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Abstrakt:
Diplomova prace se zabyva stanovenim alfa-1-fetoproteinu (AFP). Otestovala jsem

imunoturbidimetrickou metodu za pouziti polyspecifického antiséra proti AFP.
Metoda je optimalizovana pro stanoveni koncentrace AFP v plodové vodé. Je
odzkouSena na vybranych vzorcich plodové vody a vysledky ziskané
imunoturbidimetricky jsou srovnany s vysledky dosaZzenymi jednoduchou radidlni
imunodifizi. Pro srovnani uvadim i pfehled dalSich imunochemickych metod
pouzivanych pro stanoveni AFP v plodové vodé.

Pti analyze koncentraci AFP v plodové vodé za i¢elem odhaleni patologie
v t€hotenstvi je tfeba separovat data s nestandardné vysokymi koncentracemi AFP.
Pro snadné vyhodnoceni takového souboru jsem vyvinula program schopny nalézt
zaznamy s patologickymi hodnotami koncentraci AFP na zéklad¢ vypoc¢tu normalni

koncentrace AFP a odchylek jednotlivych zdznam od této hladiny.

Abstract:

Determination of alfa-1-fetoprotein (AFP) level is addressed. The
immunoturbidimetric method using a polyspecific antiserum was tested to determine
the level of AFP in amniotic fluid. Results are compared to those obtained by simple
radial immunodiffusion. In addition, a review of immunochemical methods for
determination of AFP is given.

The level of AFP is utilized as a biomarker indicating perinatal defects. To
reveal pathological cases in a perinatal screening database, entries with abnormally
high levels of AFP need to be found. For this purpose, a computer program was
developed to point out potentially pathological cases based on calculation of the

normal AFP level and deviations from this level.
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Uvod

Alfa-fetoprotein (AFP) je  fetdlni protein podobny albuminu. V casné {fazi
embryogeneze je secernovan ve zloutkovém vaku a nahrazuje albumin do doby, nez
zacnou fungovat primitivni jatra. AFP zajiStuje v prenatalnim vyvoji transport
ligandli, pfedevSim bilirubinu, mastnych kyselin, retinoidi a steroidi. Vedle
fyziologickych funkci se AFP uplatiluje v ontogenetickém i onkogenetickém ristu.
V kontextu stémito skutecnostmi zapada vySetfeni AFP do screeningu defektt
neuralni trubice, aneuplodii a postoperacniho tumorového monitoringu. Hladina AFP
v plodové vodé je jednim =z hlavnich markeri diky vyznamné korelaci mezi
abnormalni hodnotou koncentrace AFP a vyskytem patologickych jevi jako defekty
neurdlni trubice nebo poruchy celistvosti bfiSni stény. Piesné urceni koncentrace
AFP ma tak velky vyznam pro odhaleni prenatalnich defektt v klinické praxi.

Nejptesnéjsi metody stanoveni hladiny AFP jsou zaloZzeny na imunochemické
reakci AFP se specifickou protilatkou, kterd vede ke zméné fyzikdlnich vlastnosti
vzorku. Jednotlivé metody se pak lisi fyzikalni veli¢inou, kterou méfi (optické
vlastnosti a difuzni vzdalenost), nebo zpiisobem jeji detekce. V praxi se nejcastéji
uziva opticka metoda ELISA, ale i radidlni imunodifize zalozena na méteni diftize
AFP v gelu obsahujici antisérum. V této praci jsme vyzkouSeli pouziti
imunoturbidimetrie, kde se méfi stupenn zdkalu vzorku zplsobeny pfitomnosti
nerozpustného imunokomplexu, ktery se vytvoii reakci AFP s protilatkou. Piestoze
imunoturbidimetrie patii k béZnym metodam vyuZivanym v sérologii, jeji aplikace na
stanoveni hladiny AFP v plodové vodé¢ dosud byla opomijena.

Test hladiny AFP jakoZzto markeru pii prenatdlnim screeningu spociva
v porovnani stanovené hladiny AFP vdaném vzorku plodové vody s normalni
hladinou. Vzorky s abnormélni odchylkou od normélni hladiny jsou postoupeny dalsi
I¢katské analyze. Normdlni hladina vSak neni Uplné pfesné¢ definovany pojem,
protoZe i u zdravych jedinc mize mit hladina AFP zna¢ny rozptyl a jeji hodnota se
navic vyznamné¢ méni v prib¢hu gestace. Laboratofe analyzujici koncentrace AFP
berou za normdlni hladinu pro dany gestacni tyden stfedni hodnotu z rozsahlého
souboru vzorki a testuji jednotlivé vzorky, zda se vyznamné neodliSuji od spoctené
normalni hladiny (obvykle hodnoty mensi nez 0,4- nebo vétsi nez 2,5-nasobku

normalni hladiny). Soucasti této prace byla pocitatova analyza takovéhoto souboru



vzorkll. Byl vyvinut program, ktery spocte normalni hladinu v daném tydnu
t€hotenstvi pomoci vSech pfitomnych hladin AFP zmétenych v této fazi gestace, a
vyhodnoti, zda se jedna o potencidlné patologické té¢hotenstvi. V nasem piipadé jsme
normalni hladinu spocetli jako median hladin AFP v pfisluSném tydnu té€hotenstvi,
nebot’ median je méné citlivy na pfitomnost abnormalnich dat nez sttednich hodnota,
a tudiz je vhodny i pro stfedné rozsahlé statistické soubory.

Prace je ¢lenéna do kapitol nasledovné. V prvni kapitole je popsana molekula
AFP, jeho fyziologicka role a souvislost s prenatalnimi patologiemi a nadorovym
onemocnénim. V druhé kapitole je uveden piehled imunochemickych metod pro
stanoveni hladiny AFP a je pfedstavena imunoturbidimetrie. Tteti kapitola se zabyva
aplikaci imunoturbidimetrie pro stanoveni hladiny AFP. Vysledky metody jsou
porovnany s métenim pomoci radidlni imunodifuze. Ve ¢tvrté kapitole je pfedstaven
pocitacovy program vyvinuty pro automatické vyhledavani potencialné

patologickych ptipadli v databazich obsahujicich udaje o gestaci a hladin¢ AFP.

vvvvvv



1. kapitola

Vyznam AFP

Vyznam AFP mizeme rozdélit do dvou hlavnich roli. V prvni fadé€ je to fyziologicka
role, kterd se uplatituje Ipti latkovém transportu béhem fetalniho vyvoje. Druha role
je cenna z hlediska klinické praxe. AFP je totiz pouZzivéan jako marker, neboli
indikéator moznych patologii pfi prenatadlnim screeningu a screeningu nadorovych

onemocnéni.

1.1. Fyziologicka role

'AFP je fetalni protein syntetizovany genem z tzv. nadrodiny albuminoidniho
genu, ktery predava typické znaky spolecné vSem ctyfem ¢lentim této rodiny. Patii k
nim AFP, vitamin D-vazajici protein, albumin a alfa-albumin. Sdileji podobnou
strukturu, kterd je charakterizovana cysteinovymi zbytky a jejich mistky svazujicimi
fetézec aminokyselin do smycek a do findlni podoby se tfemi doménami a
homolognimi useky aminokyselin. VSechny ¢tyii albuminoidni geny jsou spole¢né
umistény na 4. chromozomu uvniti 4q11 - q22 regionu a piepis genetické informace
se uskutecniuje z 15 exonl. Pouze Ge-protein (vitamin D-vézajici protein) je kodovan
13 exony, proto ma kratsi 3. doménu a niz8§i molekulovou hmotnost.

Hlavni funkci ¢lent rodiny albuminoidniho genu je vazba a transport ligandi.
Podileji se ale navic na tad¢ dalSich procest, jako napf. chemotaxe, odklizeni
volnych kyslikovych radikald, adherence leukocytl a vazani tézkych kovili, mastnych
kyseliny a aktinu.

AFP modeluje mnoho procesli a zastdvd vyznamné biologické funkce ve
vyvijejicim se plodu. AFP pifenasi do bunc¢k endocytéozou kupt. vysSi mastné

kyseliny, které potiebuji vyvijejici a rostouci embryondlni bunky [35]. Za

' Nasledujici udaje o fyziologické roli AFP a jejich souvislosti se strukturou AFP jsou

vytahem z review od G. J. Mizijewski [7].
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intrauterinniho Zivota jsou kladeny néaroky na rychlost riistu novych bunék, mastné
kyseliny jsou tak inkorporovany do fosfolipidové vrstvy pro stavbu cytoplazmatické
membrany. Nenasycené mastné kyseliny importované AFP builkdm nervového
systému umoziuji proces myelinizace [50]. AFP také pfendsi bilirubin, retinoidy a
steroidy, t€zké kovy, barviva, flavonoidy, fytoestrogeny, dioxin a dalsi latky.

AFP chrani zarodek pred Gcinky estrogenu z matcina téla v dobé, kdy jeste
neni vytvofena placentarni bariéra [35]. Molekuly estrogenu jsou vychytavany AFP,
ktery pfitom zméni konformaci a stadva se inaktivni pro navazani na bunécéné
receptory.

Utinek na cilové buiiky se realizuje prostiednictvim vazby na AFP receptor a
endocytozou. AFP receptor se pfirozené vyskytuje na embryondlnich bunkach a
vmenSi mife na monocytech, T-lymfocytech, reproduktivnich buiikdch a na
nékterych tumorovych bunkach.

Jako regulator rGstu spousti kaskadu bunécnych dé&i cestou cAMP-
-proteinkindza A a ovliviiuje proliferaci a diferenciaci bun¢k. Udrzuje kontrolovany
rust plodu po celou dobu teéhotenstvi. V piipadé stresovych situaci (ischémie plodu,
anoxie plodu, glukézovy Sok, vysoké koncentrace steroidli apod.) je rust fetdlnich
tkani pozastaven, dokud neni znovu obnovena homeostdza. Za pretrvavajicich
stresovych podminek plod stagnuje ve vyvoji a vtakovych ptipadech dochazi
pfingjmensim k IUGR (intrauterinni riistové retardaci) ¢i snizeni porodni hmotnosti.

AFP se G¢astni imunoregulace . Imunosuprese vyvolana AFP je vysvétlovana
tim, Ze molekula fetoproteinu obsahuje identické aminokyselinové sekvence s MHC

(Major histocompatibility complex ).

> MHC slouzi jako ,,podstavec”, na ktery se vazou nahodné vybrané peptidy pochazejici
zevnitt buniky a vystavuji je ke kontrole buiikdm imunitniho systému. Prostfednictvim MHC je
imunitni systém schopen rozeznavat télu vlastni proteiny od materialu ciziho ptivodu. Receptor T-
lymfocytu (TCR) identifikuje antigenni determinantu (epitop), kterd je pfichycena a exponovana na

MHC molekule.
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Figure-t, The MHC-HLA (lass- Heterodimer Cluster [Bobtomn) interfaced with a
T-cedl Receptor [Top) bownd to an AFP 8-mer Peptide Epitope Antigen {iddie}

TCR-MHC Class-1 Heterotetramer Complex
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Obrazek 1 : rozhrani MHC — TCR s uprostfed navazanym AFP. Obrazek pievzat z
[51]

AFP obsadi receptory T-lymfocytl (TCR), ¢imz blokuje rozpoznani ciziho
materialu - viz obr.1. Uginek imunosuprese je zapotiebi zacilit pfedev§im na piechod
placenta — déloha. Plod (1/2 chromozomu od otce) piedstavuje cizi objekt uvnitt
matcina téla a naopak imunoglobuliny pochazejici od matky je nutné ochranit pred
degradaci imunokompetentnimi bunikami fétu.

