je Umémé emisnimu signalu. Casové rozliena detekce minimalizuje detekci

fluorescence interferujicich latek v séru (PerkinElmer, 2007).

Casové rozliSena emise zesileného kryptatu (TRACE) patii mezi dalsi metody s
¢asové modulovanym signalem. Vyuziva kryptity vzacnych zemin s iontem europia
jako donorem a derivat alofykocyaninu. K excitaci dochazi pfi 307 nm a k emisi pfi
550-720 nm. Princip je hodné vyuzivan u multiplexovych imunoanalyz (Wild, et al.,

2013).

1.4.5.3.2. Chemiluminiscencenéni a elektrochemiluminiscencenéni
metody

Chemiluminiscence je zaloZena na principu reakce molekul, které jsou schopny
absorbovat energii, diky niz se piesunou do vyssich energetickych hladin (excituji). Pti
navratu molekul z excitovaného stavu do stavu zdkladniho je emitovano zéteni. Pro
analytické ucely se nejvice pouzivd emise viditelného svétla. V chemiluminiscen¢nich
reakcich jsou pouzivany materidly emitujici svétlo a silnd oxidaéni cCinidla (napf.
peroxid vodiku, manganistan, ozon, chlornan ¢i kyanozelezitan atd.) (Vesna, et al,
2008). Reakce mohou byt navrzeny na podobném principu, jak bylo popsano vyse, tzn.

ze format metod muize byt sendvicovy, kompetitivni, capture.

Luminoimunoanalyza (LIA) a imunoluminoanalyza (ILMA)

Luminoimunoanalyza (LIA) a imunoluminoanalyza (ILMA) jsou zakladni
chemiluminiscenéni metody zaloZzené na kompetitivnim principu (LIA) a
nekompetitivnim principu (ILMA).

Chemiluminiscenéni imunoanalyza (CLIA) vyuziva jako luminofory latky, které jsou
schopny produkovat svétlo diky chemické reakci. Metody vyuzivaji polystyrenové
kuli¢ky nebo paramagnetické Castice potazené antigenem c¢i protildtkou za pouziti
specifickych substrati (dioxoetan, akridinium ester) viz. Obrazek 21. Uspotfadani muze

byt sendvicové, kompetitivni 1 sendvicoveé (Wild, et al., 2013).
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Obrazek 21: princip CLIA — upraveno dle (Wild, et al., 2013)

Luminiscence zaloZena na prenosu Kkysliku (LOCI) je homogenni sendvicova
imunoanalyza probihajici na dvou latexovych kuli¢kach. Na prvni kuli¢ce s navdzanou
protilatkou proti stanovovanému antigenu je rozpusStén olefin, ktery mulze reagovat se
singletovym kyslikem za vzniku nestabilniho dioxetanu, ktery se spontdnné rozklada za
soucasn¢ vyzatovaného svétla. Druhd kuli¢ka je potaZzena protilatkou proti jinému epitopu
stanovovaného antigenu a obsahuje rozpustény ftalokyanin, ktery je po vystaveni svétlu
schopen vybudit molekuly kysliku do jejich singletového stavu. Pokud jsou k sobé kulicky
spojeny pfitomnym antigenem, tak singletovy kyslik difunduje do kulicky a iniciuje
chemiluminiscen¢ni reakci (vznik nestabilniho dioxoetanu). Pokud nejsou kulicky
navazany, protoZe antigen neni pfitomen, k reakci nedojde. Metoda produkuje az o 104

fotony vice nez bézné chemiluminiscencni reakce (Wild, et al., 2013)
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Chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikroéasticich (CMIA) je metoda vyuzivajici
chemiluminiscen¢ni magnetické castice. Jedna se vétSinou o dvoustupniové reakce.
Protilatka je navazand na paramagnetické castice a jako konjugat slouzi protilatka
znacena akridinovym derivatem. Pouziti tohoto formétu testu snizuje nespecifické

reakce a minimalizuje Hookuv efekt (Wild, ef al., 2013).

Elektrochemiluminiscencni imunoanalyza (ECLIA) je zalozena na sledu
elektrochemicky iniciovanych chemickych reakci. Metoda je mimotadné citliva. Systém
obsahuje platinovou elektrodu s vazanou dvojmocnou soli ruthenia a slouceninu
tripropylaminu (TPA), ktera slouZzi jako substrat. Na magnetické polyesterové castice se
vazbou streptavidin-biotin navaze stanovovany antigen/protilatka. Po skonceni inkubace
jsou promyty mikrocastice, které jsou zachyceny elektromagnetem. Poté se piida
substrat TPA a je vlozeno napéti na elektrodu. Po vloZeni napéti se pfeméni dvojmocna
sl ruthenia na trojmocnou a zaroveii je TPA oxidovan na sviij radikél. Radikal nasledné
redukuje trojmocnou sul ruthenia na dvojmocnou. Velky rozdil potenciali zpisobi
ptechod elektronit z TPA do zakladniho stavu a vyzaieni fotonu (luminiscence) (Roche,
manudl analyzatoru Cobas e411, 2001). Ptiklad elektrochemiluminiscen¢ni reakce je

zobrazen na Obrazku 22.
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Obrazek 22: Princip ECLIA (Fialova, et al., 2020)

1.4.6. Dalsi imunochemické metody

Specifické reakce mezi antigenem a protilatkou se vyuzivaji 1 u dalSich metod jako
je afinitni chromatografie, kde se nejprve navaze specificky antigen v kolon¢ na protilatky

navazané na nerozpustny nosi¢ (imunosorbent) a nasledné se antigen z vazby uvolni
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pomoci extrémniho pH nebo vysokych koncentraci chaotropnich latek. Dale jsou
ve vVyvoji imunosenzory, které vyuzivaji vlastnosti, kdy se vazbou antigenu
na imobilizovanou protilatku zméni urc¢it¢  fyzikalni vlastnosti, jez lze prevést
na meéfitelny signél, a dale lze vyuzit ¢ipové senzory, které jsou multianalytové. Na takové
senzory mohou byt napfiklad naneseny rtizné druhy antigenii a provede se analyza velice
podobna enzymové imunoanalyze, protilatky jsou znaceny fluoroforem nebo peroxidazou a

k vyhodnoceni je pouzita speciadlni CCD kamera (Kodicek, et al., 2006).

Afinitni chromatografie je separatni metoda, pii které se vzorek vnasi mezi 2
nemisitelné faze — staciondrni a mobilni. Diky pohybu mobilni faze se vzorek skrze
stacionarni fazi pohybuje a interakcemi je stacionarni fazi zachytavan a opozduje se
vuci fazi mobilni. U afinitni chromatografie je stacionarni faze schopna vazat pouze
urcité casti vzorku (napf. antigen ve vzorku se vaze na protilatku ve stacionarni fazi) a
dojde k separaci této dané slozky, kterou muzeme i kvantifikovat na zakladé
vyhodnoceni chromatografu (Kouda, 2003). Afinitni chromatografie je moderni
separa¢ni metoda spojujici HPLC s bioafinitni chromatografii. Princip metody je
zaloZen na reverzibilni vazbé biologicky aktivni latky se specifickou strukturou (enzym-
substrat; protilatka-antigen apod.). Interakce jsou zprostredkovany vodikovymi mistky,
hydrofobnimi interakcemi 1 Londonovymi disperznimi silami ¢i coulombickymi
interakcemi. Ligandy mohou vézat unikatni latku ¢i latky se spoleCnou vlastnosti a
kinetika sorpce je pomalejSi nez napf. u iontov€ vyménné chromatografie. JelikoZ
ptirodni ligandy jsou pomérn¢ drah¢, je snaha vyradbét a pouzivat ligandy syntetické.
Nevyhodou syntetickych ligandi je skupinova selektivita, a proto je snaha zlepSit
selektivitu samotné separace. Staciondrni faze jsou pfipravovany vazbou ligandu na
tuhy nosi¢ a jejich separacni schopnost zavisi na velikosti ¢astic, port, flexibilité
polymeru a samoziejmé matrice musi byt teplotn¢€, mechanicky, chemicky i pH stabilni.
Jako stacionarni faze se pouziva napft. silikagel, anorganické oxidy, agarozové nosice a
jejich derivaty polyakrylamidové gely, dextranové gely, celuloza atd. Mezi nové
materidly patii tzv. technologie sol-gel umoziujici vytvorit kapsule antigeni se
zachovanim jejich biologické aktivity. Déle je to tvorba vtisténych syntetickych
receptord, které jsou velice stabilni a 1ze provadét eluci riznymi rozpoustédly, naopak

nevyhodou je pfitomnost nespecifickych interakci (Vatilova, 2005).
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Fluorescen¢ni imunochromatografie je podobna enzymové imunoanalyze s tim rozdilem,
ze imunochemickd reakce probiha na chromatografickém papife béhem kapilarni migrace.
Vzorek je nanesen na podlozku, ptes kterou difunduje do nitrocelul6zové membrany. Pokud
je pritomen antigen, vznika imunokomplex se zakotvenou protilatkou, ktera je znacena

fluoroforem, a nasledné je detekovana fluorescence. Jako fluorofory byly pouzity napf.
castice obsahujici Eu3+, sulforhodamin B, nanokrystaly oxysulfidi potazené SiO2 nebo

polovodi¢ové nanokrystaly (Stern, 2016).

FlowCytomix technologie je zaloZena na sad€ mikrokuli¢ek o dvou velikostech. Kazda
sada kuli¢ek je rozlisena riznymi intenzitami fluorescencéniho barviva a na kazdé sadé
je navazana specifickd protilatka, druha protilatka je znacend fykoerytrinem. Méfeni
probihd na bézném pritokovém cytometru a tato metoda umoznuje stanoveni az 20

ruznych analytl (Karlikova, ef al., 2013).

xMAP technologie vyuziva polystyrénové mikrokulicky o velikosti 5,6 um, které jsou
znaeny 2 riznymi fluorescenénimi barvivy s riznou intenzitou. Pomoci odlisné
intenzity barev pro mikrokulicky je moZzné pouzit az 100 xMAP barevné kédovanych
sad mikrokulicek (viz obrazek 23). Na kazdém typu mikrokulicky je navéazana
specificka protilatka vazajici analyt. Po smichani mikrokuli¢ek se sérem dochazi k
navazani analytl na specifické protilatky mikrokulicek. Ke smési je nasledné ptfidana
fluorescencné znacend protilatka. Nasledné je vyuZita flow-cytometrie, kde prochéazeji
jednotlivé mikrokuli¢ky uzkou kapildrou a vstupuji do detekéni komurky. Komirkou
prochézeji 2 lasery. Cerveny laser o vlnové délce 635 nm, ktery detekuje intenzitu
fluorescence mikrokulicek, a tim ur€uje typ analytu, a zeleny laser o vinové délce 532
nm, ktery je urCen pro méfeni intenzity fluorescence na povrchu mikrokulicek

(Karlikova, et al., 2013).
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Obrazek 23: xMAP technologie (Karlikova, et al, 2013)

Planarni mikroarraye — proteinové ¢ipy se vyvinuly z technologii uréenych piivodné
pro analyzu DNA. Protilatky nebo antigeny jsou naneseny na povrch silikonovych ¢ipti
nebo sklenénych sklicek s nitroceluldzovou membranou. Kazd4 oblast neboli spot
obsahuje definovanou protilatku ¢i antigen, jehoZ pfesna pozice definuje typ analytu pro
stanoveni. Pro detekci a kvantifikaci sledovanych proteinli se vyuziva principl
generujicich kalorimetricky, radioaktivni, fluorescencni, chemiluminiscencni signal ¢i
enzymove reakce. Vyhodnoceni se provadi pomoci specidlniho softwaru (Karlikova, et

al., 2013).

Arraye na mikrotitra¢nich destickach jsou pfimou modifikaci ELISA technologie.
Kazdd jamka desticky obsahuje az né€kolik specifickych protilatek, které vazou
sledované proteiny ze vzorku na principu sendviCové reakce. Detekce je provedena
chemiluminiscencné ¢i fluorescenéné dle vyrobce. Produkce svétla je ndsledné

detekovana CCD kamerou (Karlikova, ef al., 2013).

Biosenzory a biolipy vyuZivajici imunochemické reakce. Zkoumani biologickych
organismil a schopnost rozpoznat cizi latky organismem pomoci bioreceptort vedla védce k
vyvoji novych analyz, které maji Casto vysokou selektivitu biologického rozpoznavani.

Biologické rozpoznavani spolecné s dalsimi metodami pomohly vytvoftit rychle
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se rozvijejici obor bioanalyzy se souvisejicimi technologiemi znamymi jako biosenzory
a bioCipy. Biosenzor miizeme definovat jako zafizeni, které se sklada z bioreceptoru a
prevodniku. Interakce analytu s bioreceptorem vyvolava signal, ktery je pirevodnikem
pireveden na elektricky signal, jenz mizeme detekovat. Pokud jsou tyto pievodniky
zalozené¢ na integrovanych obvodech mikroCipli, oznaCujeme tyto biosenzory jako
bioCipy. Obecné plati, ze bioCip se skladd z tady biosenzord, které lze jednotlivé
monitorovat, a pouzivaji se pro analyzu vice analyt. Nejbéznéjsi typy biosenzort jsou
zalozeny na interakci antigen-protilatka, interakci nukleovych kyselin, enzymatickych
reakcich, ¢i bunéénych interakcich, a pfevodniky jsou zpravidla zaloZeny na principech
optického méfeni (luminiscence, absorpce), elektrochemie ¢i hmotnostné citlivych
méienich (mikrovaha, akusticka vina) (Vo-Dinh, et al., 2000).

V poslednich desetiletich se postupy v imunochemii rozsifily a v novych aplikacich byly
spojeny vyhody nékterych postuptl. Fluorescencni imunochromatografie spojuje vyhody
chromatografickych a imunotechnickych technik. Provedeni imunoreakce trva 15 min a
fluorescence se sleduje po 10 minutach, coz umoziuje velmi rychle ziskat presné a
spolehlivé vysledky. Kombinace hmotnostni spektroskopie a imunochemickych metod
snizuje nezadouci vliv matricovych efekti a pfitomnych autoprotilaitek a zvySuje
spolehlivost metod. VyuZiti senzort obiiho elektrického odporu magnetického pole
umoznuje stanoveni jednoho analytu ve velmi nizkych koncentracich (az fmol/L) bez

nutnosti promyvani (Stern, 2016).
1.5. Charakteristiky imunochemickych metod

1.5.1. Zakladni charakteristiky

Jak jiz bylo uvedeno vySe, imunochemické metody jsou dostatecné citlivé a piesné

0-15 0-20

(detekéni limity fadové dosahuji hodnot 1 az 1 mol/L), coz umoziuje jejich
vyuziti pro rutinni analyzy latek s velmi nizkou koncentraci. Jejich vyhodou je
dostateCna specifinost umoziujici pfimé stanoveni v biologickém materialu bez
nutnosti preanalytick¢é Upravy vzorku. Jednd se o metody dostatecné presné s
konzistentnimi vysledky. Uroveii standardizace a zajiiténi navaznosti je v soudasné
dob¢ postupné zvySovana zavadénim mezinarodné uznavanych referen¢nich materiali s

dostate¢nou komutabilitou.
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1.5.2. Interference

Interference imunochemickych metod piedstavuji problém, ktery lze minimalizovat
podrobnym nastudovanim piesnych struktur stanovovanych molekul a metod
pouzivanych ke stanoveni. Tyto interference mohou ovlivnit imunochemické stanoveni
a nasledné vysledek analyzy. Jsou popisovany 4 hlavni typy interferenci:

1) ZKkriZena reaktivita strukturalné podobnych molekul, které mohou zpusobit
zktizené reakce pii stanovovani hledaného markeru, coz ma za nésledek faleSnou
pozitivitu ¢i negativitu stanoveni. ZkiiZzenou reaktivitu lze eliminovat pouzitim
monoklonalnich protilatek. Informace o zkfizenych reakcich by mély byt soucasti
dokumentace vyrobct diagnostickych souprav. (Zima, 2013).

2) Hookiiv efekt je jev, kdy pfi velmi vysokych koncentracich analytu dochazi

k omezeni vazby antigen-protilatka, coz vede k faleSnému snizeni signalu.

U sendvi¢ovych testli dojde kvuli vysoké koncentraci analytli k saturaci zachytné i

detekéni protilatky. Tim se zabréni tvorbé detekovatelnych imunokomplexii. Hookiv

efekt ovliviiuje hlavné metody na pevné fazi, kde je v reakci omezené mnozstvi
zachytnych protilatek a koncentrace analytu (napf. stanoveni nadorovych biomarkert).

Jednou z moznosti, jak se vyvarovat piipadného Hookovu efektu je vyuZzivani metod s

Sirokym pracovnim rozsahem. V piipadé, Ze koncentrace analytu je mimo pracovni

rozsah, je nutno vzorek adekvatné natedit a analyzu opakovat (Wild, et al., 2013)

3) Interference heterofilnich a lidskych anti-mySich protilaitek (HAMA).

Heterofilni lidské protilatky jsou endogenni protilatky, které reaguji s odliSnymi

imunoglobuliny pouzivanymi v diagnostickych soupravach. Lidské anti-mysi protilatky

specificky reaguji s epitopy mySich imunoglobulinii a v krvi se objevuji pii reakci
organismu na mysi bilkoviny (podéni imunoglobulini za ucelem terapie ¢i styk

s hlodavci). Mechanismus interference heterofilnich ¢i HAMA protilatek spociva
v premosténi vazebného mista pro ligand, a protilatka pak zplsobuje pozitivni

interferenci. Heterofilni ¢i HAMA protilatka pak pfednostné vychytava antigen jesté

pted jeho vazbou na primarni nenavézanou protilatku (Zima, 2013).

4) Biotin

Biotin (vitamin B7) je hydrofilni sloucenina pisobici jako koenzym karboxylacnich

reakci. Biotin je b&Zn€ dostupny v mnoha potravinach a dopliicich stravy a jeho

doporu¢ené¢ho denniho pifijmu (pfiblizné 30 pg denné) Ize snadno doséhnout.

Mechanismus interference biotinu se 1liSi v zavislosti na formatu testu. U sendvi¢ového
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formatu testu, ktery vyuziva k detekci vazbu biotin-streptavidin (napt. nekteré testy na
stanoveni TSH), miize nadbytek biotinu ve vzorku vytésnit biotinylované protilatky, coz
vede k falesné nizkym vysledkiim. Naproti tomu u kompetitivnich imunoanalytickych testi,
napt. u nekterych testi FT4, mize nadbytek biotinu ve vzorku soutézit s biotinylovanymi
analogy o vazebna mista na streptavidinu, coz vede k falesné pozitivité. (Avery, 2018).
FaleSna negativita, ¢i pozitivita testu pak muze vést k nespravné identifikaci vysledku a

nasledné ke Spatné klinické interpretaci (Colon, et al., 2018).

1.6. Imunochemické metody a biomarkery

Imunochemické stanoveni analytii o nizké koncentraci v biologickém materialu,
imunoanalyza (imunoesej), dnes patfi k rutinnim a Siroce pouzivanym technikdm
laboratorni mediciny. Jak jiz bylo fe€eno dfive, imunochemické metody je mozno diky
svym vySe uvedenym vlastnostem (detekéni limit, snadnd automatizace, dostate¢na
citlivost) pouzit k analyze biomarkeri zdvaznych onemocnéni. V nésledujicich
kapitolach bude pojednano o biomarkerech nadorovych onemocnéni (karcinom prostaty,

primdrni hyperparatyre6za) a degenerativnich onemocnéni (artroza kolene).

1.6.1. Biomarkery a jejich vlastnosti

Biomarkery jsou indikatory normalniho ¢i patologického procesu. Kazdy marker
ma urcité charakteristické vlastnosti, které je opraviiuji k vyuzZiti pro screening
onemocnéni, diagnostiku, monitoring, prognoézu (Jabor, et al, 2013). Chceme-li
biomarkery vyuzit napt. k diagnostice nadorovych onemocnéni, mély by spliovat

nasledujici vlastnosti:

o Me¢ly by byt produkovany pouze u malignich onemocnéni

o Meély by s dostatecnou citlivosti rozlisit zdravé od nemocnych

o Me¢ly by byt organove specifické, snadno kvantifikovatelné

o Meély by korelovat s velikosti nadoru, zdvaZnosti onemocnéni, s progndézou a

ucinnosti terapie, byt schopné stratifikovat riziko vzniku onemocnéni

V soucasné dobé neexistuje Zadny univerzalni biomarker, ktery by vSechny tyto
pozadavky splioval, je nutné vzdy k diagnostice vyuzit multimarkerovy pfistup

zahrnujici vyuziti vice biomarkert. (Kausitz, et al., 2014).
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1.6.2. Klasifikace biomarkerit dle sloZeni

1) DNA biomarkery

DNA biomarkery mohou byt vyuzity k diagnostice riznych typt nadorovych
onemocnéni, ale také dalSich onemocnéni jako je sepse ¢i autoimunitni onemocnéni.
Mutace v onkogenech, tumor supresorovych genech a bodové mutace mohou byt
rozpoznany pomoci DNA biomarkerti (DNA sond odpovidajici hledané mutaci).

2) RNA biomarkery

Vétsina biomarkerti na bazi RNA, které prochézeji klinickym hodnocenim, se sklada z
multigenovych molekularnich vzorti nebo ,,otiskil prsti“. Stanoveni téchto markert
muze byt velmi pfesné a citlivé, k vyhodnoceni charakteristik je nutné vyuzit
biostatistické a bioinformatické pfistupy.

3) Proteinové biomarkery

Proteinové biomarkery se v laboratorni diagnostice pouzivaji nejcastéji. Jsou to zejména
enzymy, hormony, strukturni proteiny ¢i signdlni molekuly. Stanovuji se nejen
koncentrace a aktivity enzymil ve vztahu k funkci cilové tkdné, ale identifikuji se také

napftiklad posttransla¢ni modifikace (fosforylace, glykosylace) (Kumar, ef al., 2009).
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1.6.3. Klasifikace biomarkeru dle pouZiti

Klasifikaci biomarkert dle pouziti shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Klasifikace biomarkeru dle pouziti

Odhad rizika Jedna se o kvalitativni ¢i kvantitativni hodnoceni rizika
pro lidské zdravi na zakladé dané charakteristiky (hodnoty

biomarkeru).

Screenning Screening slouzi k rozliSeni zdravych, nemocnych
1 asymptomaticky nemocnych pomoci jednoho ¢i vice
biomarkerd. Biomarkery by u screeningu mély zajistit

vcasnou diagnostiku onemocnéni.

Diagnostika Biomarkery Ize vyuzit k potvrzeni diagnozy na zakladé

laboratorniho vysledku napt. HCG v t€hotenstvi.

Staging Hodnota biomarkeru mtize pomoci posoudit rozsah

onemocnéni. Jako priklad miizeme uvést velikost nadoru.

Prognoéza Biomarkery lze uplatnit nejcastéji u nadorovych
onemocnéni k posouzeni prognoézy a pripadné i k vybéru

1écby.

Sledovani priitbéhu choroby Biomarkery lze vyuzit pro hodnoceni remise a ptipadného

relapsu onemocnéni.

Ucinek terapie Detekce ucinnosti 1écby, vyuziti biomarkerd nam

umoziuje vcas zmenit typ 1é€by, hladinu samotného 1éku.

Frekvence vySetieni Sledovani biomarkerd se provadi na zaklade jejich
biologického polocasu ¢i dle doporuceni frekvence
vySetieni dle WHO.

Vytvoreno dle (Valik, et al., 2014; Kumar, et al., 2009).

1.7. Biomarkery nadorovych onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, prace je zaméfena na vyuZziti imunoanalytickych
metod v diagnostice nddorovych onemocnéni, konkrétné ke stanoveni biomarkeri

karcinomu prostaty a primarni hyperparatyreozy.

1.7.1. Nadorové biomarkery karcinomu prostaty

Karcinom prostaty patfi mezi nejcastéjsi diagnostikované malignity. Jedna se o

druhou nejcastéjsi pfi¢inu imrti na naddorova onemocnéni. Rostouci incidience
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souvisi 1 se zvySujicim se vékem muzii. V¢asna diagnostika je dilezita pro efektivni
terapii (Klecka, et al., 2008). I ptfes snahu vyhledat pacienty s onemocnénim v
1éc¢itelném stavu se u mnoha nemocnych zjisti pokroc€ily ¢i metastazujici karcinom, jenz
ohrozuje zdravi a zivot nemocného. Nartst vyskytu karcinomu prostaty vede ke snaze
zefektivnéni screeningu. (Kaplan, et al., 2010)

Nejvice pouzivanym markerem v soucasné laboratorni diagnostice je prostaticky
specificky antigen (PSA), ktery ma ale nizkou senzitivitu a vysokou biologickou
variabilitu. Na zaklad¢ pozitivniho screeningu je potfeba potvrdit karcinom pomoci
invazivniho vySetfeni biopsie (Kaplan, et al, 2010). Jelikoz loziska piipadného
karcinomu prostaty nejsou na ultrazvuku patrnd, je potieba provést systematicky odber
10-12 vzorkd z riznych mist tkané. I pfes tento systematicky odbér nemusi dojit ke
kompletnimu vyjmuti nadorové tkan¢, dale mize byt proveden pouze zachyt v méné
agresivni oblasti ¢i v oblasti klinicky insignifikantniho onemocnéni. Biopsie je dale
zatizena rizikem infekce ¢i krvacenim pacienta a jeho ndslednym diskomfortem

(Stejskal, et al., 2018).

1.7.1.1. Pi‘ehled diagnosticky vyznamnych biomarkeru karcinomu
prostaty

Prostaticky specificky antigen (PSA) a volny PSA (fPSA)

PSA je glykoprotein (lidsky kalikrein), jedn4 se o organové specificky antigen
(Kopecky, et al., 2015). PSA je serinova protedza vylu€ovana epitelidlnimi bunikami
acinlt a duktd prostaty. Za fyziologickych podminek se do séra vylucuje jen v
nepatrnych koncentracich a vytvari zde komplexy s alfa-2-makroglobulinem nebo alfa-
l-antichymotrypsinem. Asi 10-50 % PSA se nachdzi v séru v nenavdzané formé tzv
volného PSA. V soucasné dobé se jednd o nejrozsifenéjsi biomarker vyuZivany ke
sledovani vyvoje a tc¢innosti 1é€by u pacientil s karcinomem prostaty (Klecka, et al.,
2008).

Zavedeni screeningu karcinomu prostaty prostfednictvim vySetfeni koncentraci
PSA v séru vedlo nejen k casné identifikaci onemocnéni, ale i1 ke snizeni imrtnosti
pacientl. I pfes tyto nesporné vyhody jsou publikovany zvySené koncentrace PSA u
nenadorovych onemocnéni, napiiklad u benigni hyperplazie prostaty ¢i prostatitidy
(Kaplan, et al., 2010).

Je publikovana referencni cut-off hladina PSA = 4,0 ng/L (referen¢ni cut-off se

méni v zavislosti na véku; do 50 let = 2,5 pg/L, do 60 let = 3,5 pg/L,
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do 70 let = 4,5 ng/L, starsi = 6,5 ug/L Frakce fPSA/PSA byva u maligniho nadoru 0 —
15 %, hrani¢ni hodnoty jsou 15 — 20%, u benigniho onemocnéni nad 20 %.) je spojena s
25% rizikem karcinomu prostaty, hladina 10 pg/L jiz piedstavuje riziko vétsi nez 50 %
(Kopecky, et al., 2015).

Jsou publikovana data ukazujici, ze asi u 20 % pacientd, ktefi maji hodnoty PSA
< 4,0 pg/L, jsou diagnostikovany agresivni typy karcinomu, a tito pacienti tedy nemusi
byt spravné diagnostikovani. V oblasti 4-10 pg/L je problémem nizka specifita PSA
(Kaplan, et al, 2010). Piesto jsou u pacienti s pokro¢ilym stadiem onemocnéni
popisovany koncentrace PSA v rozmezi 2-9 pg/L (Bickers, et al., 2009). VSechny tyto
zminované okolnosti ukazuji na potfebu hledani dalSich doplikovych ¢i novych
biomarker. Z diagnostického hlediska je zajimavé také vySetfovat hladiny i
senzitivniho PSA (tzv. PSA 3. generace) je vyuzivano ke sledovani vyvoje a uc¢innosti

1é¢by pacientl po prostatektomii.