Molekula AFP ma dvé volné SH-skupiny, které tfadi tento protein mezi
antioxidanty. Eliminuji Skodlivy u¢inek nadbytku reaktivnich forem kysliku a
dusiku. Chrani tak vyvoj embrya v nejrannéjSich stadiich vi¢i Skodlivindm

ptichazejicich z cirkulace matky [35].

Struktura

AFP je glykoprotein o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 67—72 kDa, obsahujici 4%
sacharidi. Kostru molekuly AFP tvoii jednoduchy polypeptidovy fetézec (590
aminokyselin), vnémz se nachdzi 32 cysteinovych zbytkli. Cysteinové zbytky se

vzéjemné propojuji disulfidovymi mistky a skladaji polypeptidovy fetézec AFP do
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smycek az do vysledné podoby pismene ,,V* ¢i ,,U* — viz obrazek 2. Cely fetézec se
obvykle déli na tfi domény, mezi kterymi se vytvafi polypeptid, tzv. hinge segment,
dovolujici doménam flexibilni pohyb a umoziujici vazbu nebo uvolnéni moznych
ligandt.

Prvni doména zacina NH, koncem a podle ni se dé urcit, zda se jedna o napf.
krysi AFP nebo lidskou formu. Z hlediska imunoanalyzy je pravé prvni doména
podstatnd, nebot’ obsahuje epitopy, na které se vaze protilatka. Proto zkracené formy
AFP [kratsi nez 67 — 72 kD (2,2 kb)], kterym chybi prvni doména, nemohou byt
zachyceny pfi imunochemickém stanoveni. Prvni a druhd doména dale disponuji
vazebnymi misty pro mastné kyseliny a bilirubin.

Druhd doména se vyznacuje charakteristickou posloupnosti aminokyselin,
ktera umoziuje pfichyceni k buiitkdm nebo do extracelularni matrix. To ma vyznam
pro diferenciaci, proliferaci, migraci a regeneraci bunék. V rozsahu druhé domény se
také vyskytuje asparagin vazici postranni sacharidovy fetézec, ktery dodava proteinu
vétsi stabilitu a odolnost v krevnim ob&hu (ovliviiuje polocas rozpadu). Jak zminime
jesté dale, struktura sacharidového fetézce poméha urcit ptivod produkce a typ AFP.
To je vyznamny piedpoklad pro rozliSeni napt. fetdlnitho a tumorového AFP,
pfestoze jsou oba prekladany ze stejnych 2,2-kb transkriptl a oba vykazuji stejné
imunologické reakce.

Treti doména vlastni vétSinu hydrofobnich vazebnych mist a predklada
dimerizacni motiv. Napf. forma AFP piekladand z 1,35 transkriptu je znacné
redukovand, zlstava ji jen cela teti doména a 2/3 z druhé domény. Tato zkracena
verze fetoproteinu mé podobné kratkou strukturu jako steroidni receptor, a proto

mohou spolu dimerizovat.

Ligdsky o —fetoprotein

Postranni sacharidovy t!‘
retézec =
~

Domain 2 Domain 1

Obrazek 2: Struktura AFP. Pievzato z [6].
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Varianty molekuly AFP — mikroheterogenita

Riiznorodost molekuly AFP je zndma uz od r. 1970 a je vdzana na urcité podminky a
se strukturou postranniho sacharidového fetézce a pH-isoformy liSici se konformaci.
Nutno poznamenat, Ze se jedna o varianty odliSné z fyzikalné-chemického hlediska,
majici podobné sloZzeni aminokyselin v peptidovém fétézci.

Sacharidové isoformy jsou dulezitymi identifikatory tkané, zjaké dana
molekula AFP pochézi. Sacharidovy fetézec totiz neni geneticky kédovan, ale je
zavisly na glykosyla¢nich enzymech ptfitomnych v endoplasmatickém retikulu nebo
Golgiho komplexu dané buiiky. Protoze jednotlivé tkané se vyznacuji specifickou
vybavou glykosylac¢nich enzymi, 1ze rozliSit napt. AFP pochazejici ze Zloutkového
vacku a AFP z jaternich bunék. Ke zjisténi struktury sacharidového fetézce se sleduje
schopnost lektinti se specificky vazat na dany cukr. Tato tzv. lektin-separa¢ni metoda
dokéze odhalit fetalni defekty a urcit rizné typy nadort. Napfiiklad poskozeni
neurdlni trubice lze odvodit zpoméru Con-A-vazajici a Con-A-nevazajici
glykoformy AFP v plodové vod¢, kde pro poruchu svédéi ubytek Con-A-nevézajici
formy.

pH isoformy se liSi konformaci peptidového fetézce. Odlisné prostorové
usporadani molekuly ovlivituje predevSim lokalni hustotu néboje a polarizaci a tim
schopnost izomeru vézat dalsi molekuly. Jednotlivé pH izomery se stanovuji na
zéklad¢ odlisnych izoelektrickych bodu (4,8 a 5,2 isoforma).

’Kromé uvedenych dvou typt isoforem existuji jesté genetické varianty, které
jsou kodované transkripty mRNA o rozdilné délce kilobazi — 2.2, 1.7, 1.6 a 1.35. S
tim pfimo souvisi vyslednd velikost polypeptidového fetézce, kdy mensi formy AFP
jsou postupné zkracovany od amino-termindlniho konce (prvni doména). Z pokusii
na mysich se zjistilo, ze exprese konkrétni genetické varianty zavisi na véku a je
specifickd pro nadorové bujeni nebo pro regeneraci jater. Fetalni AFP mRNA se
prepisuje z 2,2-kb transkriptu, ktery produkuje molekulu o 68-72 kD. Transkripty 1,7
déavaji vzniknout AFP proteinu o velikosti 50 — 65 kD, ktery se vyskytuje v posledni

ctvrtin€ gestace. U novorozence pretrvava na dobu 4 az 8 tydnil po narozeni 1,5-kb

3 Nasledujici udaje o genetickych variantach AFP jsou vytahem z review od G. I. Mizijewski [7].
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mRNA, prezentovana 48-kD molekulou. V dospélosti 1ze zaznamenat pouze mizivé
stopy 2,2-kb a jen minimum 1,7-kb, 1,5 kb a 1,35-kb transkriptu. Kombinace
zvySené¢ho 2,2-kb a nepatrného mnozstvi 1,7-kb poukazuje na hepatom nebo
regeneraci jater.

AFP molekula miZe ménit konformaci ve vztahu ke zménadm prostredi. Do
krevniho ob¢hu se vylucuje nativni (rigidni) forma AFP, kdezto AFP uvniti bun¢k se
nachdzi v mirn¢ denaturovaném (nesbaleném) stavu v tzv. Molten Globule Form
(MGF). Cytoplazma buniky je Casto vystavena extrémnim vlivim uvnitf Zivého
organismu. Vysoké koncentrace proteini a nukleovych kyselin mohou sniZit
intracelularni pH aZ na hodnotu 4,5. K dalSim vykyviim intracelularniho prostfedi
vedou teplotni a osmoticky Sok, variabilni elektrostaticka pole a velky pocet
membranovych rozhrani (organely). VSechny tyto faktory ptsobi pfestavbu nativniho
AFP do MGF podoby, kdy ptivodné kryté hydrofobni segmenty uvnitt zahybi
molekuly AFP, jsou obnazené okolnimu prostfedi. Flexibilni forma MGF dodéava
proteinu vys§i piizpiisobivost viiéi zménam uvniti buiiky (vazbou na chaperony”.),
vaze hydrofobni ligandy (barviva), projevuje afintu k membrandm, podili se na
translokaci proteinti® a dovoluje transmembranovy prestup AFP. Napiiklad kolem
membrany se udrzuje nizsi pH, které navodi transformaci nativniho AFP do MGF.
Zvysi se tim pritazlivost mezi pozitivné nabitym proteinem a negativné nabitou
membranou. Protein zaclenény do lipidové dvojvrstvy se znovu poskladd do

nativniho stavu [7].

* chaperony interaguji s MGF a omezuji tak tvorbu toxickych forem, které vznikaji agregaci
neposkladanych MGF.

> translokace piedstavuje d&j, pii kterém jsou proteiny diky obsahu signalni sekvence
dorueny na spravnou adresu - organelu vybavenou specidlnim receptorem. VSechny
necytoplasmatické proteiny musi byt translokovany. Rozpoznani signalni sekvenceje zaloZeno na

rozloZeni naboje, polarité a sekundarni struktufe, ne na specifické sekvenci aminokyselin.[53]
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1.2. Vyznam AFP v klinické praxi

Vyvoj poznatkii o AFP

Uvahy o rozdilném sloZeni a mnozstvi plazmatickych bilkovin u féti a novorozetiat
oproti jedinctim v pozdéjsich etapach zivota postupné vedly az k objevu AFP. Priikaz
proteinu specifického pro peri- a ¢asny postnatalni vék se odviji od technologickych
moznosti dané doby.

B Prvni dikaz ptedlozil Pedersen [1] r. 1944. Z krve plodl a Cerstvé narozenych
telat ziskal ultracentrifugaci protein, ktery nazval fetuin.

® S dalSim nalezem se ohlasili Bergstrand a Czar [2] v r. 1956, ktefi papirovou
elektroforézou detekovali neznamou frakci (mezi albuminem a al-globulinem) a dali
ji jméno substance X. Touto metodou byla pfitomnost substance X prokazéna pouze
v krvi plodt, nikoli uz v krvi po narozeni.

m Po zavedeni Grabarovy imunoelektroforézy se dafilo dosdhnout detailnéjSiho
zaznamu jednotlivych bilkovinnych sloZzek. Roku 1963 Abelev [3] s pouzitim této
techniky zjistil, Ze embryospecificky al-globulin se vyskytuje jen u mySich embryi,
u zdravych dospé€lych jedincl neni pfitomen a znovu se objevuje u mysi
s hepatomem.

m Masopust a kol. [4] roku 1965 vedl vyzkum s pouzitim lidského materialu.
Imunoelektroforetickou analyzou séra pupecnikové krve v agarovém gelu se docililo
vykresleni precipitacni kiivky v oblasti a-globulinli, kterd se vSak v séru matky
nevyskytovala.

m Elektroforetickymi postupy byly nalezeny dalsi fetalni proteiny pohybujici se
v oblasti ap, B a y-globulinu. Ale prace Gitlina a Boesmana [5] (1967) oznacila a;-
fetoprotein za typického pfedstavitele fetdlnich proteinti s charakteristickym
pribéhem koncentrace pied a po narozeni. Odtud se zavedl pojem o;- fetoprotein
(AFP).

m Vroce 1969 organizace WHO-IARC zabyvajici se vyzkumem rakoviny
definovala AFP jako ontogeneticky prvni a-globulin, ktery je dominantnim sérovym
proteinem v embryonalnim obdobi, ktery po narozeni prakticky vymizi, ale ktery se

objevuje znovu u dospélych jedinct s hepatomem.
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Obr. 1: Papirova elektroforéza fetalniho séra Obrazek 3: Imunoelektroforéza  séra
(substance X podie Bergsiranda a Czara) lidského fétu. Sipky oznauji specifickou
frakci mezi albuminem a al-globulinem.
Obrazek 3: Obrazek ptevzat z [6]. Obrazek pievzat z [6].