Volny prostaticky specificky antigen (fPSA)

Pomeér volného (fPSA) a celkového PSA se vyuziva pro odliSeni benigni hyperplasie od
karcinomu (u benignich hyperplasii je vySsi nez 20 %). Tento pomér je automaticky
stanoven pouze v piipadé€, ze jsou oSetfujicim lékatem pozadovana obé vySetfeni (PSA

a FPSA).

Pomér fPSA/PSA

Snaha o zlepSeni senzitivity a specifity screningu karcinomu prostaty vedla k hledéani
dal§ich ukazatelli, mezi nimiz naSlo nejvétsi uplatnéni hodnoceni podilu
(fPSA/PSA*100). Bylo prokazano, Ze pacienti s podilem fPSA/PSA nad 20-25 % maji
niz$i riziko nalezu karcinomu prostaty pfi biopsii. OvSem ani tento marker neumoznil
prekonat zasadni nedostatek, kterym je rozliSeni nddoru od benignich nalezi, predevsim
pfi nizkych hladinadch markert. Je zaroven dileZité mit na paméti, ze ¢innosti jako jizda
na kole, vySetieni per rectum apod. zvySuji volné frakce PSA a pomér diky tomu miize

byt falesné negativni (Kaplan, et al., 2010).

-[2]proPSA, Index zdravé prostaty (PHI)
ProPSA je neaktivni prekursor PSA obsahujici 7 aminokyselin na hlavnim
peptidu, ktery mize byt asociovan s karcinomem prostaty, a naopak nepiedpoklada se

vyskyt u pacientd s benigni hyperplazii prostaty. Formy proPSA obsahuji zkracené
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sekvence o 2,4, nebo 5 aminokyselin. Firma Beckman Coulter zavedla stanoveni [-2]pro
PSA a kombinaci pouziti tPSA, fPSA a [-2]pro PSA pro pouziti vypoctu Indexu zdravé
prostaty (PHI = ([-2]proPSA/fPSA) x VtPSA). Je znamo, Ze proPSA miize odhalit karcinom
v Casném stadiu. U [-2]pro PSA se predpoklada spojitost s agresivn€jsi formou nadoru
(Tosoian, et al., 2012). Byly stanoveny hodnoty indexu zdravé prostaty (PHI) pro benigni
hyperplazii prostaty 0-30, v rozmezi 30-40 se jedna o hrani¢ni zénu a hodnoty

> 40 jsou charakteristické pro karcinom prostaty. Soucasné studie ukazuji, ze vypocet
poméru [-2]proPSA a PHI by mohl zvysit Cetnost zachytu karcinomu prostaty a
redukovat pocet nadbytecnych biopsii. Z piehledovych studii vyplyva, ze PHI index ma
nejvyssi specifitu ve srovnani s ostatnimi markery. ZvySeni PHI zaroveni zvySuje 4,7krat
pravdépodobnost rakoviny prostaty a je spojovano s vétSim rizikem zavaznych
komplikaci u pacientii se zdvaznym pribeéhem onemocnéni (pacienti s Gleasonovym
skore 7 nebo vyssim). Predpoklada se vyssi specifita na hladinach 2,5 — 4,0 ng/L,

kde je pomér fPSA/tPSA malo specificky. (Kopecky, ef al., 2015).

1.7.1.2. Nékteré nové vyuzivané biomarkery karcinomu prostaty
V soucasnosti je diskutovano velké mnozstvi markerti, u kterych je popisovan jisty

diagnosticky vyznam pro 1é€bu karcinomu prostaty. V nésledujici ¢asti textu je pojednano o

vybranych biomarkerech, které jsou predmétem zajmu predkladané dizertacni prace.

Chromogranin A

Chromogranin A je glykoprotein, ktery je exprimovan neuroendokrinimi butikami.
Byla prokazana jeho zvySena exprese u neruroendokrinnich nadorti (Niedworok et al.,
2017). Neuroendokrinni nebo malobuné¢na varianta karcinomu prostaty je charakteristicka
svoji agresivitou a rezistenci vii¢i antiandrogennim terapiim. Tato forma karcinomu prostaty

je spojovana se Spatnou prognozou (Szarvas, et al., 2020).

Endoglin 2

Podili se na modulaci bunécné adheze a motility riznych typa bunék, véetné
prostaty. Endoglin je primarn¢ exprimovan v proliferujicich vaskularnich endotelidlnich
buiikach a buiikach hladkého svalstva a je vysoce exprimovan na endotelovych bunkach
béhem nadorové angiogeneze. Endoglin je exprimovan v mikrovaskulatufe prostaty. Jsou
dokumentovany zvySené sérové koncentrace u pacientii s metastdzami kolorektalniho

karcinomu, karcinomu prsu a plic. Ukazuje se, Ze endoglin ma nezavislou prognostickou
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hodnotu jako sérovy indikator metastaz rakoviny prostaty do panevnich lymfatickych
uzlin a biochemické recidivy po prostatektomii. Bylo prokazano, ze exprese endoglinu
se u karcinomu prostaty méni a vysoké hladiny endoglinu jsou spojeny se snizenym
prezitim u pacientli s hodnotami Gleasonova skére mezi 6 - 7, u kterych endoglin

koreluje s mirou migrace invazivity tumoru (Romero, et al., 2011).

Annexin

Annexin je na vapniku zavisly protein vazajici fosfolipidy s riznou bunécnou
funkci. Annexin za fyziologickych podminek chybi v prostaté, ale je exprimovan v
epitelu prostaty u dobie az stiedné diferencovanych nadort™. Je také vysoce exprimovan
u Spatn¢ diferencovanych nadort (Shyh-Han, et al., 2021). Annexiny se podileji na

regulaci transportu v membranach, bunééné adhezi a mozné genogenezi (Wei, et al.,

2003).

Tkarnovy inhibitor metaloproteinaz (TIMP-1)

TIMP-1 je inhibitorem matrixové metaloproteindzy 9 (MMP9). MMP-9 Sstépi
kolagen IV a zelatinu, které jsou hlavnimi stavebnimi prvky bazalni membrany. Degradace
bazalni membrany je nezbytnd pro invazi tumoru a rozvoj metastdz. Rovnovdha mezi
metaloproteindzami a jejich inhibitory mtze vést k vétSi degradacni aktivite a vyssi
invazivité¢ nddorovych bunck (Reis, et al,, 2015). Neékolik studii prokazalo, ze mize také
podporovat progresi nadord prosttednictvim stimulace ristu nddorovych bun€k a zaroven
muze inhibovat jejich apoptozu. U mySich modeld byla prokdzana schopnost TIMP-1
podporovat progresi rakoviny indukovanim akumulace fibroblastli spojenych s rakovinou
prostaty. Jsou znamy klinické studie prokazujici zvySené hladiny TIMP-1 v nadorovych

tkénich vcetné karcinomu prostaty (Gong, et al., 2015).

Serin proteazovy inhibitor Kazal-type 1 (SPINK-1)

SPINK-1 je znamy jako inhibitor trypsinu asociovany s nadorem (TATI) nebo
inhibitor pankreatické sekrece trypsinu (PSTI) Byl objeven v moci pacientek s
karcinomem vajecnikli. Za normadlnich fyziologickych podminek SPINKI1 inhibuje
pfed¢asnou aktivaci pankreatickych protedz. SPINK1 ptisobi jako autokrinni/parakrinni
faktor a zprostiedkovava onkogenni vlastnosti prostiednictvim downstream signalizace
EGFR (Tiwari, et al, 2020). Byla popsdna nadmérnd exprese SPINKI1 u pacientd s

karcinomem prostaty ve srovnani s benigni hyperpazii (Tomlins, 2008).
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Thymidinkinaza (TK1, TK210)

TK1 je enzym pattici do skupiny fosfotransferdz. V savéich buikéach jsou
tvofeny dva izoenzymy, TK1 a TK2, které jsou kodovany dvéma lidskymi geny. Prvni
forma TK1 je lokalizovana na chromozomu 17q25.3, nachazi se v cytoplazmé bunék a
je zavisla na bunéném cyklu. Druha forma TK2 je mitochondrialni, ktera je
lokalizovanana chromozomu 16921 a je na bunéném cyklu nezavisla. TK1 je Casto
spojovana jako diagnosticky biomarker riznych typti malignich nadorti (zaludku, ovarii,
délozniho c¢ipku, jicnu, plic, prostaty, prsu), protoze se jedna o biomarker proliferace,
jelikoZ je zapojen do biosyntézy DNA (Hanouskova, et al., 2020).

Nova alternativa stanoveni TK1 je stanoveni epitopu TK210. V séru existuje
nékolik forem TK1 s riznymi molekulovymi hmotnostmi a enzymovymi aktivitami, coz
vede k potencialnimu podhodnoceni enzymové aktivity TK1. Také velka ¢ast sérové
TK1 u subjektii se solidnimi nadory byla enzymaticky deaktivovdna a nalezena jako
multimerni agregaty. VSechny formy TK1 vSak exprimuji epitop TK210. Nov4 metoda
vyuziva monoklondlni protilatky specifické pro epitop TK210. TK210 ELISA dle

vyrobce zlepsuje citlivost a specifitu stanoveni (Jagarlamudi, et al., 2019).

Spondin-2 (Mindin, M-spondin)

Spondin-2 je protein spadajici do rodiny F-spondinii, které jsou sekretovany
extracelularni matrix. Clenové této rodiny maji 3 domény. FS1 pro F-spondin, FS2 a
trombospondin. Spondin-2 (Mindin, M-spondin) je lokalizovan na chromozému 4p16.3
a ma né€kolik biologickych funkci, mezi které patii spousténi imunitni odpovédi (Jin, et
al., 2017). Regulace mindinu je zprostfedkovand expresi EGR-1. Vztah mezi expresi
EGR-1 a karcinomem prostaty byla diive zminéna ve studii Greggové et al., ktefi
prokazali, ze EGR-1 je downregulovan u pacientl s klinicky prokazanym karcinomem
prostaty dle klasifikace TNM (u 18 z 20 pacientti s pT2 a pT3 byla normalni nebo
snizend exprese EGR-1) (Gregg, et al.,2010).

1.7.2. Biomarkery primarni hyperparatyreozy a kalciofosfatového
metabolismu
Primérni hyperparatyre6za je endokrinni porucha dysregulace homeostazy
vapniku. Vyskytuje se tiikrat Castéji u Zen nez u muzi. Pacienti Casto trpi nevolnosti,
bolesti hlavy, zvracenim, unavou, depresemi, nefrolitidzou, pankreatitidou.

Symptomatické forma je dale spojovana se zvySenym kardiovaskularnim rizikem.
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Onemocnéni je ¢asto doprovazeno benignim adenomem pfistitnych télisek az v 80—85 %
ptipadi a s hyperplazii pfistitnych télisek v 10-15 % ptipadi. Nejrelevantnéjsi informace o
aktivit¢ pristitnych télisek poskytuji dlouhodobé zvysené koncentrace PTH. ZvySené
koncentrace PTH jsou spojeny s hyperkalcémii a hypofosfatémii. (Zhu, et al., 2020;
Zajickova, 2017). PTH stimuluje kostni obrat, zpcétnou resorpci vapniku v ledvinach,
aktivuje rendlni 1-o-hydroxylazu, a tak ptes vitamin D zvySuje resorpci vapniku v tenkém
sttevé. Dlouhodobé zvysSené vylucovani PTH vede ke generalizované poruse
kalciofosfatového metabolizmu. Jako definitivni 1é¢ba je pacientim se symptomatickym

onemocnénim  indikovdna  paratyroidektomie = (Madeo, et al, 2020).

Parathormon (PTH)

PTH je polypeptid podilejici se na regulaci metabolismu kosti a mineralli, konkrétné
vapniku a fosfati. Syntéza a Sté€peni prekurzoru PTH probiha v pfistitnych téliskach. PTH je
syntetizovan ve formé neaktivniho prekurzoru Pre-proPTH. Pre-proPTH obsahujici 115
aminokyselin je nejprve Stépen na proPTH obsahujici 90 aminokyselin, ktery je nasledné
velmi rychle (uvadi se doba kratS$i nez 1 hodinu) Stépen na aktivni formu PTH s 84
aminokyselinami. Aktivni PTH je nasledné€ ulozen v sekre¢nich granulich uvnitf pfistitnych
télisek. Jeho regulace je zavisla na koncentraci extracelularniho vapenatého iontu. Po
uvolnéni ze sekrec¢nich granuli je PTH rychle eliminovan z krevniho ob¢hu ledvinami a
jatry, regulace eliminace probihd na urovni genové exprese (Jacquillet, et al., 2019).
Vysetteni PTH je vyuzivano ke sledovani vyvoje primarni i sekundarni hyperparatyreozy.
Diky kratkému biologickému polocasu (pfiblizné¢ 2—5 minut) je mozné vyuzit sledovani
zmén koncentraci PTH k posouzeni Gispé$nosti paratyreoidektomie (Tommassi et al., 1995).
Bylo popsano nékolik rtznych protokolii pro intraopera¢ni méfeni PTH, vSechny s cilem
pomoci chirurgovi Cinit aktivni a informovana rozhodnuti béhem paratyreoidektomie.
Uspésna paratyreoidektomie je dalezitd, protoze piipadné reoperace jsou spojovany s
vyznamné vys$$i morbiditou, véetné¢ zvySeného rizika opakovaného poranéni hrtanového

nervu (Mak, et al., 2020).