V nésledujicim obdobi se vyzkum zaméfil na souvislost AFP s patologii

A% prenatélnim V}'fvoji a na navrhovdni metod stanoveni AFP v plodové vodé.

vvvvvv

rok pozorovany vztah hladiny AFP k pat_ologii detekované pfi prenatalnim reference
screeningu

1972 | zvySena hladina AFP v plodové vodé indikujici defekt neuralni trubice | [17]

1973 | zvySena hladina AFP v mateiském séru (MS-AFP) indikuijici defekt [18]
neuralni trubice

1980 | ¢asna antenatalni diagnostika defektu bfiSni stény [19]

1981 | vliv hmotnosti matky na hladinu MS-AFP [20]

1981 | diagndza neuralniho defektu plynouci z vy3etieni ACHE v plodové [21]
vodé a hladiny AFP

1984 [22]
nizké koncentrace MS-AFP diagnostikujici Down(v syndrom

1987 | viiv kombinace véku matky a MS-AFP hladiny uréujici Downv [23]
syndrom

1989 [24]
screening Downova syndromu pomoci Triple testu (AFP, E3, hCG)

1990 | Pouziti Triple testu k detekci trisomie 18.chromosomu [25]

1991 | nizké koncentrace MS-AFP u vrozenych srdecnich a [26]
diafragmatickych vad

1992 | prenataini screening v MS s pouzitim mnoha marker( k uréeni vad [27]
plodu

1994 | Quad test - 4 markery pro odhaleni Downova syndromu: AFP, estriol, | [28]
hCG, inhibin-A
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rok pozorovany vztah hladiny AFP k pat_ologii detekované pfi prenatalnim reference
screeningu

2003 | porovnani Triple testu a Quad testu ve screeningu Downova [29]
syndromu

2003 | integrované testovani v prvnim a druhém trimestru pro Down(v [30]
syndrom (SURUSS ftrials)

2004 | kombinovany (sekvenéni) screening v 1. a Il. trimestru pro Down(v [31]
syndrom s pouzitim stanoveni PAPP-A, B-hCG, nasledované AFP
Triple testem

2004 Stanoveni PAPP-A a B-hCG v 1.trimestru, srovnavani hladin s [32]
velikosti nuchalni translulence pfi screeningu Downova syndromu
(FASTER trials)

2005 | kombinace screeningu Downova syndromu v I. a ll. trimestru (studie [33]
FASTER)

Tabulka 1: Ptehled souvislosti AFP s patologii v prenatdlnim screeningu. Pouzité
zkratky: MS — matetské sérum; ATP — alfa-fetoprotein; hCG — human chorionic
gonadotrophin; ACHE - acetylcholinesterdza; PAPP-A — pregnancy-associated
plasma protein-A; B-hCG - beta-hCG; SURUSS — Serum, Urine and Ultrasound
Screening Study; FASTER — First and Second Trimester Evaluation of Risk

Hladina AFP

vvvvvv

samotnd koncentrace. Abnormalni hodnoty koncentrace AFP poukazuji na
pritomnost patologie. Proto se stanoveni AFP v plodové vodé vyuziva jako jeden
z markeril pfi prenatalnim screeningu. Podobné¢ vyskyt AFP v krvi dospélého jedince
indikuje nadorové onemocnéni.

Koncentrace AFP u fetdlniho vyvoje ma svij charakteristicky vyvoj
v zavislosti na gestacnim stafi. NejvySSich hodnot dosahuje na zacatku druhého
trimestru v plodové vode (~20 mg/l) a v séru matky se zpozdénim v 16. az 18. tydnu,
jak ukazuje obrazek 4. Zobrazena zavislost je tzv. normalni koncentrace AFP ziskana
jako stfedni hodnota koncentraci zrozsdhlého statistického souboru. Konkrétni
hladiny AFP u vybranych vzorkli se mohou znaéné lisit; nicméné abnormalné vysoké
¢i nizké hodnoty byly pozorovany u t€hotenstvi, u kterych byly diagnostikovany
patologie [8]. V takovych ptipadech mlize hladina AFP piekrocit normalni hladinu o

stovky procent, viz obrazek 5.

18



Fetal serum

30 1
F 201
= Amnictic flad /
= x 150
o
=<
-0 1
o : - - 9
O o] 0 k. 0

Gestation [weeks)

Obrazek 4: Vyvoj normalni hladiny AFP v plodové vod¢ v zavislosti na gestaci.
Obrazek prevzat z [9].

Ukazuje se, Ze vyjimecn¢ nizké hodnoty koncentrace AFP v plodové vodé i v
séru matky jsou korelovany s chromozomélnimi abnormalitami jako Downtv,
TurnerGv a Edwardliv syndrom, hydrocefalus, diaphragmaticka hernie nebo omezeny
rust plodu [8]. Snizené hodnoty koncentrace AFP také casto doprovézi nizkou
hmotnost plodu, perinatalni smrt, spontanni potraty a SIDS (syndrom n&hlé¢ho Gmrti).
Abnormalné vysoké koncentrace AFP zase indikuji pfitomnost anatomické 1éze jako
poruchy neurélni trubice (anencephalie, spina bifida), vyhiez bfisni stény, atrézie
gastrointestinalniho traktu, rendlni anomalie, polyhydramnion, olygohydramnion,

teratomy, blastomy, cystické hygromy a poruseni placentalni bariery.
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Obrazek 5: Hladina AFP v plodové vodé u patologickych téhotenstvi. Horni limit
normalniho rozmezi koncentraci je zobrazen linii. Obrazek ptevzat z [9].

Downiiv syndrom

Downtliv syndrom (DS) je charakterizovan nizkou hladinou AFP (az 20% normalni
hladiny) v plodové vod¢ i v matefském séru. Ve skutecnosti je DS spojen s poruchou
tvorby spravné organizované terciarni struktury molekuly AFP, kdy vznika molekula
v biologicky neaktivni formé, kterd zaroven unika sérologické detekci, coz zptisobuje
nizkou naméfenou koncentraci [7,8]. Schopnost polypeptidu se skladat do unikatni,
funkéni, tii-dimenzionalni struktury je ddna jeho sekvenci aminokyselin, chaperony”
a enzymy, které¢ Kkatalyzuji skladani. V piipadé DS disponuje syntetizovany
polypeptid na ribosomech obnazenymi hydrofébnimi misty, které maji tendenci
k agregaci. Agregované bilkoviny se mohou abnormalné kupit kolem bunék a
pusobit toxicky jako napt. amyloidni plaky u Alzheimerovy nemoci (AD). Takovym

staviim pfirozen¢ zabranuji chaperony, které se vazi na hydrofoébni zbytky a spousti

* chaperony jsou bilkoviny podilejici se na sbalovani jinych bilkovin a ddvaji tak vzniknout
prostorové uspofadanym proteinim. Narozdil od enzyml nekatalyzuji reakci, pouze napomahaji
spravnému skladani . Jejich syntéza byva indukovana celularnim stresem pii zmeénach teploty, pH,
ucinkem toxickych latek atd. Odtud synonymum pro chaperony - heat shock proteins (HSP). Syntézou

chaperonti se buiika brani denatura¢nim déjim a jejich nasledktim.
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na urovni endoplazmatického retikula proces ,,baleni* tvarujici protein do terciarni
struktury.

Je znamo, Ze kumulace proteinu, ktery prosel defektnim procesem skladani ¢i
nebyl vibec dotcen fazi skladani, bude hrat kli¢ovou roli v mnoha lidskych
chorobach. Nasledky lze jmenovat ve vztahu nemoc - (,,neposkladana“ bilkovina):
Downtiv syndrom (AFP), cysticka fibréza (CF-TMCR), Marfantiv syndrom (fibrilin),
rakovinné bujeni (P53), Alzheimerova choroba (amyloid) a mnoho dalSich.
Chybovani pfi skladani fetdlniho proteinu nastava jiz béhem syntézy v jaternich
bunikach nebo transplacentdlnim pfenosem z plodu do matciny krve.

U DS je 21. chromosom, kde je lokalizovan pro-amyloidni prekurzor,
pritomen hned tfikrat (trisomie 21. chromosomu). Spusténi téchto genli vede
k nadmérnému koncentrovani amyloidii uvnitt endoplazmatického retikula, které
vreakci na stresovy signal vybudi produkci chaperonli a enzyml dodévajici
bilkoving findlni 3D upravu. Patologické d&je probihajici na chaperonech jsou
nasledné preneseny i na bilkoviny. Agregované pro-amyloidni a amyloidni fibrily se

pak postupné kumuluji v mozkovych buiikéch.

Defekty neuralni trubice

Bilkovina AFP je zpocatku produkovana Zloutkovym vackem, jatry a v malém
mnozstvi 1 gastrointestindlnim traktem. Na konci 1. trimestru ptechazi veSkera tvorba
AFP na jatra. Analyzou AFP v plodové vodé u fétu s defektem neurdlni trubice
(NTD) se vSak zjistilo, Ze zdrojem AFP je zde i mozkomis$ni mok fétu [10].

U otevienych NTD (obr.6) alfa-fetoprotein pifimo unikd z nekrytych casti
neurdlni trubice do plodové vody, tim zvedd celkovou koncentraci AFP
v amniotickém prostoru a po dosazeni krevniho ob&hu matky stoupne jeho
koncentrace 1 v matetském séru.

NDT mohou byt doprovazeny dal§imi anatomickymi anomaliemi. V tom
pfipad¢ je zdrojem zvySené hladiny AFP v plodové vod¢ gastrickd tekutina,
mekonium (smolka), zlu¢ nebo moc. Jednéd se napt. o transudaci AFP do plodové
vody z odhalenych krevnich cév pii vyhiezu vnitinosti z dutiny btiSni, urychlenou
filtraci proteinii (AFP) a jejich ptestup do mo¢i pii vrozené nefroze, nebo o artrézii

(zneprichodnéni) v oblasti gastrointestindlnim traktu, kdy fétu neni umoznéno

21



polykani ¢i trdveni plodové vody a normalni odstrafiovani AFP z plodové vody

selhava.

Oteviena neuralni trubice [EiC Craniorachischisis ‘Open spina bifida

Neural fold neuralni val Anencephaly

MNeural crest
Neural groove

Somite

Cranial
Neuropore

Notochord /., ¢ ]
Uzaviena neurdlni trubice ve 4. tydnu  Neural GGl
fold neuropore
T " Surface
- Meuralcrest 3
N5 ectodermkijZe)

Splynutim neuralnich vali
(kraniokaudalnim smérem)
vznikne neuralni trubice

Iniencephaly Closed spina bifida

Obrazek 6: Vyvoj neurdlni trubice a souvisejicich defektt.

Panel A zobrazuje zmény na neuralni ploténce v procesu uzavirani budouci neurdlni
trubice.