Vapnik
Vapnik (kalcium) patii k nejvyznamngjSim extracelularnim iontim.
Zprostfedkovava G¢inek hormond, humoralnich latek, cytokint a dalSich medidtorti na

metabolismus buiiky. Kalcium vytvari strukturu kosti a zubti, podili se na regulaci
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neuromuskuldrni  Cinnosti, koagulaci, srdecni aktivity. Hormondlni regulace
metabolismu vapniku i1 vzajemné souvisejici metabolismus fosfati je slozity proces
zahrnujici komplexni déje odehravajici se mezi tenkym stievem, kostmi, ledvinami a
pristitnymi télisky podilejici se na udrzovani kalciofosfatového metabolismu.
Koncentrace vapniku je zpétnovazebné regulovana prostiednictvim PTH, kalcitoninu a
kalcitriolu. V kostech dochézi diky ptisobeni PTH k resorpci vapniku, kterd je naopak
potlacena pusobenim kalcitoninu. Ve stievé je stimulovéana resorpce kalcia, v ledvinach
dochazi ke zvySené reabsorpci iontil v proximalnim a distdlnim tubulu. Regulace
vapniku je podminéna expresi receptoru detekujici vapnik (CASR) ve tkanich (hlavni
buiiky paratyreoidey, vzestupnéraménko Henleovy klicky, sliznice tenkého stieva, kost).
Funkce CASR spociva v atlumu vysoké sekrece parathormonu (PTH) a brani vzniku

hyperkalcemie. (Zofkova , 2012).

Fosfaty

Fosfaty jsou hlavni intraceluldrnim anionem. Intracelularni fosfaty jsou estery kyseliny
fosfore¢né. Extracelularni fosfaty jsou pievazné anorganické. Jsou tvofeny ze smési
hydrogenfosforecnanii a dihydrogenfosforecnanii. Jsou jednim ze Ctyt pufracnich
systéml téla charakteristickych pro udrZeni acidobazické rovnovahy. VyluCovani
anorganického fosfatu je fizeno hormonalné a jeho metabolismus uzce souvisi

s metabolismem vapniku (Racek, 2006). Na vylucovani a regulaci fosfatli se podili
pfevazné ledviny, kde jsou fosfaty volné filtrovany glomeruly a resorbovany
proximalnimi tubuly. K hyperfosfatémii dochdzi pfi vyrazném poklesu glomerularni
filtrace, ktera nemuliZe byt jiZ kompenzovana poklesem tubularni resorbce, Casto

v disledku chronického selhani ledvin (CKD) (Hor4ackova,2015). CKD vede ke snizené
schopnosti ledvin vyloucit fosfaty moci, dale k poruse hydroxylace vitaminu D a snizeni
absorbce kalcia a fosfath ve stfevech. Nasledné hyperfosfatémie ovliviiuje regulacni
hormony, které jsou spoleéné s vapnikem (PTH, vitamin D, FGF23 apod.) (Stépankova,
2010). Hypofosfatemie nastavd u hyperparathyredzy, nedostatku vitaminu D a u

nekterych onemocnéni ledvin, kdy dochazi k poruse resorpce fosfatt (Racek, 2006).

Vitamin D
Vitamin D patii mezi vitaminy rozpustné v tucich. Jednd se o steroidni hormon.
Hlavnim zdrojem je endogenni produkce kiizi z provitaminu 7-dehydrocholesterolu a

naslednou hydroxylaci v jatrech a ledvinach (Obrazek 24) (Zima, 2013).
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Metabolizmus vitaminu D
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Obrazek 24: Metabolizmus vitaminu D (Hrdy, et al., 2015)
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metabolismu na podkladé podpory resorpce vapniku ze stieva. Vitamin D se vdZe na
jaderné receptory v kosti a svalu. ZvySuje mineralizaci kosti a pravdépodobné jejich
novotvorbu a urychluje také riist myofibril. Deficit vitaminu D spole¢né s nizkym
ptijmem véapniku vede ke zvySenému riziku osteopordzy a néaslednych osteoporotickych
fraktur. Byly publikovany i nové poznatky o funkci vitaminu D v onkologii (Lee, et al.,
2011). Zvysené koncentrace Vitaminu D mohou mit za nasledek iniciaci diferenciace a
apoptozy bunék a inhibici proliferace nadorovych buné€k. Je popsano, Ze u onkologicky
nemocnych dokdze zvyseni hladiny kalcidiolu o 25 nmol/L snizit imrtnost na karcinom
az o 29 % pravdépodobné diky snizeni invazivity, angiogeneze a ndsledné i
metastatického potencidlu nddoru. Spojitost deficitu vitaminu D je studovana také v
kardiologii ve vztahu ke kardiovaskularnim onemocnénim, v diabetologii byla nalezena
u diabetiki 2. typu nepfimad uméra mezi intoleranci glukézy a hladinou vitaminu D.

Deficit vitaminu D je déle spojovan s poruchou imunity (Hrdy, ef al., 2015).
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Alkalicka fosfataza (ALP)

ALP je sialoglykoprotein. Tento enzym je pfitomen ve vSech tkanich a
katalyzuje hydrolyzu monoestert fosfati. Kostni izoenzym se nachazi na povrchu
bunck osteoblastl a je dlilezity pro kostni mineralizaci. Hladinu tohoto enzymu v séru je

mozno povazovat za ukazatel aktivity osteoblastli, slouzi tedy jako marker kostni

novotvorby (Zofkova , 2012; Pikner, et al., 2020).

B-CrossLaps (B-CTx)

Vice nez 90 % organické kostni hmoty se skladd z kolagenu typu 1. Tento
kolagen je pii normalnim metabolismu degradovan na malé fragmenty. Nejvyznamné;jsi
z téchto fragmentt je B-izomerizovany C-terminalni pficn€ vazany telopeptid kolagenu
typu I (B-CTx) (Zima, 2013).

Hladiny B-CTx odrdzeji resorpcni aktivitu osteoklasti. Kolagen typu I je
degradovan ve zvySené mife pii osteoporoze. Tento fragment lze detekovat v séru i

moci (Pikner, et al., 2020).

FGF23

FGF23 je cirkulujici glykoprotein (Mr = 32 kDa) patiici do skupiny fosfatovych hormont
(fosfatonint). FGF23 patfi do rodiny rustovych faktord FGF a gen FGF23 se nachazi na
chromozomu 12p3.3. Je exprimovan v osteocytech a osteoblastech. Syntéza FGF23 je
stimulovana fosfaty, 1,25(OH)2D, PTH a transmembranovym proteinem Klotho.

Sekrece FGF23 z kostnich osteocytil pisobi na ledviny a indukuje fosfaturii
prostiednictvim transportéri NaPi2a/c. Podobné pisobi i1 PTH, prostiednictvim
receptrou pro PTH (PTHR). FGF23 dale inhibuje 1-a-hydroxylazu, sniZzuje expresi
Na/Pi2n ve stieve, a tim snizuje absorpci fosfati. PTH naopak aktivuje 1-a-hydroxylazu
a vznikd aktivni vitamin D (1,25-OH-D3), ktery je zodpovédny za zvySenou resorpci
vapniku a fosfatli ze stfeva a podporuje mineralizaci kosti a zdroven indikuje expresi

FGF23 v osteocytech - viz Obrazek 25 (Blau, et al., 2015)
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Pristitna
téliska

Renalni
proximalni tubuly

1 fosfaturie

Obrazek 25: Pusobeni FGF23 na metabolismus PTH, vitaminu D a kalcia s fosfaty — upraveno
dle (Blau, et al., 2015).

Produkce FGF23 je dale stimulovana hypofosfatemii a nedostatkem Zeleza.
Naopak nedostatek vapniku a vysSi hladiny zeleza potlacuji produkci FGF23.
Metabolismus FGF23 v kosti je ovlivnén proteolyzou furinu, PC5, PC2 s vazebnym
kofaktorem 7B2. Udaje o eliminaci FGF23 z t&la jsou omezené, ale selhani ledvin
zpiisobuje vyznamné zvyseni C-koncovych fragmenti a tyto fragmenty jsou vylucovany
témet dvakrat pomaleji neZ intaktni FGF23. FGF23 byl nalezen v embryonalnich
1 dospélych tkanich. Neni spojen s membranou, a proto plsobi spiSe jako hormon nez
jako receptor na bunééném povrchu. Primarnimi cilovymi organy FGF23 jsou ledviny a
pristitna téliska (Nilsson, et al.,, 2016; Burtis, et al., 2012). ZvySené koncentrace FGF23
v plazmé jsou spojeny s nadorem indikovanou osteomalacii a s chronickym
onemocnénim ledvin (CKD) (Burtis, et al, 2012). FGF23 je primarn¢ vyluCovan
osteocyty, ale jeho ucinky jsou zavislé na transmembranovém proteinu Klotho. Klotho
je dilezity pro generovani transmebranového signalu ptes FGFR1. Komplexy receptoru
Klotho-FGF23 reguluji reabsorpci fosfatu redukci proteinu transportéru 2a sodiku v
proximalnim tubulu. Oba hraji roli pii sekundarnim hyperparatyreoidismu (sHPT), ktery

je béznou komplikaci pacientl s terminalnim stadiem onemocnéni ledvin (Burtis,
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et al., 2012; Takahashi, et al., 2014). X-vazana hypofosfatemicka kiivice, autozomalné
dominantni hypofosfatemicka kfivice, nadorem indukovana onkogenni ostemalacie a
primarni hyperparatyre6za patii k onemocnénim spojenym s abnormalnimi

koncentracemi FGF23 (Burtis, ef al., 2012).

1.8. Biomarkery degenerativnich onemocnéni pohybového aparatu

Druhym z témat prace je vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
degenerativnich onemocnéni. Konkrétné¢ se prace zabyva stanovenim kyseliny

hyaluronové v synovialni tekutin€ u pacienti s artrézou kolene (gonartrozou).

1.8.1. Gonartroza

Gonartrdza je osteoartr6za postihujici primarné kolenni klouby. Postihuje hlavné hyalinni
chrupavku. Metabolismus postizené chrupavky je -charakterizovan anabolicko -
katabolickou nerovnovéhou v extracelularni matrici vedouci k inhibici metabolické
aktivity chondrocyti. Dochazi ke ztraté strukturarnich proteoglykani ve tkani
chrupavky a k destrukci polypeptidovych agregati. Dale dochazi k syntéze strukturné
neuplnych makromolekul a k akumulaci degradace sulfatonovych glykosaminoglykant,
kyseliny hyaluronové a osteopontinu v biologickych tekutindch. Klicovym patogennim
faktorem k destrukci kloubni pojivové tkdné je systém zinku s metaloproteindzou, ktera
ma substratovou specifitu pro hlavni intersticidlni kolageny I a II. Negativni roli
v poskozeni velkych kloubt hraje tvorba prozanétlivych cytokint, pfevazné interleukinu
1B a rGstovych faktort TGFp (Gladkova, 2020).

Prevalence gonartrozy s vékem stoupd. Vzestup vyskytu onemocnéni je spojovan i se
starnutim a obezitou populace. Vzhledem k tomu dochazi ke zvySeni nakladi na
zdravotni péci a sniZeni produktivity pacientll. Diagn6za gonartrézy je zaloZena na
radiologickych nélezech a k hodnoceni strukturdlni se nejcastéji pouziva Kellgrenova a
Lawrencova stupnice (Villarreal-Rios, et al., 2019).

Vétsina pacientdl s gonartrézou (GA) zacind dostdvat adekvatni 1écbu az ve stadiu
selhani kloubnich organt, kdy jizZ neni mozné vyrazné zpomalit progresi patologického
procesu. V poslednich letech tedy byla naléhava potieba identifikovat jasné klinické

a morfologické ptiznaky casné osteoartrézy (Kornilov, et al., 2017). V nasi praci

se zabyvame moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové jako markeru artrozy.
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Kyselina hyaluronova (HA) jako biomarker gonartrézy

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni polysacharid extracelularni matrice
ucastnici se fady vyznamnych biologickych d&ji zahrnujicich regulacni, zanétlive,
imunosupresivni a antiproliferativni U€inky. Podili se zejména na udrZzovani viskoelasticity
kapalnych tkani, na supramolekularnim prostorovém uspotadani proteoglykani v
extracelularni matrici a regulaci osmotického tlaku, ¢imz vyznamné ovliviiuje homogenitu
tkané a jeji homeostatickou integritu. Vzhledem ke své jedine¢né viskoelastické povaze a
neimunogenicité¢ je mozno HA vyuzit i v fadé klinickych aplikaci v€etné suplementace
kloubni tekutiny pfi osteoartroze, pro usnadnéni hojeni a regenerace chirurgickych ran, a
také v oftalmologii, farmakologii a kosmetice (Kotaska, et al., 2018). Kyselina hyaluronova
je béznou soucasti vétsiny pojivovych tkani, hraje vyznamnou ulohu pii ochrané kloubni
chrupavky a transportu zivin do chrupavky, je také hlavni slozkou synovialni (kloubni)
tekutiny. Kloubni tekutina (synovialni tekutina) je tvofena ultrafiltritem krevni plazmy,
ktery je obohacen o mukopolysacharidy produkované bunikami kloubni vystelky. Funguje
jako biologické mazivo a jako prostiedi, pfes které prochédzeji Ziviny a regulacni cytokiny.
Hlavni slozkou synovidlni tekutiny je hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti (~ 4-6
MDa, ~ 2-4 mg/mL) (McCarty, et al., 2012). Soucasti synovialni tekutiny jsou také
molekuly, které jsou klicové pro spravné fungovani chrupavek napt. proteoglykan 4 (PRG4)
nebo povrchové aktivni fosfolipidy a tkanové makrofagové buiky. SniZzené koncentrace
kyseliny hyaluronové v synovialni tekutiné jsou ukazatelem zdvaznosti artrozy (Tamer,
2013). U pacientti s gonartrozou koreluji koncentrace kyseliny hyaluronové se stupném
synovialni proliferace a velikosti osteocytl. Pacienti s vys$§imi vychozimi hodnotami

vykazuji rychlejsi progresivni priibéh nemoci (Maziers, et al., 2006; Pavelka, et al., 2004).
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2. CILE PRACE

Cilem prace bylo vyuzit imunochemickych metod ke stanoveni

biomarkert nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Konkrétné:

1) Stanovit vybrané kandidatni biomarkery karcinomu prostaty
(Annexin, SPINK-1, TIMP-1, Chromogranin A, Endoglin, Mindin,
Thymidinkinaza 1) a vyhodnotit jejich prinos a vyuziti pro diagnostiku

karcinomu prostaty

2) Sledovat periopera¢ni dynamiku FGF23 u pacientti s primarni

hyperparatyreozou

3) Posoudit moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové v diagnostice

degenerativnich onemocnéni kloubi (gonartréza kolene)
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3. PRAKTICKA CAST

3.1. Hledani novych biomarkeri karcinomu prostaty

3.1.1. Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorki:

Rano pired prostatektomii byly ziskany vzorky séra a moci pacienti s rakovinou
prostaty. Diagnéza rakoviny byla provedena histologickou diagnostikou nadorovych
vzorka ziskanych prostatickou resekci. Vzorky pacientli a zdravych jedinci byly
okamzité¢ zmrazeny, alikvotovany a uchovavany pii -70 °© C, dokud nebyly analyzovany.
Informovany souhlas byl ziskan u vSech jednotlivct zahrnutych do studie.

Klinicka charakteristika pacientu:

Pacienti byli klinicky vySetfovani a klasifikovani podle TNM viz Tabulka 3.

TNM Kklasifikace vychazi z digitdlniho rektalniho vySetfeni a posuzuje ptitomnost
nadoru (T), posouzeni lymfatickych uzlin s ohledem na pfitomnost metastaz (N) a
pritomnosti vzdalenych metastaz (M). Pacienti zarazeni do studie byli posuzovani podle
histologicky posouzené ptitomnosti nadoru (pT).

Tabulka 3: TNM Klasifikace

T-primarni nador (stupen zaloZeny pouze na digitalnim rektalnim vySetfeni
[DRE])
TX | Primérni nddor nelze posoudit

TO Zadny ditkaz primarniho nadoru

T1 Klinicky nezjistitelny nador, ktery neni hmatatelny
T1a| Resekovan ndhodny histologicky nédlez tumoru u 5 % nebo méné tkané
T1b| Resekovan ndhodny histologicky nélez tumoru u vice nez 5 % tkané

Tlc|Nador identifikovany biopsii jehlou (napt. Kviili zvy§enému
prostatickému specifickému antigenu [PSA])
T2 Nador, ktery je hmatatelny a omezeny na prostatu

T2a| Néador zahrnuje polovinu jednoho laloku nebo mén¢

T2b| Nador zahrnuje vice neZ polovinu jednoho laloku, ale ne oba laloky

T2c| Néador zahrnuje oba laloky
T3 Nador prochazi prostatickou kapsli
T3a| Extrakapsularni prodlouzeni (jednostranné nebo dvoustranné)

T3b| Nador napadd semenny vacek (y)

T4 Nédor je fixovany nebo napada sousedni struktury jiné nez semenné
vacky: vnéjsi svérac, konecnik, svaly levatoru a / nebo panevni stény
Upraveno dle (EAU, 2021)
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Dale byli pacienti klinicky vysetfovani a klasifikovani podle pokynit Evropské asociace
pro urologii (EAU) dle upravené¢ho Gleasonova skore (GS) podle Mezinarodni
spolecnosti pro urologickou patologii (ISUP), ktery byl schvalen v roce 2014 a omezuje
pocet tiid karcinomu prostaty v rozmezi od 1 do 5 (EAU, 2021). Gleasonovo skore
popisuje agresivitu nadoru prostaty. Je zalozeno na vzhledu nadorovych zlazek a
nasledné je vzhled hodnocen stupném 1-5. Patalog na zavér secte dva nejcastéji se
vyskytujici stupné, které se objevuji v histologickych vzorcich. Nadory s vySSim skérem
jsou agresivnéjsi a mohou se pohybovat mezi 2 (1+1) az 10 (5+5). Dle nového

vyhodnoceni se GS vyhodnocuje dle ISUP klasifikace viz Tabulka 4 (EAU, 2021).

Tabulka 4: ISUP Kklasifikace

Gleasonovo skore ISUP
2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4, 3+5, 5+3) 4
9-10 5

—_—

Upraveno dle (EAU, 2021)

Charakteristika jednotlivych studii je Fazena chronologicky

Studie 1: Stanoveni Annexinu, SPINK-1, TIMP, Chromograninu A, Endoglinu a
TK1

Koncentrace vybranych biomarkeri byly méfeny u 58 pacientii (primérny v€k 68 let,
rozmezi 45-82 let) s klinicky diagnostikovanym karcinomem prostaty a 30 zdravych
jedinct (pramérny veék 64 let, rozmezi 55-78 let), bez relevantni urologické anamnézy a
hodnoty PSA v normé. V souboru pacientii a kontrol byly stanoveny koncentrace
Chromograninu A, TK1 v séru a SPINK-1, Endoglin, Annexin a TIMP-1 v mo¢i

metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA).

Charakteristika metod:

Chromogranin A:

VySetfovany material: sérum
Metoda: sendvicovd ELISA
Vyrobce kitu: Cloud-Clone Corp., USA
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Analytické parametry:
detekéni limit 13,7 pg/mL, pracovni rozsah: 31,2 — 2000 pg/mL, variacni koeficient
(CV)=10-12%
SPINK-1:
VySetfovany material: moc¢
Metoda: sendvicova ELISA
Vyrobce kitu: Cloud-Clone Corp., USA
Analytické parametry:
detekéni limit 0,61 ng/mL, pracovni rozsah: 1,56 — 100,0 ng/mL, CV=10-12 %
Endoglin:
VySetfovany material: sérum, mo¢
Metoda: sendvicova ELISA
Vyrobce kitu: Cloud-Clone Corp., USA
Analytické parametry:
detekéni limit 0,063 ng/mL pracovni rozsah: 0,156—-10,0 ng/mL CV = 10-12%
Annexin:
VySetfovany material: mo¢
Metoda: sendvicova ELISA
Vyrobce kitu: Cloud-Clone Corp., USA
Analytické parametry:
detekéni limit 0,054 ng/mL, pracovni rozsah: 0,156—10,0 ng/mL, CV =10-12%
TIMP-1:
Vysetiovany material: sérum, mo¢
Metoda: sendvicova ELISA
Vyrobce kitu: RayBiotech, Velka Britanie
Analytické parametry:
detekéni limit 24,69 pg/mL, pracovni rozsah: 24,69—18 000 pg/mL, CV = 10-12 %
TK1:
VySetrovany material: sérum
Metoda: sendvicovd ELISA
Vyrobce kitu: LSBio, Inc., USA
Analytické parametry:
detek¢ni limit 0,063 pmol/L a pracovni rozsah 0,063—4,0 pmol/L, CV = 5,3-8,6 %.
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Stanoveni Thymidinkinazy (TK-1) - roz§ifena studie

Sérové koncentrace TK-1 byly méfeny u 169 pacientii (primérny veék 62 let, rozmezi
45-82 let) s rakovinou prostaty a kontrolni skupina skladajici se z 39 zdravych muzi
(pruméry vek 61 let, rozmezi 54-78 let) s nezhoubnou etiologii onemocnéni vcetné
benigni hyperplazie prostaty. Dale byli rozdéleni pacienti dle TNM klasifikace do dvou
skupin: pacienti pT 1,2 (n = 110) a pacienti pT 3 (n =59).

VySetiovany material: sérum

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: LSBio, Inc., USA

Analytické parametry:

detek¢ni limit 0,063 pmol/L a pracovni rozsah 0,063—4,0 pmol/L, CV = 5,3-8,6
%. Stanoveni epitopu TK210

Sérové koncentrace TK210 byly méteny u 126 pacientti (pramérny veék 70 let, rozmezi
46-85 let) s rakovinou prostaty a kontrolni skupina skladajici se ze 49 zdravych muzii
(pramérny veék 63 let, rozmezi 54-78 let) s nezhoubnou etiologii onemocnéni vcetné
benigni hyperplazie prostaty.

Vysetiovany material: sérum

Metoda: sendvicova ELISA s preinkubaci

Vyrobce kitu: AroCell. Svédsko

Analytické parametry:

detek¢ni limit 0,12 ng/mL a pracovni rozsah 0,12-20 ng/mL, CV =0,9-5,1 %

Studie 2: Stanoveni Mindinu (Spondinu 2)

Koncentrace mindinu v séru byly méteny u 56 pacienti (primérny veék 68 let, rozmezi
45-82 let) s rakovinou prostaty a v kontrolni skupiné sestavajici z 29 zdravych muzi
(pramérny vek 64 let, rozmezi 55-78 let). Pacienti byli dfive klinicky vySetfovani a
klasifikovani podle pokynii Evropské asociace pro urologii (EAU). Pro dalsi
vySetfovani byli pacienti rozdéleni do dvou skupin podle zdvaznosti onemocnéni dle
ISUP klasifikace. Prvni skupinu tvofili pacienti (n = 36) s méné zavaznymi nadory
(Skupina 1 a 2), druhou skupinu tvofili pacienti (n = 20) s téZkymi tumory (Skupina 3 a
4).
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VySetfovany material: sérum

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: Cusabio, Cina

Analytické parametry:

detek¢ni limit 0,78 ng/mL a pracovni rozsah 3,12—-200 ng/mL, se stfednim variatnim

koeficientem (CV) =11 %.

Dopliikové biomarkery:
PSA, -[2]proPSA, free PSA — Beckman Coulter; vypocet PHI

3.2. Sledovani periopera¢ni dynamiky FGF23 u pacientii

s primarni hyperparathyreozou

Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorku:

Vzorky byly odebrany do zkumavky s K3EDTA. Plazmatické koncentrace C-
termindlniho FGF23 (cFGF23), intaktniho FGF23 (iFGF23), anorganicky fosfat,
kreatinin, cystatin C a PINP byly méfeny tésné pred fezem, ithned (10 minut) po excizi
adenomu pfiStitnych télisek a pooperacni 1. den. Plazmatické koncentrace PTH byly
mefeny pouze intraoperacné (t€sn€ pied incizi a 10 minut po excizi adenomu). Dale
byly provedeny vypocty eGFR z cystatinu C dle Grubbova rovnice a, eGFR z kreatininu
dle rovnice CKD-EPI.

Klinicka charakteristika pacientu:

Do studie bylo zatazeno 38 pacientl (31 Zen ve véku od 24 do 77 let a 7 muzl ve véku od
38 let do75 let) s primarnim hyperpartyreoidismem podrobenym paratyreoidektomii.
Primér adenomu se pohyboval od 5 mm do 30 mm. Pravostranna paratyroidektomie byla
provedena u 17 pacientll (7 pacientd s horni stranou, 10 s dolni stranou), levostranna
paratyreoidektomie byla provedena u 13 pacientli (1 pacient s horni stranou, 10 pacientl s
dolni stranou, 2 pacienti s obéma stranami), 3 pacienti m¢li adenom v mediastinu a 5
pacientti podstoupilo kompletni tyreoidektomii. Struma nodosa a tyreotoxikoza se vyskytly
u 7 pacientti, u 3 pacientil se vyskytla hypotyredza a diabetes mellitus typu II. Jeden pacient

byl dfive podroben unilateralni nefrektomii v disledku nefroblastomu. |
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U tfi pacientd byla provedena opakovana paratyroidektomie, nebot’ pii prvni operaci
nedoslo k Uplné excizi adenomu. U 37 pacientll nebylo zaznamenano postizeni ledvin,
koncentrace kreatininu v plazmé byla v rozmezi od 25 do 92 umol/L. Jeden pacient po

nefrektomii zplsobenou nefroblastomem mél zvysSenou hladinu kreatininu v plazmé

112,3 pmol/L a eGFR (CKD-EPI) = 118,37 mL/min/1,73 m’.

cFGF23
VySetfovany material: plazma

Metoda: sendvicovd ELISA

Vyrobce kitu: Immunotopics, Inc. San Clemente, CA

Analytické parametry: detekcni limit 1,5 RU/mL a pracovni rozsah 1,5-660
RU/mL, CV = 1,4-4,7 %, referen¢ni rozmezi 21,691 RU/mL

iFGF23
VySetiovany material: plazma

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: Immunotopics, Inc. San Clemente, CA

Analytické parametry: detekéni limit 1,5 pg/mL a pracovni rozsah 1,5— 660 pg/mL,
CV =2,0-9,1 %, referencni rozmezi 11,7— 48,6 pg/mL

Dopliikové biomarkery:

Cystatin C, Kreatinin, anorganicky fosfat

Kreatinin-kreatindza, cystatin C — imunoturbidimetrie; fosfaty — fosfomolybdenan,
analyzator Advia 1800; PTH a PINP elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza,

analyzator Cobas €601

3.3. Posouzeni moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové v diagnostice

degenerativnich onemocnéni kloubt (gonartroza kolene)

Charakteristika pacientit a metod

Odbér vzorku:

Vzorky synovidlni tekutiny byly odebrany pacientim béhem operacnich vykont
(artroskopie a implantace totalni endoprotézy (TEP) kolene), po odbéru byly dopraveny

do laboratote, kde byly okamzité zmrazeny, alikvotovany a uchovavany pfti -70 ° C,
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dokud nebyly analyzovany. Informovany souhlas byl ziskdn u vSech jednotlivct
zahrnutych do studie.

Po odbéru byly vzorky ithned dopraveny do laboratote, kde byly centrifugovany pii 4 °C
10 minut pii 3000 otackach, nasledné alikvotovany do 1 mL zkumavek a zamrazeny na
-80 °C do doby, nez byla provedena analyza. Bezprostfedné pied analyzou byly
alikvotované vzorky fedény PBS pufrem o pH 7,4 v poméru 1:5000. Jako doplikovy
parametr pouzity pro hodnoceni fyzikaln¢ chemickych kritérii artrézy na zéklade
posouzeni viskozity a viskoelasticity byla v odebranych primérnich vzorcich métena
osmolalita pomoci kryoskopické metody na analyzatoru Advanced 2020.

Klinicka charakteristika pacientu:

Do studie bylo zatazeno celkem 67 pacienti primérného véku 67 let (35 muzi,
primérny veék 65 let a 32 Zen, pramérny veék 68 let) s diagnostikovanou artrézou
kolenniho kloubu definovanou dle RTG klasifikace podle Kellgrena a Lawrence.

Pacienti byli rozdé€leni do ¢tyf skupin dle zdvaznosti postizeni (1. skupina — gonartroza

A4

VySetfovany material: synovialni tekutina

Metoda: sendvicova ELISA

Vyrobce kitu: Teco Hyaluronic acid, Svycarsko

Analytické parametry:

detekéni limit 2,7 mg/L, pracovni rozsah metody 2,7-1000 mg/L, CV = 2,8-5,2 %.