Panel B ukazuje pficny fez jiz uzaviené neurdlni trubice se zéklady kozniho
(ektoderm) a kostniho (mesoderm) kryti.

Panel C ptedstavuje hlavni znaky NTD. Schématicky obrazek uprostied znézortiuje
dorzalni pohled na vyvijejici se embryo, kde ve stfednim spindlnim segmentu je
kompletné uzaviena neuralni trubice, ale na kranidlnich a kaudalnich koncich je stéale
oteviend. PferuSované ¢ary znaCené A a B odpovidaji pficnym fezlim v panelu A a
B. Stinovy pés spojuje region na neurdlni trubici s odpovidajicim defektem. Horni tfi
vyobrazeni predstavuji defekty s obnaZenou nervovou tkani, zatimco spodni tfi jsou
kryté minimalné kzi.
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Tumorovy screening

Alfa-fetoprotein je bilkovina syntetizované predevSim nezralymi jaternimi bunikami
plodu a jeho hladina dosahuje ke konci 14. tydne hodnot az 3000 mg/l v séru fétu.
V krvi dospélych zdravych osob se AFP pohybuje v koncentraci pod 10 pg/l. Vysoké
hladiny AFP (napf. 500 mg/l) u dospélych poukazuji na pfitomnost nadorového
bujeni. Niz§i az stfedni hodnoty AFP (100 mg/l) lze pozorovat u pacienti
s akutni/chronickou jaterni 1ézi (hepatitida B, cirh6za) nebo ve stddiu regenerace
jaterni tkang.

Znovu aktivovand syntéza AFP po narozeni je znakem patologie. Exprese
genu pro AFP probiha opét v buiikach, které se derivovaly z bunék, které v obdobi
fetdlniho vyvoje byly primarnim zdrojem jeho produkce (jatra, Zloutkovy vacek a
v malém mnozZstvi primitivni stfevo). V souvislosti s tim se nachézeji AFP pozitivni
nadory v jatrech (hepatoblastom, hepatocelularni karcinom), ve vajecnicich,
varlatech, zfidka v pankreatu, zaludku a ve stievé.

Hodnota AFP parametru se vySetiuje pfi podezieni na nadory jater, vajenikil
a varlat. Uzitecnd je i pro sledovani priubehu a ucinnosti 1é¢by nadorii jater, varlat a
vajecnikl, pro pravidelné sledovani dynamiky zmén AFP u pacientll s chronickym
onemocnénim jater (cirhoza, chronickd hepatitida B, C) pro riziko vzniku nadoru
jater a v ptipad¢ 1écby naddorového onemocnéni jater, varlat, vajecnikd v minulosti
[41]. Stanoveni diagnézy naddorového onemocnéni se nezakladd pouze na znalosti

hladiny AFP, ale musi byt doplnéna dalSimi testy a zobrazovacimi technikami.
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2. kapitola

Imunochemické metody stanoveni hladiny AFP

Imunochemické metody stanoveni hladiny urcité latky jsou obecné zaloZeny na
reakci se specifickou protilatkou, pfi niz dochdzi ke vzniku imunokomplexu
s odliSnymi fyzikélnimi a chemickymi vlastnostmi nez mél piivodni vzorek. Tato
zména je charakterizovdna zménou méfitelnych veli€in, jejichZz hodnota je tmérna
koncentraci imunokomplexu a tedy koncentraci stanovované latky. Jednotlivé
metody se lisi veli¢inou, kterou méti nebo zplisobem jejiho méfeni. Jednoduchou, ale
spolehlivou metodou je radidlni imunodifuze, kterd je zalozend na méfeni
transportnich vlastnosti — difuze. Mezi optickymi metody je nejcitlivéjsi ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), kterd méfi barevnou zménu mezi
pivodnim vzorkem a imunokomplexem se znac¢enou protilatkou.

V této kapitole jsou piedstaveny bézné metody stanoveni koncentrace AFP
pouzivané v klinické praxi. Navic je zde popsana imunoturbidimetrie, ktera také patii
mezi imunochemické metody stanoveni koncentrace latek vyuzivana v serologii,
avSak jeji aplikace na AFP byla dosud opomijena. Za tematicky nejbliz§i praci

povazujeme [34].

2.1. Kvantitativni metody stanoveni AFP

Seznam uZzivanych technik pro kvantitativni hodnoceni hladiny AFP je uveden v
tabulce 2. Dalsi ¢ast je vénovana hrubému popisu zakladnich mechanismi u nékolika
vybranych metod. Lze je rozdé€lit podle charakteru probihajiciho déje na precipitacni
(radidlni imunodifuze, raketova elektroimunodifize) a neprecipitani, neboli
imunoanalyzy (ELISA, chemilumiscence, radioimunoesej). Imunoanalyzy se opiraji
o reakci antigenu s protilatkou, kde se jiz neuplatiiuje tvorba imunoprecipitatu, ale
uruje se pouze obsah vzniklych imunokomplexti. Imunoanalytické metody lze
pouzit i pro méfeni velmi nizkych koncentraci, kdy nelze vytvofit z antigenu a
protilatky precipitat. ReSeni pro velmi nizké koncentrace spo¢iva v aplikaci znacky

na reaktant s dostatecné intenzivni odezvou v signalu.
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Metody kvantitativni Autor

{v blologickych tekutindch) GCitlivost {pouditi pro AFP}

Radialni imunodifuze (Mancini) 25 mgll Komergni soupravy
Elektraimunomigrace 2 mgfl Masopust, J., Tomasova, H., 1966
Elektroimunodifuze (Laurell) 0,5 ma/l

Radisimunoesa] 25 ugfl Rucslahti, E. el Seppdlld, M., 1972
RIEF 20 ug/ Norgaard-Pedersen, B., 1973
ELISA

“Flow injection” chemiluminiscence 0,5 ug/ Lin, J., 2004

“Flow injection” amperometric enzyme-immunsassay 0,07 pa/l Dalla Clana, L., 1996
Immunachramatographic strip assay (semikvantitativii) Ghuang, L. et al., 2004
Flow-injection chemiflugrescent immunoassay 27 pol Fu, Z. et al., 2006

Multi-array immunoassay based on insert-plug model 20-640 ugh Zhang, B. et al., 2007

of piezoalectnc iImMmUNGSEnsor

Tandem bioluminescent immunoassay (BLIA) using aequorin labeled 1,85-1000 pafl Ite, K. et al., 2007
Fab fragment and bionylated firefly luciferase

Electrachemical immunoassay on a micro-fluidic device Detection limit: 0,1 ng Nashida, N. et al., 2007
with sequential injection and flushing funetian

Ag/Si02 core-shell nanoparticle-based surface-enhanced Detection limit 11,5 pa/l Gong, J.L. et al,, 2007
Raman probes for sandwich-immunoassay

Tabulka 2 : Pfehled metod pro kvantitativni stanoveni AFP [35].

Radialni imunodifuze (RID)

Vlastni imunochemicky proces se uskuteciuje na destickdch pokrytych vrstvou
agaru/agarozy s konstantné rozptylennou protilatkou. Do gelu se vykrajuji jamky, do
kterych se nanasi antigen (AFP). Rozpustny antigen difunduje do okoli, pfi¢emz jeho
difuze je podle Fickova zakona [12] pfimo tmérnéa gradientu koncentrace, tj. slabne
se vzdalenosti od mista startu. Po dosazeni ekvivalence mezi antigenem a protilatkou
se migrace antigenu zastavi definitivné, nebot’ difize vzniklého imunokomplexu je
zanedbatelnd. Vzniklé precipitaty identifikujeme jako bilé prstence kolem jamek, jak
je znazornéno na obrazku 7. Primér kruhu se mé&fi pomoci specidlniho métitka.
Plocha kruhu (popt. c¢tverec jeho prameéru) proporciondlné odpovida gradientu
koncentrace, Cili i mnozstvi analytu [11]. Popsany postup ve skutecnosti odpovida
tzv. jednoduché radialni imunodiftzi.

Jinou imunodifuzni metodu je dvojita radidlni imunodifuze. Zde se do gelu
vykroji centrdlni jamka pro antigen a kolem ni navic dal$i jamky uspofadané do
kruhu, které se naplni rizné nafedénym antisérem, viz obrazek 8. Na desticce
s gelem se od centra jamek uskute¢ni pohyb obou reaktanti po koncentracnim

gradientu. V misté stfetu odpovidajictho mnozstvi antigenu a protilatky se vytvoii
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precipitani linie. Poloha precipitacni linie mezi jamkami zévisi na koncentraci

reaktantll. Linie bude tedy lezet bliZze té jamky, v niz je reaktant v niz8i koncentraci

[11].

Obriazek 7: Priklad zpracované desky jednoduché radialni imunodifize pro
stanoveni AFP v plodové vodée

200x 12,5x
100x o 25x
75x 50x

Obrazek 8: Vievo: Centralni jamka s plodovou vodou je obklopena jamkami s rizné
fedénym antisérem proti AFP. Vpravo: Vyslednd precipitacni linie.
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Raketova elektroimunodifuze podle Laurella (RIEF)

RIEF je vpodstat¢ jednoduchd radidlni imunodifize (obr.9) urychlena
stejnosmérnym elektrickym proudem (20mA). Reakce probiha na desticce
potazené vrstvou agar6zového gelu (1%) srovnomérné rozptylenou protilatkou.
Antigen je undSen elektrickym proudem do gelu az do okamziku, kdy je veskery
antigen vyvazan specifickou protiladtkou — bod ekvivalence mezi obéma reaktanty
s viditelnou imunoprecipita¢ni linii ve tvaru rakety. Koncentrace antigenu je tmérna
velikosti rakety a jeho hodnota se ur¢i ze vzdalenosti mezi vrcholem a startem.

RIEF se fadi mezi jedny z nejpiesnéjsich kvantitativnich difuznich technik.

a b

]
|

=T = F|= S0 |
Eip
) '
F9 o 304 |
3:1- |
|
A 14§ 104
= - = = x b4
S 9 33 5% V =

| (e

T
9 é., S, S5, 5§

KONCENTRACIA [mg L")

Obrazek 9: Vlevo: a) ukazka méteni vysky rakety standardli a vzorku, b) kalibraéni
kiivka pro vyhledani koncentrace vzorku. Obr. ziskan z [16]. Vpravo: fotografie
RIEF na agar6zové desti¢ce. Obr. pievzat z [36].