3.4. Statistické metody

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci standardnich statistickych testi. Normalita
distribuce dat v jednotlivych studiich byla vyhodnocovdna pomoci D’Agostino
Pearsonova testu. Porovnani koncentraci sledovanych biomarkeri v jednotlivych
skupinach bylo hodnoceno pomoci neparametrického Mann-Whitneyova testu. Analyza
ROC byla vyuzita k hodnoceni diagnostické u¢innosti. Multivariantni analyza byla
vyuzita k posouzeni zavislosti koncentraci na v€ku, pohlavi a klinickém stavu pacienta.
K vyhodnoceni korela¢nich zavislosti byla, vyuZita regresni analyza. K vyhodnoceni
vztahu mezi analyty byla pouzita analyza rozptylu. Hladina pravdépodobnosti p <0,05

byla zvolena jako statisticky vyznamna. Data byla vyhodnocena pomoci statistickych
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programt GraphPad Prism, verze 8.02 (San Diego, USA) a MedCalc verze: 18.02.01
(Ostende, Belgie)
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Dizertacni prace

4. VYSLEDKY

4.1. Hleddani novych biomarkernu karcinomu prostaty
Studie 1: Stanoveni Annexinu, SPINK-1, TIMP-1, Chromograninu A, Endoglinu a

TK1

Koncentrace sledovanych analytl a jejich diagnosticka u¢innost vyjadiena z analyzy

ROC jako hodnota AUC (plochy pod kiivkou) jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky Annexin, SPINK-1, TIMP-1, Chromogranin A,
Endoglin, TK1

Biomarker Kont?slzi ;(l;)up ina Zafingj Pvalue | AUC
S-chromogranin (pg/mL) | 114,500 + 41,320 | 83,880+ 88,610 0,162 0,59
U-SPINK-1 (ng/mL) 1,548 £ 1,719 1,592+ 2,712 0,658 0,53
U-Endoglin (ng/L) 0,404 + 0,270 0,379+ 0,454 0,874 0,51
S-Endoglin (ng/mL) 0,840 £ 0,416 0,780+ 0,320 0,910 0,51
U-Annexin (ng/mL) 0,176 + 1,296 0,184+ 0,598 0,839 0,51
U-TIMP-1 (pg/mL) 13,128 £ 197,400 7,750 £ 866 0,189 0,55
S-TIMP-1 (ng/L) 16,897 £1,807 | 17,782+ 2,461 0,211 0,62
S-TK1 (pmol/L) 0,072 + 0,063 0,2040+ 0,0423 | <0,0001 | 0,80

Koncentrace biomarkerii jsou vyjadreny jako median (95% interval spolehlivosti pro median)

Byly nalezeny signifikantni rozdily v sérovych koncentracich thymidinkindzy u
pacienti s karcinomem prostaty oproti kontrolni skupiné. TK1 ukazuje vyssi
diagnostickou Uc¢innost oproti ostatnim sledovanym biomarkerim. Na zikladé téchto
vysledki byla provedena rozsitena studie na vétSim souboru pacientt.

Stanoveni thymidinkinazy TK1 — roz§ifena studie

Sérové hladiny thymidinkinazy 1 u pacienti s karcinomem prostaty byly vyznamné
zvySeny ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych muzi (medidn = 0,196 pmol/L vs.
median = 0,076 pmol/L, P <0,0001, obrazek 26). Diagnostické u¢innost TK1 vyjadiena
jako AUC vypoctena z analyzy ROC byla 0,80 (specificita = 51,3 % a senzitivita = 93,5
%, obrazek 27).
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Obrazek 26: Distribuce hodnot TK1 v souboru pacientii s karcinomem prostaty a
u zdravych kontrol

1,8 < a
k|
n L
1,6 <
1,4 -
N E )
1,2 -
1,0 i
| P < 0,0004
0,8 - *
0,6 — —T_
0,4 — "
0,2 —
] [ | I
0,0
Kontroly Pacienti
n= 39 n= 169

Vysledky jsou vyjadreny jako krabicové grafy s medianem mezikvartilového rozpéti (25.-75.
percentil).
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Obrazek 27: Diagnosticka u¢innost TK1
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Sérové hladiny TK1 u pacientl s méné zdvaznym onemocnénim hodnocenym dle TNM
klasifikace (pT1, pT2) a u pacientli se zdvaznym onemocnénim dle TNM Kklasifikace
(pT3) byly vyznamné zvysSeny ve srovnani s kontrolni skupinou (P <0,0001 a P =
0,0026). Hodnoceni zavaznosti dle klasifikace ISUP (Skupina 1 — méné zavazné
onemocnéni — stadium1,2 a skupina 2 - zavazné onemocnéni — stadium 3,4,5) ukazuje

vyznamné zvyseni koncentraci ve srovnani s kontrolni skupinou (P <0,001; P = 0,0030).

Stanoveni epitopu TK210

Séroveé hladiny thymidinkindzy 210 u pacientli s karcinomem prostaty byly zvySeny ve
srovnani s kontrolni skupinou zdravych muzi (0,292 ng/mL vs. 0,246 ng/mL, P =
0,6109, obrazek 28). Diagnostickd ucinnost sérové TK210 vyjadiend jako AUC
vypoctend z analyzy ROC byla 0,54 (specificita = 80,7% a senzitivita = 32,7 % ,
obrazek 29).

70



Dizertacni prace

Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

Obrazek 28: Distribuce hodnot TK210 v souboru pacientii s karcinomem prostaty
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3,5
3,0 - £
2,5 -
g 2
=) 2,0 -
E o©
o
~ 1,57
x
|—
1,0 < o
&0
0,5 o0 —?—OOO
L] = _I_
——— | [ ]
— e,
0,0
Kontroly Pacienti
n=49 n=126

Vysledky jsou vyjadrieny jako krabicové grafy s medianem mezikvartilového rozpéti (25.—75

percentil.
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Obrazek 29: Diagnosticka u¢innost TK210
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Studie 2: Stanoveni Mindinu

Sérové hladiny mindinu u pacientd s rakovinou prostaty byly vyznamné snizeny oproti
kontrolni skupiné vyjadiené jako mediany (2,12 ng /mL vs 0,78 ng/mL, P = 0,0007,
obrazek 30).

Diagnosticka ucinnost sérového mindinu vyjadifena jako AUC vypoctend z analyzy
ROC byla 0,71 (specificita = 73 % a senzitivita = 64 %) (Obrazek 31). Séroveé hladiny
mindinu u pacientd s méné zavaznymi nadory (pT1 a pT2) a se zdvaznymi nadory (pT3

a pT4) jsou snizeny ve srovnani s kontrolni skupinou. (P = 0,012, P = 0,020).
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Obrazek 30: Distribuce hodnot Mindinu v souboru pacientii s karcinomem
prostaty a u zdravych kontrol
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Vysledky jsou vyjadreny jako krabicové grafy s medianem mezikvartilového rozpéti (25.-75.
percentil).
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Obrazek 31: Diagnosticka ti¢innost mindinu
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hyperparatyredzou

Sledovani perioperacni dynamiky FGF23 u pacientit s primdrni

Koncentrace vSech biomarkeri métené pied- a pooperacné€ u pacientti s pHPT jsou

uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace biomarkeri méiené pied a poopera¢né u pacienti s pHPT

intraoperativni Postoperativni P value
tésne pred 10 min po DalSi den po Pr::l{nvs.om Pied vs. den
operaci (n=38) | operaci (n=38) | operaci (n=38) p . Do operaci
operaci
P cFGF23 89,17 87,83 22,23 _
(RU/mL) (74,58-102,6) | (71842-99.54) | (1441-3101y| P=023 | P=<0,0001
. 56,87 57,05 _
iFGF23 (pg/mL) (45.58-67.41) | (78.42-99.54) <1,5 P=0,89 P <0,0001
P_anorganicky 0,80 0,80 1,03
- P=0,76 P =0,0025
fosfat (mmol/L) (0,69-0,93) (0,73-0,91) (0,91-1,26)
2,71 2,22
* b A b —
S Ca (mmol/L) (2,61-2.82) neméieno (2,15-2,34) P <0,0001
Kreatinin 58,51 62,52 72,51 _ _
(umol/L) (54,81-62,11) | (50,16-72,38) | (62,33-75,51) P=077 P=0,08
. 1,01 0,97 1,06 _ _
Cystatin C (mg/L) (0,94-1,06) (0,86-1,03) (1,10-1,20) P=0,45 P=0,11
61,75 61,75 62,04 _ _
PINP (ug/L) (54.43-78.84) | (4947-7327) | (549267.71) | P=092 | P02
eGFR.CystathC 83,29 89,16 76,79 P =046 P=0,12
(ml/min/1,73m") (76,79-93,97) | (80,59-109,1) | (62,35-84,69)
eGFR Kreatinin
116,3 128,7 107,1 B _
CKD-EPL | (1014-143,6) | (10332-136,6 | (89.8-136) | P~ 062 | P=040
(ml/min/1,73m")
13,10 4,17 .
PTH (pmol/L) (10,22-14,37) (2,.85-5.97) neméieno P <0,0001 |  -----

Koncentrace biomarkerii jsou vyjadreny jako medidan (95% interval spolehlivosti pro median)

* Hodnoty sérového Ca byly ziskany z lékarskych zdznamii pacientii

Hladiny PTH v plazmé byly vyznamné snizeny intraoperacné (13,10 vs. 4,17 pmol/L, P

<0,0001), intraoperacni hladiny vSech ostatnich biomarkeri se nezménily. Poopera¢ni

den 1 se zvysily hodnoty anorganickych fosfatd (1,03 mmol/L vs. 0,8 mmol/L, P =

0,0025), plazmatické koncentrace cFGF23 poklesly (89,17 vs. 22,23 RU/mL,
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P <0,0001, obrazek 32). Podobné¢ se snizily také hodnoty iFGF23 pooperac¢né, ale

pooperacni hodnoty byly nizsi nez detek¢ni limit soupravy (obrazek 33, tabulka 6).

Obrazek 32: Periopera¢ni zmény plazmatickych hodnot cFGF23 u pacienti s pHPT

P < 0.0001
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Vysledky jsou vyjadreny jako median s mezikvartilovym rozsahem (IQR). Teckované cary

ukazuji horni a dolni hranici referencniho intervalu. Poloteckovand cara zobrazuje

hodnotu detekéniho limitu nastaveného na 1,5 pg/mL nebo 1,5 RU/mL.
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Obrazek 33: Perioperacni zmény plazmatickych hodnot iFGF23 u pacienti
s pHPT
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Vysledky jsou vyjadieny jako median s mezikvartilovym rozsahem (IQR). Teckované cary
ukazuji horni a dolni hranici referencniho intervalu. Poloteckovana cara zobrazuje

hodnotu detekcniho limitu nastaveného na 1,5 pg/mL nebo 1,5 RU/mL.

Zjistili jsme vyznamnou korelaci mezi FGF23 a anorganickymi fosfaty (cFGF23:
Spearmantv r = -0,253, P = 0,0065; iFGF23: Spearmaniiv r = -0,245, P = 0,0085) a
mezi predoperacnim FGF23 a eGFR (cystatin C) (cFGF23: Spearmanuav r = -0,499, P =
0,0014; iFGF23: Spearmantv r = -0,491, P = 0,0017). Korelace mezi pooperacnim
FGF23 a celkovym vapnikem (cFGF23: Spearmantv r = 0,5982, P = 0,0008, iFGF23:
Spearmantiv r = 0,41, P = 0,02) byla také vyznamna.
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Posouzeni mozZnosti vyuZiti kyseliny hyaluronové v diagnostice
degenerativnich onemocnéni kloubii (gonartroza kolene)

Primérné koncentrace kyseliny hyaluronové v synovidlni tekutiné v jednotlivych
skupinach byly nésledujici: Skupina 1: HA = 2302 mg/L (n = 16), Skupina 2: HA =
2234 mg/L (n = 16), Skupina 3: HA = 2300 mg/L (n =18), Skupina 4: HA = 2446 mg/L
(n=18). Distribuce hodnot kyseliny hyaluronové v jednotlivych skupinach s vyznacenim
referencniho intervalu je znazornéna na obrazku 34. Rozdily koncentraci HA mezi
jednotlivymi skupinami nebyly statisticky vyznamné. Koncentrace HA v synovialni

tekuting se nelisily od publikovanych referen¢nich hodnot 1500-3200 mg/L.

Nelze tedy jednoznacné prokéazat korelaci koncentraci kyseliny hyaluronové v
synovialni tekutiné se zdvaznosti onemocnéni hodnocenou dle radiologickych kritérii.

Pacienti, ktefi podstoupili artroskopii, ale maji signifikantné zvysené koncentrace v
synovialni HA oproti pacientlim, ktefi podstoupili totdlni endoprotézu (2581 mg/L
vs.1763 mg/L, P = 0,01, obrazek 35). Zavaznost onemocnéni posouzena dle fyzikalné
chemickych kriterii vySetfenim osmolality v synovidlni tekutiné u pacientd s
gonartrozou ukazuje vyznamnou korelaci koncentraci kyseliny hyaluronové s

hodnotami osmolality (Speramantiv r = 0,29, P = 0,015, obrazek 36).
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Obrazek 34: Distribuce hodnot koncentraci kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutiné pacientu s gonartrozou (Skupina 1 — nejméné zavazna forma onemocnéni,
skupina 4, nejzavaznéjsi forma onemocnéni)
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Data v grafu jsou vyjadrena jako median a mezikvartilové rozpéti (25. a 75. percentil).
Prerusované cary zndzornuji hodnoty referencniho intervalu 1500 - 3200 mg/L publikované ve
studii Palmieriho et al. (Palmieri, et al., 2017). Rozdily mezi koncentracemi HA v jednotlivych
skupinach nebyly statisticky vyznamné. Skupina 1 (n=16), skupina 2 (n = 16), skupina 3 (n=18),
skupina 4 (n=18).
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Obrazek 35: Distribuce hodnot koncentraci kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutiné pacienti po artroskopii a po totalni endoprotéze
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Vysledky jsou vyjadreny jako krabicové grafy s medianem a mezikvartilovym rozpétim (25. -7.5
percentil) pacienti po artroskopii: Skupina po artroskopii (n = 51), skupina po TEP (n = 16)
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Obrazek 36: Vzajemna korelace koncentraci kyseliny hyaluronové a osmolality v
synovialni tekutiné pacienti s gonartrozou
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4. DISKUZE

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali hledanim vhodnych biomarkert pro
screening karcinomu prostaty. Do pilotni studie jsme zatadili Chromogranin A, SPINK,
Endoglin 2, Annexin, TIMP-1 a Thymidinkinazu 1, které se dle dostupnych literarnich
dat (Niedworok et al, 2017; Tomlins, 2008; Romero et al, 2011; Shyh Han, et al.,
2021; Gong et al., 2015) jevily jako vhodné doplitkové markery u karcinomu prostaty.
Na zaklad¢ analyzy ROC byla posouzena diagnostickd u¢innost biomarkerii s ohledem
na diagnostiku karcinomu prostaty a ukéazalo se, Ze ve sledovaném souboru pacientli
byla diagnosticka u¢innost vybranych parametrti nizkd (AUC = 0,51 pro Endoglin az
AUC = 0,62 pro TIMP-1) s vyjimkou Thymidinkindzy 1, kde byla stanovena hodnota
AUC = 0,80. Nizké hodnoty AUC u ostatnich parametrd mohou byt ddny ndhodnym
vybérem pacientll s rizné zavaznymi formami onemocnéni.