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISA metoda pro stanoveni antigenu spociva v kvantitativni detekci antigenu
pomoci protilatky zna¢ené enzymem. Enzym katalyzuje chemickou pieménu
substratu na barevny produkt. Barevna zména se pak vyhodnocuje
spektrofotometricky a je umérna koncentraci analytu. V ELISA technice se uplatni
hned dvé vlastnosti protilatek spocivajici ve schopnosti vytvafet kovalentni vazbu
(na Fc-koncich imunoglobulinli) s plastovymi povrchy (zakotveni na dné
mikrotitracni desticky) a s enzymy (nejcastéji peroxiddza nebo alkalicka fosfataza).
Efekt ukotvené protilatky se projevi pii vymyvani, kdy se separuje piebytek

nenavazanych reaktantd. Fixovany zlstatek vede k barevné pfeméné piidané¢ho
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substratu a je pfedmétem mefeni. Na obrazku 10 je zachycen prib¢h metody ELISA
v chronologickém sledu. Mezi jednotlivymi kroky se jamky destiCky promyvaji

promyvacim roztokem.

fez polystyrenovou jamkou na
milcrotitradni desticce

protilatka =
(antisérmm)

protilatky na

Extract of food B __ Pizl}’st}'renm'u
containing antipen T 4 sténu
(toxing is addy
moo antigen

je-li ptitomen hledany antigen,
pfichvtl se na protilatlou

ptida se volna protilatka
ONjugovanad s enzZymem

protilatka
znacena
enZymem se
vaie na antigen

pokud byl ve vzorku skute¢né piitomen
hledany antigen, enzvm pfeméni substrat

Yl barevny prodult

intenzita zbarveni méfena
spekirofotometricky je
funkci mnoZzstvi antigenu
ve vzorku

Obrazek 10: Princip metody ELISA, Obrézek ptevzat z [37].
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Chemilumiscence (Flow-injection chemilumiscent immunoassay system based

on a novel transparent immunoaffinity reactor)

Tato imunoesej predstavuje vysoce senzitivni a specifickou metodu s Sirokym
linedrnim rozsahem a spolehlivou reprodukovatelnosti. Pfinos metody je
porovnatelny s radioimuno-metrickym métenim.

Systém stanoveni AFP kombinuje imunoafinitni kolonu s boronatem’, ktery
vychytava glykovany antigen, a flow-injection chemilumiscenci (pritokovou
chemilumiscenci). Sklenénd kolona je potazena souvislou vrstvou sephardzového
%gelu, ktery fixuje boronat k povrchu kolony. Diky interakci glykan (antigen)-
boronat je AFP efektivné imobilizovan na sepharézovou matrix. Dal§im krokem
v poradi je nastiiknuti kolony protilatkou, kterd je znafend kienovou peroxidédzou
(HRP-anti-AFP, horseradish peroxidase-labeled AFP antibody). Voln¢ HRP-anti-
AFP jsou vychytdvany  imobilizovanym antigenem (AFP) uvnitf kolony a
detekovany cestou chemilumiscence diky reakci mezi luminolem’ a peroxidem

vodiku [38].

Radioimunoesej (RIA)

RIA se zaklada na kompetici mezi radioaktivng znagenym a neznagenym ( 1'%, 1'*")

antigenem o misto na protilatce. Protilatka je fixovdna na pevny povrch a antigen ze
vzorku soutéZi se standardem znaéenym radioaktivné. Cim vice vazebnych mist na
protilatkach je obsazeno stanovovanou bilkovinou, tim vice radioaktivniho proteinu
zustane v roztoku. Koncentrace stanovovaného proteinu v roztoku je tedy primo
umerna nameérené radioaktivité v roztoku [39)]. Princip je schematicky ukazan na

obrazku 11.

" boronat je kyselina borova substituovana alkylem/arylem. Jeji vitanou vlastnosti pro
imunoanalyzu je schopnost vytvafet kovalentni komplexy s cukernymi zbytky antigenu (na
glykovaném antigenu).

® sephardza je extrahovana z moiskych fas. Nézev je odvozen od Separation - Pharmacial-
Agarose. Umoziuje stabilni pfichyceni ligandt pro o€isténi od ostatnich piimési.

7 luminol je znamy tvorbou intenzivniho modrého svétla po interakci s vhodnym oxidaénim
Cinidlem.
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Obrazek 11: Soutéz stanovované bilkoviny (antigenu) o vazbu na protilatku
s radioaktivnim standardem [39].

2.2. Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie je optickd metoda, kterd spocivd v méfeni svétla
zeslabeného rozptylem na ¢ésticich imunokomplexu. Reakci antigenu (bilkovina
AFP) s protilatkou (beranni antisérum) se vzorek pfeméni na nerozpustny agregat —
imunokomplex. Pfi prichodu svétla takovym vzorkem dochézi k rozptylu svétla,
ktery pozorujeme jako zdkal. Miru zdkalu — turbiditu vyhodnocujeme na foto-,
spektrofoto-, turbidi- a nefelometrickych pfistrojich, které zaznamenavaji mnoZstvi
pohlceného svétla, tzv. absorbanci. Ta je imérna koncentraci analytu (AFP).

Svételné paprsky prochazejici kyvetou se na ¢asticich mohou odrazet, mohou
skrze ¢astice prochazet a ménit sviij smér. Cést svétla se tak absorbuje &i rozptyli a
zbytek se zachyti na detektoru piistroje. Turbidimetrie (narozdil od nefelometrie)
meéti absorbanci svétla v pfimém sméru, tedy ve sméru, kudy svételné paprsky do

soustavy vstupuji (obr. 12).
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Obrazek 12: Princip turbidimetrie. Svétlo produkované svételnym zdrojem s piesné
definovanymi parametry je zeslabeno pii prichodu vzorkem rozptylem na ¢asticich
vzorku. Intenzita, kterou méti opticky detektor umistény za vzorkem, tak pfimo
souvisi s koncentraci rozptylovych ¢astic ve vzorku. Obrazek ptrevzat z [40].

V klinické biochemii se lze setkat scelou fadou postupt zaloZzenych na
méfeni stupné zékalu (turbidity) a nejvyznamnéjsi z nich se vyuZivaji ke stanoveni
specifickych proteini (sérovych bilkovin) - C3, C4, CRP, haptoglobin, IgA, IgG,
IgM, RF a transferrin).

Imunoprecipita¢ni kiivka

Imunoprecipitacni kiivka vykresluje vzdjemny vliv pomé&ru antigenu a protilatky na
tvorbu imunokomplexu a poukazuje na moznost chybovani pii interpretaci vysledkd.
Charakteristicky pribéh kiivky pro konstantni obsah protilatky je zobrazen na
obrazku 13, tak jak jej popsali Heidelberger a Kendall [13].

Pro z6nu nadbytku protilatky plati, Ze se zvySujicim se mnozstvim antigenu
vzrista precipitat. Po interakci antigen-protilatka se béhem nékolika sekund obsadi
vSechna vazebna mista na antigenu protilatkami a ve vzorku vzniknou malé,
rozpustné imunokomplexy. Tyto se vzajemné ale nepropojuji. Oblast nadbytku
protilatky je zajimavad pro imunoturbidimetrické, nefelometrické meéfeni a u
nekompetitivnich imunoanalyz.

Zb6ny ekvivalence se mize byt dosazeno s odstupem cCasu (minuty), kdy
primarni imunokomplexy zvolna polymeruji na agregaty. Polymerace vyzaduje volné
antigenni determinanty (epitopy) a vazebna mista v primarnich komplexech, jen tak

je vyhovéno piedpokladu pro vznik prostorové mtizky. Po dosazeni urcité velikosti
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této miizky, agregaty ztraceji rozpustnost a precipituji v roztoku. Podminkou
imunoprecipitace je tedy reakce antigenu s vice epitopy (polyvalentni antigen)
s protilatkami, které s témito epitopy reaguji. Pokud tato podminka neni splnéna,
imunoprecipitace se neuskute¢ni. Proto hapteny, které jsou vybaveny pouze jednim
epitopem, nemohou precipitovat. Podobné monoklonalni protilatky, které jsou
namifeny pouze proti jednomu epitopu, nejsou vhodné pro imunoprecipitacni reakce.
V oblasti ekvivalence jsou vzorky zpracovavany imunodifuznimi metodami.

V z6n¢ nadbytku antigenu byvaji vSechna vazebna mista protilatek vysycena
antigenem. Zanikd miizkova struktura, agregity se rozpadaji a na misto nich se
formuji malé rozpustné komplexy. Oblast nadbytku antigenu se vyuziva
v kompetitivnich imunoanalyzach.

Pro laboratorni méfeni je vyhodné se pohybovat v rozmezi koncentraci, kde
plati linearni vztah mezi absorbanci a mnozstvim antigenu. Vyhodou
imunoturbidimetrie je, Ze takového nastaveni lze jednoduse dosahnout regulaci
mnozstvi protilatky (antiséra) tak, aby bylo v dostatecném nadbytku nad mnoZzstvim

antigenu.
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Imunoprecipitaéni krivka

Nadbytek Nadbytek
protilatky /—\ antigenu
Zéna
ekvivalence

MnoZstvi precipitdtu

MnoZstvi antigenu

Antigen . == L 6 B vzestupni mnoZstvi
L

Protildtka @ @ konstantni mnoZstvi

Ags & Abs combine

large aggregates form
at approximately equimolar concentrations
e e e of Ag & Ab Y

vﬁ
@

@ @ @

@ @ @
nadbytek zona ekvivalence nadbytek
antigenu protilatky

Obriazek 13: Reakce antigen-protilatka ve vztahu ke vzajemnym koncentracim obou
reaktantd. Nahofe: imunoprecipitani kiivka srozdélenim na tfi zony. Obrazek
ptevzat z [11]. Dole: grafické provedeni vazby imunokomplexii (vpravo,vlevo) a
precipitatu (uprostied). Obrazek pfevzat z [16].
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Dulezitou soucasti experimentalniho nastaveni imunoturbidimetrie je volba
svételného zdroje, nebot’ rozptyl svétla zavisi na jeho vinové délce a velikosti
rozptylovych castic. Rozhodujicim faktorem je pomér vinové délky svételného
zdroje a velikosti rozptylovych &astic. Cim mensi je tento pomér, tim roste uhlova
disperze zéateni. Z obrazku 14 lze vypozorovat, Ze Castice vyrazné¢ mensi nez je
vlnové délka svétla plisobi jen mirny rozptyl, zatimco castice podobné velké ¢i vétsi
nez je vlnova délka svétla maji znacny rozptylovy efekt. Abychom pifi méteni
turbidity ziskali co nejvétsi pomér signdlu ku Sumu, je proto dilezité volit vinovou
délku svételného zdroje tak, aby byla mensi nebo srovnatelnd s velikosti
rozptylovych &astic. Proto se napf. specifické proteiny, které vytvareji shluky o
velikosti fadoveé 0,1 pm, casto stanovuji pti nejkratSi vlnové délce dosazitelné
standardnim fotometrem, tj. pfi 340 nm. Kratkovlnnéjsi svétlo, zasahujici do UV
oblasti, nelze pouzit, protoZze byva pohlceno nezreagovanymi bilkovinami, coZ
zkresluje méteni zakalu [14]. U standardni imunoturbidimetrie se tak za svételny
zdroj voli modré svétlo (435-480 nm), nebot’ zajiSt'uje nejveétsi citlivost a je schopno
dosdhnout v daném rozmezi vlnovych délek vétsi intenzity ve srovnani s

halogenovou zarovkou.