Na zékladé vysledki prvni studie byla dale ovérena diagnosticka ucinnost TK1
na rozsifeném souboru pacientll s karcinomem prostaty. Bylo prokézano, ze sérové
hladiny TK1 byly vyznamné zvySeny u pacientli ve srovnani se zdravymi jedinci. Tyto
vysledky potvrdily vysledky ziskané jinymi autory (Jagarlamudi, et. at., 2015; Li, et al.,
2018). Vysledky nasi studie ukéazaly velmi dobrou diagnostickou uc¢innost TK1 v séru
(AUC = 0,80, specificita 51,3 % a senzitivita 93,5 %) srovnatelnou s vysledky podobné
studie Jagarlamundiho et al. (AUC = 0,88, specifita = 0,96, senzitivita = 0,64). Mezi
obéma studiemi nebyl vyznamny rozdil v hodnotach AUC (P = 0,14). Nedavné
publikace zminuji sledovani katalytické aktivity TK1 s ohledem na proliferaci nadori
(Jagarlamudi, et al., 2018). Nicménég, diagnosticky vyznam stanoveni koncentraci TK1
se zda byt vyssi oproti katalytickym aktivitdim TK1. Je popisovano, ze koncentrace TK1
vykazuji konzistentnéj$i vysledky a jevi se vhodngj$i k vySetfeni solidnich nadort
(Jagarlamudi, et al, 2018). Zjistili jsme vyznamné rozdily mezi sérovymi
koncentracemi TK1 v kontrolni skupiné zdravych jedincii a pacientil s rizné zavaznymi
formami karcinomu hodnocenymi dle TNM klasifikace (P <0,0001 pro méné zavazné
formy a P = 0,0026 pro zavazné formy). Tyto vysledky koreluji se skutecnosti, ze
exprese TK1 je vétSinou spojena s proliferaci nadorti. Nedavné publikace také ukazuji
vzajemny vztah koncentraci TK1 se stupném onemocnéni podle Gleasonova skore (GS).
Zjistili jsme vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou zdravych jedincl a pacientl
hodnocenych dle klasifikace ISUP zalozené na hodnoceni GS (P <0,0001 a P = 0,003).
Obdobn¢ vysledky publikovali i Jagarlamundi a Li. (Jagarlamudi, et al., 2015; Li, et al.,
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2018). Na zaklad¢ téchto  vysledki lze tedy prokazat, ze koncentrace TK1 koreluji

s klinickou za&vaznosti onemocnéni, klasifikovanou pomoci klasifikace ISUP. Tyto
vysledky tedy potvrzuji moznost vyuziti TK1 jako doplitkového biomarkeru karcinomu
prostaty.

Na zéklad¢ piedchozich vysledka byla provedena multivariantni analyza u 65
pacientti zavislosti TK1, PSA, [-2]proPSA a PHI se zavaznosti onemocnéni dle
klasifikace ISUP a TNM. Nalezli jsme vyznamnou zavislost mezi TK1 (P = 0,061) a
PHI (P = 0,019) v zavislosti na hodnoceni dle klasifikace TNM, zatimco ve srovnani s
hodnocenim klinické zavaznosti dle ISUP nebyla zavislost TK1 a PHI vyznamna (P =
0,465 a P = 0,24). Naopak hodnoty PSA a [-2]proPSA byly vyznamné zavislé na
hodnoceni zévaznosti dle klasifikace ISUP (P =0,014; P = 0,037). Rozdily
v zavislostech biomarkerii mohou byt dany rozdilnymi kritérii hodnoceni zavaznosti
onemocnéni, které jsou specifické pro jednotlivé klasifikace. Kritéria hodnoceni jsou
popsana v kapitole 3.1.1.

Treti Cast studie se zabyvala stanovenim epitopu TK210. Soucasné literarni
udaje ukazuji, ze stanoveni epitopu TK210 by mélo byt specifi¢téjsi vzhledem k
stanoveni koncentrace TK1, nicméné nase vysledky tento pfedpoklad nepotvrdily, jak
ukazuji obrazky 28 a 29. Studie Jagarlamundiho et al. ukazuje pro TK210 hodnotu
AUC = 0,67 a ve spojeni s PHI dokonce 0,78, zatimco v nasi studii jsme stanovili pro
TK210 hodnotu AUC = 0,54, hodnoty PHI byly k dispozici u 36 pacientli, ale PHI
nebylo méfeno u kontrolni skupiny. Na zdklad€ predchozich vysledkl a literarnich
poznatkl byla provedena multivariantni analyza zavislosti TK210, TK1, PSA, proPSA
a PHI se zavaZnosti onemocnéni dle klasifikace ISUP a TNM. Dle klasifikace TNM
byla nalezena zavislost PHI (P = 0,007) na stadiu onemocnéni, zatimco u klasifikace
ISUP jsme prokézali zavislost u [-2]proPSA (P = 0,036). Rozdily v zavislostech
biomarkeri mohou byt dany rozdilnymi kritérii hodnoceni zavaznosti jednotlivych
klasifikaci. A také charakterem sledovaného souboru pacient.

Nasledujici studie byla zaméfena na stanoveni mindinu v séru pacientil s
karcinomem prostaty. Sérové hladiny mindinu byly vyznamné sniZzeny u pacientd s
rakovinou prostaty ve srovnani se zdravymi jedinci. Tyto vysledky se 1isi od vysledki
jinych podobnych studii prezentujicich zvySené hladiny mindinu u pacientl s
karcinomem prostaty (Lucarelli, e al., 2013; Qian, et al., 2012). Vysledky nasi studie
vSak koreluji se studii Wanga et al., ukazujici signifikantné sniZenou hladinu sérového

mindinu u pacientil s nadory tlustého stfeva, plic, Zaludku, jicnu a prsu (Wang, et al,

83



Dizertacni prace Vyuziti imunochemickych metod v diagnostice
nadorovych a degenerativnich onemocnéni

2018). Wang et al. zminuji dulezitou roli regula¢niho proteinu Egrl, ktery ptimo reguluje
expresi mindinu na transkripcni trovni tim, Ze se vaze na specifickou sekvenci promotoru
genu pro mindin. Obdobné vysledky publikovali také Jokerst et al., kteti prokazali snizené
hladiny mindinu u pacientd s karcinomem prostaty ve srovnani s pacienty s benigni
hyperplazii prostaty a s pacienty po prostatektomii (Jokerst, et al., 2015). Autofi také
prokazali podobnou diagnostickou ucinnost mindinu (AUC = 0,76, P <0,0001), ktera byla
srovnatelnd s vysledky ziskanymi v nasi studii (AUC = 0,71 s P = 0,0007). Dale jsme
potvrdili, Ze hladiny mindinu v séru nejsou zavislé na koncentracich PSA, ale souviseji s
vékem (P = 0,014). Sérové hladiny mindinu se u pacientil s karcinomem prostaty li§i v
zavislosti na klinickém stavu. Obdobn¢ jako v piipadé¢ TK1 jsme zjistili vyznamné rozdily
mezi sérovymi koncentracemi mindinu v kontrolni skupiné zdravych jedincti a pacientt s
ruzné€ zavaznymi formami karcinomu hodnocenymi dle TNM Kklasifikace (P = 0,012 a P =
0,020). Vysledky pilotni studie potvrzuji vyznamnou roli mindinu jako dopliikového
biomarkeru v diagnostice rakoviny prostaty.

V dalsi studii jsme se zabyvali sledovanim peroperacni dynamiky FGF23 u pacienti s
primarni hyperparatyeredzou, kteti podstoupili paratyreoidektomii. Signifikantni pokles
perioperacnich koncentraci PTH je dikazem uspéSné provedené paratyreoidektomie.
Potvrdili jsme sniZenou koncentraci PTH v plazmé 10 minut po paratyreoidektomii ve
srovnani s hodnotami ptfed paratyreoidektomii (4,17 vs. 13,10 pmol/L, P <0,0001)
(tabulka 6). Hyperkalcémie je dulezitym diagnostickym indikatorem primarni
hyperparatyre6zy. Na zakladé¢ udaji ze zdravotnické dokumentace byly potvrzeny
zvySené hladiny vapniku v séru pted paratyreoidektomii (medidn = 2,71 mmol/L s
vyznamnym sniZzenim referen¢niho rozmezi nasledujici den po excizi adenomu (median
=2,22 mmol/L, P <0,0001) (tabulka 6). Pacienti s hyperpartyreoidektomii maji vyznamné
poruchy kalciofosfatového metabolismu. Jednim z regulatorti kalciofosfatového
metabolismu je FGF23, a proto jsme se v nasi praci zaméfili na posouzeni peroperacni
dynamiky FGF23 u pacientli s hyperparatyere6zou s ohledem na mozné zmény
kalciofosfaového metabolismu. Pocatecni a intraoperani hodnoty cFGF23 a iFGF23
byly na horni tirovni nebo nad horni trovni referen¢nich intervaldl, jak ukazuje obrazek
32 a 33. Podobné vysledky byly recentné publikovany (cFGF23, iFGF23 byly
vyznamné zvySené u pacientd s pHPT pied paratyreoidektomii). (Nilsson, et al. 2016;
Witteveen, et al. 2012). Yamashita et al. prokédzali vyznamné zvySené hladiny iFGF23 v
séru u pacientti s pHPT ve srovnani se zdravymi kontrolami, ale rozdily mezi hladinami

1IFGF23 u pacienti s pHPT s normdlni funkci ledvin (clearance kreatininu
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>70 ml/min/1,73 m? vypoctena ze sérového kreatininu a hladiny kreatininu v moci za 24

hodin) a zdravé kontrolni skupiny nebyly vyznamné (Yamashita, et al. 2014). Negativni
korelace FGF23 s glomerularni filtraci je typicka u pacientll s chronickym onemocnénim
ledvin (Takahashi, et al. 2014; Komaba, et al. 2009; Kobayashi, et al. 2006). Ackoli zadny

z naSich pacienti zafazenych do studie nemél znamky ledvinového selhani
charakterizovaného snizenymi hodnotami glomerularni filtrace (I mmol/s/1,73 mz), zjistili

jsme vyznamnou negativni korelaci predoperacnich cFGF23 a iFGF23 s glomerularni
filtraci odhadovanou z koncentrace cystatinu C (eGFR cystatin C). (¢cFGF23: Spearman r =
-0,499, P = 0,0014, iFGF23: Spearman r = -0,491, P = 0,0017). Korelace FGF23 s
kreatininem eGFR odhadovana ze vzorce CKD-EPI nebyla v na$i studii vyznamna.
Podobné Witteveen et al. nenalezli vyznamny vztah mezi koncentracemi iFGF23 a
glomerularni filtraci (odhadovany podle vzorce MDRD) u pacientii s pHPT (Witteveen, et
al. 2012). Koncentrace cFGF23 v plazm¢ vyznamné poklesly jeden den po operaci ve
srovnani s hodnotami pied operaci (obrazek 32). Plazmatické koncentrace iFGF23 vykazaly
vyznamnéjsi pokles, koncentrace iIFGF23 métené 1 den po partyreoidektomii byly dokonce
nizsi nez deklarovany detekéni limit soupravy (1,5 pg/mL). Strmé&jsi pokles pooperacnich
koncentraci iFGF23 je zpiisoben jeho kratSim biologickym polocasem (intaktni FGF23 ma
kratsi biologicky polo¢as minut, zatimco cFGF23 ma polocas 22-94 minut) (Rifai, et al.
2018; Smith, et al. 2014) a koreloval s publikovanou hodnotou referencni zmény (RCV)
(RCV pro iFGF23 = 50% a RCV = 25% pro cFGF23) (Smith, et al. 2014). Kratsi
biologicky polocas iIFGF23 mize naznacovat dilezity diagnosticky potencial pro sledovani
perioperacnich a pooperacnich zmén ve fosfatovém metabolismu. Nizka stabilita (rychla
proteolyza nastavajici za méné nez 4 minuty s vyraznou degradaci v rozmezi 24—60 % za 4
hodiny) s vyznamnou denni variaci (25% pokles béhem dne s maximy rano) se uvadi jako
limitujici faktor pro pouziti intaktniho FGF23 jako dal§iho markeru fosfatové homeostazy
(Smith, ef al. 2014; Smith, et al. 2012). PTH a iIFGF23 maji podobny polocas (polo¢as PTH
je 3-4 minuty) (Rifai, et al. 2018), nicméné hladiny PTH rychle poklesly v disledku
mechanického odstranéni adenomu. FGF23 se snizoval s ¢asovym zpoZdénim v reakci na
snizeny PTH. Rizné biologické polocasy iFGF23 a cFGF23 také pfispivaji k poklesu
casového zpozdéni FGF23. Dokézali jsme, Ze hladiny FGF23 nebyly ovlivnény vékem a
pohlavim. Data na obrazku 32 a 33 ukazuji, ze ke snizeni hodnot FGF23 nedochdzi béhem
operace na rozdil od hodnot PTH, které se snizuji okamzit¢ (10 minut) po
paratyreoidektomii. Podobné vysledky publikovali i Kobayashi et al., kteti zjistili vyznamné