Stran

- ¥

Abb. B: Rayleigh-Strauung {d < A)

= H
sirafy - z =t —

Abb, 9: Mie-Streuung {d = 1)
Obrazek 14: Rozptyl svétla na Castici o velikosti vyrazné mensi nez vinova délka
(nahote) a Castici vétsi nez vinové délka (dole).Obrazek prevzat z[52].
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Z uvedeného jsou ziejmé zaroven 1 nevyhody pouZziti imunoturbidimetrie.
Me¢étena slozka musi byt ve vzorku pfitomna ve formé jemné rozptylenych céstic
vhodné velikosti. Pokud ¢astice koaguluji v riznych velikostech, miize se stat, ze
cast komplexu se vyskytuje ve formé pfili§ malych Castic, které témét nepiispivaji k
absorbanci a vysledky méteni jsou tak zkreslené. Dale je nutné, aby reakce méfené
slozky byla jedinym jevem, ktery ovliviiuje zakal, nebot” jen tak bude zmétend
absorbance pieveditelnd na koncentraci méfené latky. Nemalym problémem pro
imuoturbidimetrick¢é méfeni miiZze byt i nestdlost analytu, kdy vzorek podléha
zménam v pribéhu ziskdvani dat, napf. dochéazi-li k pfili§ rychlé sedimentaci.
Suspenze se stabilizuje ochrannym polymerem polyethylenglykolem, ktery fesi
problém sedimentace imunokomplexu v roztoku béhem zaznamu hodnot absorbance
[14].

Na druhou stranu je imunoturbimetrie vysoce univerzalni a rychld metoda.
Pokud jsou splnény vyse diskutované podminky, lze tuto metodu pouzit v Sirokém
rozmezi koncentraci. Dal$i ptednosti je to, ze umoziluje kvantifikovat sraZzeninu bez

jejiho oddéleni od roztoku.
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3. kapitola

Aplikace imunoturbidimetrie pro stanoveni hladiny AFP

Otestovali jsme moznost pouZziti imunoturbidimetrie na stanoveni hladiny AFP v
plodové vodé pouzitim beraniho antiséra proti AFP coby specifické protilatky. Pii
reakci AFP s beranim antisérem vznikd imunokomplex, ktery vytvaii v roztoku
zdkal, jehoz miru miZeme zméfit pomoci imunoturbidimetrie a pfevést ji na
koncentraci AFP podle kalibra¢ni kiivky. Metodu jsme optimalizovali volbou vinové
délky svételného zdroje a mnozstvi antiséra. V posledni casti této kapitoly
porovnavame vysledky =ziskané imunoturbidimetricky s vysledky jednouduché

radialni imunodifuze.

3.1. Material a metody

Pristrojové vybaveni

Spektrofotometr WPA Biowave 11
jednopaprskovy UV-Vis spektrofotometr
Rozsah vlnovych délek: 190 - 1100 nm
Fotometricky rozsah: -0,300 az 2 500A
Firma: Biochrom Ltd (Cambridge)

Cteni: endpoint, kinetické méfeni a skenovéni
spektra

Detekce: absorbance

Svételny zdroj: zébleskova xenonova vybojka
Detektor: 1024 CCD pole Obriazek 15: Spektrofotometr

Drzék kyvet: pro jednu kyvetu (Microcell 10 mm) WPA Biowave II [46].
Presnost méfeni vinovych délek: +/- 2nm

Fotometricka ptesnost: +/- 0,003A az 0 — 0,5A pti 546 nm
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Trepacka WiseMix VM-10 - horizontalni kruhovy pohyb
Multifunkéni tfepacka typu vortex pro tfepani zkumavek a
jinych nadob

Firma: Vitrum

Frekvence kmitu: 0 — 3300

Obrazek 16: Tiepacka WiseMix
VM-10 [47].

pH metr Denver Ultra Basic UB 10
Firma: Denver Instument

Mody: pH/mV/teplota

pH rozsah: 0 — 14

pH rozliseni: 0,01

Ptesnost méfeni pH: 0,005
Teplotni rozsah: 0 - 100.0° C

Obrazek 17: pH metr Denver
UB 10 [48].
Ostatni vybaveni

automatické pipety + Spicky

stojan na zkumavky

sklenéné nadobi: zkumavky, kadinky, odmérné banky
stficka s destilovanou vodou

buni¢ina

rukavice

Material

Fosfatovy pufr 0,01 mol/L, pH 7,2 + 0,9% NaCl

5% PEG 6000

Berani antisérum (polyklonalni protilatky) — dar doc. Malbohana
Vzorky plodové vody o neznamé koncentraci

Standardy — plodova voda s uvedenou koncentraci
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Piiprava fosfatového pufru

Chemikalie:
Na,HPO,. 12H,O  Mr = 385,14 3,851g do 100ml — 0,1 mol/l
NaH,PO, . 2H,0 Mr = 156,01 1,560g do 100ml — 0,1 mol/l

Pipetujeme 28 ml NaH,PO4;.2H,O o latkové koncentraci 0,1mol/l a 72 ml
Na,HPO4.12H,0 o latkové koncentraci 0,1mol/l do spole¢né nddoby. Doplnime do
kone¢ného objemu 1000 ml destilovanou vodou. Do hotového pufrovaciho roztoku
rozpustime 9g NaCl (PBS) a pfidame doporuc¢ené mnozstvi azidu sodného (<0,1%
z celkového obsahu reagencit).

Pozadovanou pH hodnotu (7,2) pufru ovéfime na pH metru a ptipadnou
odchylku od pH upravime postupnym piikapavanim kyseliny chlorovodikové (1
mol/) nebo hydroxidu sodného (1mol/l).

Piiprava 5% polyethylenglykolu 6000 v PBS

Rozpousténi PEGu v PBS trva zhruba 12 hodin. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy a
pouzitelny je po dobu 24 hodin. Uchovava se pfi teploté 4°C .

Odbér a priprava vzorki plodové vody

Odbér vzorku plodové vody provadi Iékat gynekologického oddéleni zavedenim
jehly skrze biiSni sténu za neustalé ultrazvukové kontroly. Amniocentézu podstupuji
t€hotné Zeny v indikovanych ptipadech (v€k > 35, pozitivni screening v I. trimestru,

apod.) od ukonéeného 15. tydne® gravidity. Ziskany material v mnozstvi 20 ml’ se

¥ Touto dobou je v amniovém obalu fyziologicky vétsi mnozstvi plodové vody (207 + 92 ml),
proto lze vykon dobie provést a minimalizuje se riziko poranéni plodu. Teoreticky je mozné provést
zakrok jiz dfive (tzv. casna amniocentéza), ale da se ziskat mensi mnozstvi tekutiny (od 11. do 14.
tydne gravidity je mozné odebrat pouze tolik mililitrd plodové vody, jaké je gestacni stari plodu v
tydnech) [43].

? coz je asi 5% celkového mnozstvi plodové vody, ktera se béhem nékolika hodin po

odbéru opét doplni [44].
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plni do sterilnich plastovych zkumavek s dobfe tésnicim Sroubovatelnym vickem.
Plodova voda se odebira bez piidavnych latek [42].

Vzorky jsou odeslany do laboratofe, zcentirfuguji se, sediment se nalozi na
kultivaci amniocytii pro pozd&jsi karyotypizaci (chromozomalni vySetfeni bunck) a
supernatant se otestuje na koncentraci AFP (popt. na dalsi biomarkery jako je ACHE,
GGT)".

Pro imunoturbidimetrické zpracovani jsme méli k dispozici zmrazené vzorky
plodové vody. Tento materidl, ktery jiz pfedtim poslouzil G€elim prenatalniho
screeningu, poskytla Laboratof specialni imunochemie (Ustav 1ékai'ské biochemie a
l¢katské diagnostiky VFN a 1.LF UK v Praze). Vzorky plodové vody vydrzi stabilni
dva dny pfti 2-8 °C a jeden rok pfi -20 °C [45]. Po rozmrazeni vzorku pfi pokojovoé
teploté (20 — 25 °C) je doporuceno vzorek zpracovat ptiblizné¢ do dvou hodin (s

ohledem na mozné odpatovani roztoka).

3.2. Optimalizace metody

Pti pohledu na precipitacni kiivku, obrazek 13, je jasné, Ze vztah mezi absorbanci
vzorku a koncentraci antigenu (AFP) neni jednoznacny. Stejné hodnoté absorbance
odpovidaji dvé rozdilné koncentrace analytu — jedna v oblasti nadbytku protilatky,
druha v oblasti nadbytku antigenu. Abychom mohli zméfenym absorbancim
jednoznacné pfifadit mnozstvi AFP, musime zajistit, aby pomér mezi antigenem a
protilaitkou se pohyboval pouze jedné oblasti. Standardn¢€ se voli oblast nadbytku
protilatky, kde pro nizké koncentrace antigenu dostdvame linedrni zévislost
absorbance.

Abychom mohli absorbanci prevést na koncentraci imunokomplexu, resp.
AFP, ve vzorku, je nutné, aby absorbance byla dana pouze piispévkem od
imunokomplexu. Proto se u kazdého vzorku provadi tzv. slepa zkouska, kdy méfime

absorbanci samotné plodové vody a samotného antiséra, které mohou také pohlcovat

' ACHE - acetylcholinesterdza je enzym pfitomny v nervovém systému, GGT je y-gluta-

myltransferaza ukazujici na cystickou fibrozu.
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dopadajici zafeni. Od absorbance vzorku po smichdni plodové vody a antiséra
odecteme soucet obou slepych zkousek, abychom eliminovali vliv pozadi.

Céstice imunokomplexu se mohou navzajem shlukovat a shluky rozpadat nez
se mezi témito procesy ustavi rovnovaha. Velikost shlukl pfitom mé vliv na uhlovou
zavislost rozptylu svétla a tedy i na zméfenou absorbanci. Méfeni absorbance je
proto tieba provést aZ po ustanoveni rovnovahy. Méfenim jsme zjistili, Zze po ~15
minutach od smichani plodové vody s antisérem se honota absorbance ustali.
Vsechna méfeni jsme proto provadéli az po 20 minutach od ptipravy smési plodové
vody a antiséra. Pro stabilizaci roztoku proti sedimentovani jsme pouZili

polyethylenglykol.

Svételny zdroj

V piipravné fazi, kterd predchazela vlastnimu méteni, bylo nutné zjistit jak4 vinova
délka svételného zdroje bude optimalni pro zaznamenavani hodnot absorbance.
Pokusné jsme proméfili vzorky o zndmé koncentraci AFP pfi vinové délce 340, 400
a 450 nm. Z obrazku 18 lze vycist, Ze nejcitlivéjsiho rozliSeni dosdhneme pii 340 nm,
kdy je smérnice nejstrm¢jSi a dava nejvyrazngj$i odezvu na zménu koncentrace.
Nejlepsi citlivosti tedy dosdhneme pouzitim viditelného svétla v blizkosti fialového
okraje spektra. Postupovat dale do UV oblasti nemad smysl, protoZze se zde zacne

projevovat absorbce nezreagovanymi bilkovinami, kterd rusi signdl od

imunokomplexu.
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Obrazek 18: Zavislost absorbance na koncentraci AFP pro rtizné vinové délky
dopadajiciho svétla.