snizené
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koncentrace cFGF23 u pacienti s pHPT prvni den po paratyreoidektomii (Kobayashi,

et al, 2006). Naproti tomu Yamashita et al nepozorovali rozdily v
postparatyreoidektomickych hladindch iFGF23 v séru, zatimco hladiny vépniku byly
normalizovany. M¢fili vSak FGF23 Sesty pooperacni den a piedoperacné pozorovali
pozitivni korelaci iFGF23 s hladinami PTH a kalcia v séru a negativni korelaci iFGF23
s hladinami fosfatu v séru a 1,25(OH)2D (Yamashita, et al.,2014). Bilha et al. sledovali
pacienty s hypovitaminézou vitaminu D a s pHPT a potvrdili, Ze piedoperacni
koncentrace cFGF23 v séru byly v normélnim rozmezi a také ze jeden den po operaci
zlstaly nezménény (Bilha, ef al. 2020). N¢kteti pacienti v této kohorté byli prospektivné
sledovéni az 12 mésict po operaci, a to navzdory normalizaci PTH a Ca a suplementaci
vitaminu D a konstantnim hladinam cFGF23. Autofi také dospéli k zavéru,

ze vyhodnoceni a dynamika FGF23 nejsou informativni ohledné¢ zavaznosti pHPT.
Witteveen et al. uvadéli vyznamny vztah mezi hladinami PTH a FGF23 u pacientti s pHPT
a jejich vysledky naznacuji, Ze zvyseni hladin FGF23 u pacientd s pHPT by mohl byt
adaptacni mechanismus k vyrovnani zvySeni hladin 1,25(OH) 2D, ktery je vyvolan
zvySenym PTH (Witteveen, et al. 2012). Hassani et al. Popisuji zvySenou koncentraci
(1,25(OH)2D u pacientd s pHPT. Prokazali také pozitivni korelaci FGF23 s 1,25(OH) 2D
pted operaci a po operaci (24 hodin a 1 tyden po operaci), neprokazali vSak vyznamné
korelace mezi FGF23, vapnikem, fosfatem a PTH. Zjistili jsme, Ze hladiny fosfati v plazmé
se zvy$ily a hladiny vapniku v séru se snizily 1 den po operaci (viz tabulka 6). ZvySeni
plazmatického fosfatu korelovalo se snizenim FGF23 (cFGF23: Spearman r = -0,253, P =
0,0065, iIFGF23: Spearman r = -0,245, P = 0,0085) a pooperacni pokles celkového vapniku
koreloval se snizenim hodnot FGF23 (cFGF23: Spearman r = 0,5982, P = 0,0008, iFGF23:
Spearman r = 0,41, P = 0,02). Tato zjisténi naznacuji dilezitou roli FGF23 pfi udrzovani
minerdlni homeostazy. Stejné korelace potvrzuji 1 dalSi autofi (Yamashita, et al. 2014).
(Nilsson, et al., 2016). Naopak Bilha ef al. (Bilha, ef al. 2020) a Hassani ef al. (Hassani, et
al., 2020) tyto korelace nepotvrdili. Rada studii popisuje vyznamnou roli FGF23 v kostnim
metabolismu (Witteveen , et al. 2012; Komaba, et al., 2009; Rodriguez, et al., 2012;
Grabner, et al., 2017). Hodnotili jsme vztah cFGF23 a iFGF23 s PINP jako dilezitym
biomarkerem tvorby kosti a nenasli jsme vyznamnou korelaci. Pfedopera¢ni hodnoty PINP
nalezené v nasi studii byly v horni oblasti referen¢niho rozmezi, coz odpovida zvySenému
kostnimu obratu u pacientd s pHPT. Vyhodou piedkladané studie je stanoveni iFGF23 a
cFGF23. Vsechny citované studie skutecné urcuji bud’ FGF23, nebo cFGF23. Ackoli se
pokles iIFGF23 jeden den
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po paratyroidektomii jevi jako klinicky vyznamné&j$i nez pokles cFGF23, vySe uvedené
nizké stability a denni variace se zdaji byt omezujicimi faktory pro pouziti iFGF23 pii
udrzovani fosfatové homeostazy.

Posledni studie se zabyvala vyuzitim kyseliny hyaluronové pii sledovani pacienti s
gonartrozou kolene. Recentni studie ukazuji zésadni vyznam kyseliny hyaluronové v
posouzeni zavaznosti postizeni. Koncentrace kyseliny hyaluronové koreluji s mirou
postizeni (Buhren, ef al.,2016; Gupta, et al., 2019; Temple-Wong, et al., 2016).

Je prokazana také vyznamna negativni zavislost kyseliny hyaluronové na véku (Temple-
Wong, et al., 2016). Nase vysledky jsou od téchto vysledkii odlisné, nebot’ jsme neprokazali
zavislost na véku ani vyznamnou korelaci s radiologickym stupném prokazané gonartrozy.
Tuto odlisnost Ize vysvétlit jednak znacnou vékovou heterogenitou sledovaného souboru
(ve velké vétsing€ se jednalo o pacienty starsi 50 let — 63 z celkovych 68 pacientil). Druhym
vysvétlenim tykajicim se nevyznamného rozdilu v synovialnich koncentracich kyseliny
hyaluronové miize byt skutecnost, ze diagnosticky kit pouzity pro stanoveni kyseliny
hyaluronové neposkytuje piesnou informaci o velikosti a molekulové hmotnosti
stanovovaného fragmentu. VySe uvedené studie popisuji vyznamné korelace rtizné velikych
fragmentll kyseliny hyaluronové (molekulovd hmotnost 0,8-20 kDa) s klinicky
prokazanymi formami onemocnéni (Blewis, et al., 2007; Buhren, et al., 2016; Temple-
Wong, et al., 2016). Vysokomolekularni formy maji protektivni ucinky, zatimco
nizkomolekularni formy vykazuji vyznamnou prozanétlivou, angiogenni a imunostimulacni
aktivitu. I pfes znacné rozpéti hodnot (14-5000 mg/L) se synovialni koncentrace kyseliny
hyaluronové v nasi studii vyznamné neodliSovaly od hodnot publikované¢ho referencniho
rozmezi 1500-3200 mg/L (Palmieri, et al., 2017). Pacienti, ktefi podstoupili artroskopii,
maji vyznamné vyssi koncentrace synovialni HA oproti pacientim s implantaci kolenni
endoprotézy (2581 vs 1763 mg/L, p = 0,01), nicméné korelace hodnot HA v obou skupinach
s RTG naélezy neni vyznamna. Vyssi koncentrace synovialni HA u pacientl po artroskopii
oproti pacientiim s implantaci totalni endoprotézy lze vysvétlit tim, ze pacienti, kterym byla
provedena artroskopie, byli vyznamné mlad$i nez pacienti, ktefi podstoupili totalni
endoprotézu (primémy vék 62 let oproti 69 let, p = 0,03, Manniv Whitneyliv U test).
Pacienti s TEP ve vétsi mife vykazovali omezeni hybnosti a trvalé klidové a nocni bolesti
klasifikované dle kritérii VAS (Williamson, Hoggart, 2005). Pacienti podstupujici
artroskopii vykazovali ptedopera¢né nizsi skore bolesti — rozmezi VAS 2-5/10, oproti
pacientim k TEP, kteti vykazovali zvySené skoére v rozmezi VAS 4-7/10. Zéavaznost

onemocnéni lze ¢asto
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posoudit podle fyzikdln¢ chemickych kritérii (viskozita a viskoelasticita). Kyselina
hyaluronova je vyznamnym ukazatelem viskozity a viskoelasticity. Nizké koncentrace
kyseliny hyaluronové jsou spojeny s nizkou viskoelasticitou a viskozitou, a tedy se
zavaznosti onemocnéni (Blewis, et al., 2007; Buhren, et al., 2016; Temple-Wong, et al.,
2016). Recentni studie ukazuji, ze alterace osmotickych podminek, konkrétné
hypoosmoticky stres v synovidlni tekutiné 1 chondrocytech, vyznamné sniZuje
viskoelastické vlastnosti prostiedi (Guilak, et al., 2002; Gupta, et al., 2019; Tamer, 2013).
Tamer et al. (Tamer, 2013) popisuji exponencialni vztah mezi koncentraci hyaluronanu a
osmotickym tlakem a zminuji také fakt, Ze vyznamné zmény v koncentracich HA vedou ke
zménam osmotického tlaku. Osmoticky tlak v bunikach 1ze charakterizovat prostfednictvim
vySetfeni osmolality. V nasi studii jsme prokazali vyznamnou pozitivni korelaci koncentraci
HA a osmolality v synovialni tekutiné (Speramantuv r = 0,29, P = 0,02, zek 36). Tato
korelace ukazuje moznost vyuziti kyseliny hyaluronové jako ukazatele viskozity a

viskoelasticity k posouzeni klinického stavu pacientt s artrézou.
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5. ZAVERY

Koncentrace thymidinkinazy 1 v séru jsou zvySené u pacienti s
karcinomem prostaty. TK1 se jevi jako slibny dopliikovy diagnosticky

marker pri diagnostice rakoviny prostaty.

Koncentrace mindinu jsou sniZené u pacienti s karcinomem prostaty.
Mindin se jevi jako vhodny diagnosticky marker uziteény pii diagnostice

rakoviny prostaty.

Koncentrace @ FGF23  vyznamné poklesly wu  pacienti po
paratyreoidektomii. Pokles koreloval s naristem hladiny anorganickych
fosfati. FGF23 slouzi jako vhodny ukazatel Kkalciofosfatového

metabolismu u pacientii s primarni hyperparatyreézou.

Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacientii s gonartrozou, podstupujici
artroskopicky vykon, jsou zvySené oproti skupiné pacientii podstupujici

operaci totalni endoprotézy kolene.

Koncentrace kyseliny hyaluronové v synovidlni tekutiné nekoreluji
se zavaznosti onemocnéni posuzovanou dle radiologickych Kkritérii

(RTG Klasifikace dle Kellgrena a Lawrence).

Koncentrace hyaluronové kyseliny v synovialni  tekutiné koreluji
se zvySenym Osmotickym tlakem, a mohou tedy byt dopliikovym

ukazatelem zavazZnosti artrozy.
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6. SOUHRN

Imunochemické metody jsou dilezitym pomocnikem klinickych 1ékaiti i odbornika v
biomedicinském vyzkumu. Piednosti imunochemickych metod je jejich vysoka citlivost a
piesnost. Cilem prace bylo vyuzit imunochemickych metod ke stanoveni biomarkera
nadorovych a degenerativnich onemocnéni. V praci jsme se zaméfili na vybrané kandidatni
biomarkery karcinomu prostaty (Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A, Endoglin,
Mindin, Thymidinkinaza-1) a jejich mozny piinos a vyuZziti pro diagnostiku karcinomu
prostaty, sledovali jsme perioperaéni dynamiku FGF23 u pacienti s primarni
hyperparatyredzou a dale bylo nasim cilem posoudit moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové
v diagnostice degenerativnich onemocnéni kloubti (gonartr6za kolene).

Zjistili jsme, Ze koncentrace thymidinkindzyl v séru jsou zvySené u pacientll s
karcinomem prostaty. TK1 se jevi jako slibny dopliikovy diagnosticky marker pti diagnostice
rakoviny prostaty. Ddle jsme nalezli korelaci mindinuu pacienti s karcinomem prostaty, u
téchto pacientl byly prokézany také snizené koncentrace Thymidinkinazy 1.

Koncentrace FGF23 vyznamné poklesly u pacientli po paratyreoidektomii. Pokles
koreloval s narGstem hladiny anorganickych fosfatd. FGF23 slouzi jako vhodny ukazatel
kalciofosfatového metabolismu u pacientd s primarni hyperparatyreézou a Ize ho vyuZit jako
dalsi marker pro sledovani stavu pacientli po operaci.

Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacienti s gonartrézou, podstupujici
artroskopicky vykon, jsou zvySené oproti skupin€ pacientll podstupujici operaci totdlni
endoprotézy kolene. Déle jsme zjistili, Ze koncentrace kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutin€ nekoreluji se zdvaznosti onemocnéni posuzovanou dle radiologickych kritérii (RTG
klasifikace dle Kellgrena a Lawrence), alekoncentrace hyaluronové kyseliny v synovialni
tekutin€ koreluji se zvySenym osmotickym tlakem, a mohou tedy byt dopliitkovym ukazatelem

z&vaznosti artrozy.



7. SUMMARY

Immunochemical methods are an important aid for clinicians and experts in
biomedical research. The advantage of immunochemical methods is their high sensitivity and
accuracy. The aim of the work was to use immunochemical methods to determine biomarkers
of cancer and degenerative diseases. We focused on selected candidate biomarkers of prostate
cancer (Annexin, SPINK-1, TIMP, Chromogranin A, Endoglin, Mindin, Thymidine Kinase-1)
and their possible contribution and use for the diagnosis of prostate cancer, we monitored the
perioperative dynamics of FGF23 in patients with primary hyperparathyroidism and our goal
was to assess the possibilities of using hyaluronic acid in the diagnosis of degenerative joint
diseases (gonarthrosisoftheknee).

We found that serum thymidinekinase 1 levels are elevated in patients with prostate
cancer. TK1 appears to be a promising complementary diagnostic marker in the diagnosis of
prostate cancer. We also found a correlation of mindin in patients with prostate cancer and the
concentrations of thymidinekinase 1 was reduced also in these patients.

FGF23 levels decreased significantly in patients after parathyroidectomy. The
decrease correlated with an increase in the level of inorganic phosphates. FGF23 serves as a
suitable indicator of calcium-phosphate metabolism in patients with primary
hyperparathyroidism and it can be used as another marker to monitor the condition of patients
after surgery.

Hyaluronic acid concentrations in patients with gonarthrosis undergoing arthroscopic
surgery are increased compared to the group of patients undergoing total knee arthroplasty.
We also found that hyaluronic acid concentrations in synovial fluid do not correlate with
disease severity as assessed by radiological criteria (x-rayclassification of Kellgrena and
Lawrence), but hyaluronic acid concentrations in synovial fluid correlate with increase

dosmotic pressure and may therefore be an additional indicator of osteoarthritis severity.
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