Redéni antiséra

Jak je vidét z obrazku 13, vzajemné koncentrace antigenu a protilatky zodpovidaji
za to, v jakém rozsahu se vytvoii precipitat v roztoku. MnozZstvi antiséra, s nimz
smichame vzorek plodové vody, tak ovliviluje miru zdkalu. Abychom vybrali
optimalni koncentraci antiséra, postupné jsme fedili antisérum pufrem, ¢imz jsme
snizovali jeho mnozstvi vzhledem ke konstantnimu mnozstvi plodové vody. Typicky
pribéh absorbance v zavislosti na fedéni je zobrazen na obrazku 19. Pro nizky pocet
zfedéni, kdy koncentrace antiséra vyrazné pievySuje koncentraci AFP v plodové
vodé, roste absorbance linearné. Maximum kiivka nabyva, kdyz se koncentrace
antiséra a AFP vyrovnaji. DalSim fedénim antiséra je jeho mnozstvi v nedostatku
vici AFP a absorbance klesa. Pro kalibraci a nasledné méteni jsme vybrali takovou
titraci, kterd odpovida linearni zévislosti absorbance a zaroveil dava vysokou

absorbanci.
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Obrazek 19: Zavislost absorbance na fedéni antisera.

Kalibracéni kiivka

Standardy o zndmé koncentraci AFP jsme smichali s konstantnim mnoZstvim
antiséra tak, aby antisérum bylo v pfebytku u vSech koncentraci standardd.
Koncentraéni rozpéti standardli jsme volili, aby s rezervou pokrylo typické
koncentrace AFP v plodovych vodach v uvazovaném tydnu téhotenstvi. Zavislost
absorbance na koncentraci AFP zméfend pro standardy pak slouzi jako pfevodni
funkce, z niz urCujeme koncentrace neznamych vzorkii plodové vody na zdkladé
zmétené absorbance. Vzorky plodové vody jsme zpracovavali vzdy soucasné se
standardy, aby byly zachovdny stejné podminky analyzy vcetné piipadnych
nepiesnosti, napt. pti pipetovani. Pro kazdou sadu méfeni jsme proto provedli vlastni
kalibraci.

Priklad takové kalibrace je uveden v tabulce 3 a na obrazku 20. Zde jsme data
prolozili pfimkou, podle niz jsme v naslednych meétenich urcovali vztah mezi
absorbanci 4 a koncentraci AFP .c. Je tieba mit na paméti, Zze tato zavislost mezi
absorbanci a koncentraci je relevantni v oblati nadbytku antiséra. Pokud nemame ani
hruby odhad koncentrace méteného vzorku, je tfeba ovéfit, zda je antisérum ve
vzorku opravdu v prebytku. To lze ovéfit pfidanim antiséra, které by mélo vést k

poklesu absorbance podél kalibra¢ni kiivky.
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Kalibraéni kfivka pro stanoveni AFP v plodové vodé
imunoturbidimetricky
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0.2 /

. /
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/
0.05

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Koncentrace AFP v plodové vodé (mg/l)

absorbance (relativni jednotky)

Obrazek 20: Kalibraéni kiivka.

c [mg/l] 1. 2. avg Zlgpa Zlgpa absorbance
42,00 0,638 0,627 0,633 0,085 0,329 0,219
21,00 0,493 0,493 0,493 0,044 0,329 0,120
15,75 0,440 0,440 0,440 0,032 0,329 0,079
10,50 0,415 0,410 0,413 0,010 0,329 0,074

5,25 0,372 0,368 0,370 0,011 0,329 0,030
2,10 0,341 0,345 0,343 0,005 0,329 0,009

Tabulka 3: Absorbance pro postupné fedény standard. Od praméru z dvojice
naslednych méfeni (1., 2.) je odectena absorbance vzorku bez antisera (slepa AG) a
absorbance samotného antisera (slepa AS).
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3.3. Vlastni pracovni postup

1. Postupné fedéni standardu (c = 15 mg/l) aritmetickou fadou podle schématu:

Ptipravit 2X (v dubletu)

Pufr bez PEG | Plodova voda (PV) | koncentrace
10 0,100 ml 100%
2 (0,025 ml 0,075 ml 75%
310,050 ml 0,050 ml 50%
410,075 ml 0,025 ml 25%
Tabulka 4

2. Pfiprava 100 ml 50 x fedéného beranniho antiséra proti AFP

Redéni 1: 50 znamena, e k 1 dilu fedéného antiséra (AS) pridame 49 dild
rozpoustédla.

100 x 1/49 =2 ml AS

Antisérum doplnit 98 ml 5 % PEG v PBS

3. Smichani reagencii podle navodu v tabulce

St1 St2 St3 St4 PV1 PV2 Slepa
(AS)
Vzorek 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -
Pufr - - - - - - 0,1
Antisérum | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tabulka 5

Ke kazdému vzorku i standardu je nutné znat hodnotu absorbance slepé zkousky,
abychom vyloucili pfipadné interference Cinidel. Pfi kone¢ném vyhodnocovani z

vysledkl odecteme slepou zkousku vzorku (standardu) a slepou zkouSku antiséra.

St St2 St3 St4 PV1 PV2
Vzorek 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
5% PEG v | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
PBS
Tabulka 6
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4. Po smichani plodové vody s antisérem, ponechame zkumavky inkubovat 20

minut pii pokojové teploté. VSe prométime proti destilované vodé¢ pfi vinové

délce 340 nm.

3.4. Pracovni postup pro jednoduchou a dvojitou radialni

imunodifuzi

Technické vybaveni

Dia-skla o rozmérech 85 x 85 mm

Sablona pro vykrajovani jamek pro jednoduchou radialni imunodifizi /SEVAC/
Raznice na vykrajovani jamek pro dvojitou radidlni imunodifizi /SEVAC/
ZabrouSené jehly o primérech 1,75mm, 2,0mm a 3,0 mm /SEVAC/
Horizontalni nalévaci stolek

Vodovaha

Vlhka komora

Pravitko pro méfeni precipitacnich prstenctt /SEVAC/

Material

Agar6za Cista /Lachema/

Kyselina chlorovodikova p.a. /Lachema/

Kyselina octova koncentrovand p.a. /Lachema/

Kyselina 5,5-dietylbarbituratova p.a. a 5,5-dietylbarbiturat sodny /Lachema/
Chlorid sodny p.a. /Lachema/

Azid sodny /Lachema/

Amidocerni 10B /Merck/

Metanol p.a. /Lachema/

Antisérum proti AFP /dar doc. Malbohana, ULB, 1.LF UK/

Roztoky
Barbitalovy pufr I, pH 8,6, iontova sila 0,1

Barbitalovy pufr I, pH 8,6
V destilované vode¢ za tepla rozpustit 3,68 g kyseliny 5,5-dietylbarbiturové,

po ochlazeni ptidame 20,6 g 5,5-dietylbarbituratu sodného a dolijeme do 1000ml

destilovanou vodou.
Fyziologicky roztok ¢ /NaCl/ = 9,0 g/
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Roztok Amidocerné 10 B
0,1 g Amidocern¢ 10 B a 10 ml koncentrované kyseliny octové mirné

povaiime za stalého michani a po ochlazeni pfiddme 90 ml metanolu a roztok
zfiltrujeme.
Vypiraci roztok

Ptipravime ho smisenim 500 ml metanolu, 100 ml koncentrované kyseliny

octové a 400 ml destilované vody.

Priprava desek s agarézovym gelem (Ouchterlony)

1,3 g agardzy nechdme nabobtnat v 67 ml destilované vody, pak pfidame 33,5
ml barbitalového pufru II a rozvaiime na vodni 14zni. Pro konzervaci pfidime 10 mg
azidu sodného. Potom na dobfe o€isténd a odmasténa dia-skla umisténa piesné ve
vodorovné poloze nalijeme pomoci pipety 8 ml rozvarené agarézy a nechame pfi
pokojové teploté€ alesponi 20 minut utuhnout ve vlhké komote.Zbyly agar6zovy gel

muizeme uchovavat nékolik dni pti 4°C.

Piiprava desek s agarézovym gelem obsahujicim protilitku (Manciniova)

0,19 g agar6zy v 15 ml barbitdlového pufru I rozvaiime na vodni l4zni. Po
ochlazeni na 54°C smichame s 0,06 ml vhodné fedéného antiséra proti AFP
vytemperovaného v termostatu rovnéz na 54°C. Po dokonalém promichéni nalijeme
smés agardzy s antisérem na dobfe oc¢iSténd a odmasténa dia-skla umisténa ve

vodorovné poloze a nechame pfi pokojové teploté utuhnout ve vlhké komote.

Provedeni a hodnoceni jednoduché RID dle Manciniové

Provedeni:

Do vrstvy agardézového gelu obsahujici antisérum proti AFP vykrojime podle
Sablonky pomoci zabrousené jehly o priméru 1,8 mm jamky, vzdalené od sebe 12
mm. Pomoci automatické pipety nanaSime ptfesn¢ po horni okraj do prvnich 4 — 6
jamek standardni roztoky a do ostatnich vySetfované vzorky plodové vody. Po
naneseni vzorkil ulozime desku pfesné ve vodorovné poloze do vlhké komory a

nechame pii pokojové teplot€¢ 48 hodin precipitovat. Potom desku 12 — 16 hodin

46



promyvame ve fyziologickém roztoku a 0,5 hodiny v destilované vodé. Po promyti
desku volné susime zabaleno do filtraéniho papiru. Po usuSeni odstranime filtra¢ni
papir a desku barvime v roztoku Amidocerné¢ 10 B po dobu 3-5 minut. Pfebytecné
barvivo odstranime v lazni s vypiracim roztokem a usuSime pii pokojové teploté

v kolmé poloze.

Hodnoceni:
Primér precipitacniho prstence méfime pravitkem SEVAC. Z druhych
mocnin primérii precipitacnich prstencli standardnich roztokli sestrojime kalibracni

ktivku, ze které odecitame koncentraci AFP ve vySetiovanych vzorcich.

Dvojita RID dle Ouchterlonyho

Provedeni

Do ztuhlého agarézového gelu vykrojime pomoci raznice jamky
v hexagonalnim uspofadani s centralné umisténou jamkou. Do perifernich jamek
nanaSime postupné fedéné antisérum proti AFP. Do centralni jamky naneseme
plodovou vodu nebo sérum dospelého muze. Deska se ulozi ve vodorovné poloze do
vlhké komory a necha se 20 — 24 hodin precipitovat. Poté se deska promyva 16 hodin
ve fyziologickém roztoku a 0,5 hodiny v destilované¢ vodé¢. Postup pii barveni a
suseni je stejny jako u jednoduché RID.
Hodnoceni
Pozitivni reakce se projevi precipitacni vyraznou linii. Pfi negativni reakci neni vidét

zadna precipitacni linie.
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3.5. Srovnani imunoturbidimetrie a radialni imunodifuze

Radialni imunodifaze

Pted méfenim vzorkl plodové vody pomoci RID bylo tfeba tuto metodu okalibrovat.
Koncentrace standardi jsme pfitom volili ve stejném rozmezi jako v ptipadé
imunoturbidimetrie. Abychom odhadli vliv ndhodnych chyb méfeni spojenych
pfedevsim s piipravou pracovni desky a jeji nehomogenitou, provedli jsme kalibraci
na celkové 15 deskéch. Pro srovndni jsme poté na kazdé desce zméfili vzorky o
znamych koncentracich pouzitim piislusné kalibrace, viz obrazek 21. Zatimco stfedni
hodnoty koncentrace odpovidaji koncentracim vzorkii (6, 13, 26 a 38 mg/l), rozptyl
vysledkli méteni je relativné velky - viz tabulka 7, tak Ze krajni hodnoty pro sousedni
koncentrace se témét piekryvaji. Dal§i méfeni jsme proto provadéli na nékolika

deskach, pfi¢emz jsme méfeni opakovali i v rdmci jedné desky, a vysledky nakonec

zprumérovali.
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Obrazek 21: Mg¢ifeni vzorkli o koncentraci AFP 6, 13, 26, a 38 mg/l na 15
samostatné zkalibrovanych deskach.
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Koncentrace AFP vzorku
6 13 38
(mg/1)
Kvadrat priméru prstence
5 18,0 25,3 423 55,0
(mm”)
SD 1,24 1,77 3,17 2,74
Variaéni koeficient % 6,89 7,00 7,49 4,98

Tabulka 7: Hodnoceni 15 kalibra¢nich kiivek pro jednoduchou radiélni
imunodifizi.

opakovand meéteni jsme spocetli primér, smérodatnou odchylku a variacni
koeficient. Hodnoty charakterizujici opakovatelnost v sérii, tj. v rdmci jedné desky,
ukazuje tabulka 7, opakovatelnost mezi seriemi, tj. pfi naslednych méteni na riznych
deskach, udava tabulka 5. Vysledky naznacuji, Ze rozptyl hodnot je mensi pro méteni
na jedné desce (variacni koeficient < 5 %) nez pfi srovnani méteni z riznych desek
(varia¢ni koeficient > 5 %). To potvrzuje, Ze piiprava desky vnasi do meéteni

ndhodnou chybu, a je proto nutné vysledky primérovat pfes méfeni na nékolika

Opakovatelnost jsme kvantifikovali

pomoci

statistické analyzy. Pro

deskach.

Vzorek | Pocet Primérna Smérodatna Varia¢ni

¢. meéteni | koncentrace AFP odchylka koeficient
(mg/1) (mg/1) %

1 9 6,22 0,31 4,9

2 9 15,22 0,25 1,64

3 9 24,67 0,21 0,85

Tabulka 8: Opakovatelnost v sérii (v rdmci jedné desky) pro RID.

Vzorek | Pocet Primérna Smérodatna Variaéni

¢. meéfeni | koncentrace AFP odchylka koeficient
(mg/1) (mg/1) %

2 15 16 1,03 6,43

Tabulka 9: Opakovatelnost mezi sériemi (na riznych deskach) pro RID.
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Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrickou metodu stanoveni AFP jsme otestovali validaénimi postupy.
Opakovatelnost jsme ur€ili z 6 naslednych méfeni pomoci priméru, standardni
odchylky a variacniho koeficientu, viz tabulka 10. U obou vzorkii byl variacni
koeficient mensi nez 10 %. Vysledky naznacuji, Ze smérodatnd odchylka je v
intervalu uvazovanych koncentraci pomalu se ménici veli€inou. Z toho plyne, Ze

variacni koeficient roste s klesajici koncentraci AFP ve vzorku.

Vzorek | Pocet Primérna Smérodatna Varia¢ni

¢. meéfeni | koncentrace AFP odchylka koeficient
(mg/1) (mg/1) %

1 6 8,19 0,58 7,04

2 6 16,12 0,49 3,06

Tabulka 10: Opakovatelnost v sérii pro imunoturbidimetrii.

Linearitu zavislosti koncentrace AFP na absorbanci jsme otestovali fedénim

analytd v poméru 1:2. Vysledné hodnoty vcetné vytéznosti R, definované jako

R = naméfena hodnota / o¢ekavana hodnota . 100 [%]

jsou uvedeny v tabulce 11.

Vzorek Redéni Naméfena Ocekavana VytéZznost
& koncentrace AFP koncentrace AFP
(mg/1) (mg/1)
1| nefedény 25,11 -
1:2 12,98 12,55 103,4 %
2| nefedény 19,5
1:2 11,0 9,75 112,8 %
3| nefedény 6,63 -
1:2 3,19 3,32 96 %

Tabulka 11: Test linearity pomoci dilu¢niho pokusu.




M¢étenim ,,slepych® vzorkii (blank) jsme stanovili mez detekce a mez
stanovitelnosti. Mez detekce udavd minimalni koncentraci, pii které lze zachytit

signal, jez je vyrazné odlisny od Sumu. Pro vypocet se uziva vzorce

LOD = 3 * SD(blank)

kde SD(blank) je standardni odchylka méfeni slepé zkouSky. Pokud urcime
ptitomnost latky na hranici LOD a za pfedpokladu, Ze vSechna méfeni maji normalni
rozdéleni se stejnymi parametry, prokazali jsme pfitomnost latky na 95 %.

Mez stanovitelnosti piedstavuje nejmensi mnozstvi latky, které lze jiz
spolehlivé kvantifikovat. Je definovana jako desetinasobek smérodatné odchylky

slepé zkousky.

LCQ = 10 * SD(blank)

Mez detekce z 10 méteni blanku antiséra je 1,2 mg/l, mez stanovitelnosti 4 mg/l.
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Obrazek 22: Priklad urceni limitu detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). Pro
ilustraci byla zvolena potenciometrie jako modelova metoda. Méteni slepé zkousky
odpovidd prvnimu bodu v grafu. LOD a LOQ jsou urceny jako body na ose x
odpovidajici trojndsobku a desetinasobku smérodatné odchylky na ose y.

Srovnani imunoturbidimetrie a radialni imunodifuze

Sadu vzorkid plodovych vod jsme zméfili obémi metodami. Vysledky jsou vyneseny

na obrazku 23. V grafu je vyznaCena také regresni pfimka a jeji 95 % interval
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Imunoturbidimetrie

spolehlivosti. Jak muiZeme vidét, nékolik bodd lezi vyrazné¢ mimo interval
spolehlivosti, coZ naznacuje nesoulad mezi méfenimi pochéazejicimi z obou metod.
Na druhou stranu je smérnice regresni piimky blizkd jedné, coz naznacuje, ze

prumérné koncentrace z obou metod jsou podobné.
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jednoducha radialni imunodifuze
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Obrazek 23: Koncentrace AFP v plodové vodé métfend pomoci imunoturbidimetrie
a jednoduché raialni imunodifuze. Plna ¢éra je regresni pfimka, ¢arkovana céra je 95
% interval spolehlivosti.

Tomuto zavéru nasvédCuje i obrazek 24, kde regresni piimka je spocitdna
Passing-Bablokovou metodou'' [Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.49]. V tomto

ptipad¢ uz vétSina dat spada do intervalu spolehlivosti.

' Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci statistického programu MedCalc (Mariakerke , Belgie)
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Obrazek 24: Porovnani jednoduché radidlni imunodifize a imunoturbidimetrie
Passing-Bablokovou metodou.

Rozdilnost obou metod vystihuje Bland-Altmaniiv'? graf, obrazek 25, kde
vynasime rozdil vysledkii obou metod versus jejich pramér pro jednotlivd méfeni. I

zde vidime, Ze stfedni hodnota rozdili méfeni je blizka nule.

12 Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci statistického programu MedCalc (Mariakerke ,
Belgie)
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Obrazek 25: Bland-Altmaniv graf primérd a rozdildi méfeni metodami
imunoturbidimetrie a jednoduché radialni imunodifuze.

Zakladem pfistupu Blanda a Altmana je zvazeni diferenci mezi obéma metodami.
Z pohledu spravnosti neni mezi RID a imunoturbidimetrii vyrazny systematicky
rozdil (rozdily jsou symetricky rozloZzeny kolem nuly). Piesnost je vymezena

intervalem spolehlivosti jednotlivych rozdilii mezi témito dvéma metodami.
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4. kapitola

Pocitacové zpracovani

V klinické praxi byva Casto za potiebi srovnat zméfenou koncentraci AFP v plodové
vodé s normalni koncentraci typickou pro danou gestaci a vyhodnotit, zda se
zméfend koncentrace pfiliS nelisSi od normdlni. Pro tyto tucely jsme vytvofili
pocitacovy program, ktery umoziuje nalézt potencidlné patologickd téhotenstvi v

databézi obsahujici udaje o hladiné AFP v plodové vodé a dobé trvani t€hotenstvi.

4.1. Algoritmus

Kriteriem, zda je t¢hotenstvi potencialné patologické, je test, zda je hladina AFP v
daném tydnu téhotenstvi vyssi nez jisty nasobek normy. Pokud koncentrace AFP v
plodové vodé prekro¢i normélni hladinu vicekrat nez je tento patologicky nasobek,
uddavany pod zkratkou MOM, je t&hotenstvi vyhodnoceno jako potencialné
patologické a mélo by byt postoupeno dalsi 1ékarské analyze. Pro aplikaci kriteria
v programu je nutné pouze definovat normalni hladinu AFP a MOM.

Hodnota MOM je nastavitelna uzivatelem, pro testovani programu jsme
pouzili bézn¢ uzivanou hodnotu MOM = 2.5. Obtiznéjsi je volba normalni hladiny
AFP. Normalni hladina neni pfesné definovanou veli¢inou, nebot’ jeji rozptyl je
znacny iu plodovych vod odebranych u zdravych plodii. Jeji hodnota se obvykle voli
jako stfedni hodnota koncentrace AFP pro danou gestaci z velkého poctu vzorki
plodovych vod, které ma klinicka laboratof k dispozici. V naSem programu jsme
normalni hladinu urcovali jako median koncentraci stanovenych v daném tydnu
t€hotenstvi. Median neni tak citlivy na pfitomnost abnormalnich hodnot jako stfedni
hodnota, takze se tato volba hodi i pro mén¢ obsahlé databaze. Ptesto by si mél byt
uzivatel védom toho, Ze u nizkého poctu zadanych vzorkli roste Sance faleSné
detekce.

Pti vkladani ¢i odebirani udajii z databaze se median vzorkl u piislusného

tydne té¢hotenstvi aktualizuje. Nasledné je pfepocitan nasobek noveé urc¢ené normalni
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hladiny u vzorkli se shodnym tydnem téhotenstvi a urceni patologie je znovu

vyhodnoceno.

4.2. Uzivatelské rozhrani

Algoritmus byl naprogramovan v jazyce PHP, ktery umoznuje komunikaci pies
uzivatelsky pfijemné rozhrani ve formé internetové stranky. Zdrojovy koéd je uveden
v piiloze. Zadavani vstupnich idaji a zobrazovani vysledkl probiha pies stranku
http://lenulin.yc.cz/AFP_main.php.

Vstupni udaje jsou tvofeny relevantnimi informacemi o vzorku plodové vody.
PredevSim je to tyden téhotenstvi a koncentrace AFP, kterd v tuto dobu byla
zmé&fena. Déle jsou to rok vySetfeni a rok narozeni matky, z nichZ je urcen vék matky
v dob¢ vySetieni, Cislo vzorku a upfesnéni delky t€hotenstvi na dny. Tyto udaje sice
neslouzi k vyhodnocovani patologie t€hotenstvi, ale usnadiuji orientaci v databazi a
predstavuji zajimava fakta vhodna pro ptipadné dalsi statistické zpracovani. DalSim
nastavitelnym parametrem je hodnota MOM. Ukéazka formuldie pro zaddvani

vstupnich dat je zobrazena na obrazku 26.

Obrazek 26: Formulaf pro zadani dajii o vzorku plodové vody.

Vysledné udaje po vyhodnoceni vstupnich informaci jsou zapisovany do
tabulky na téze strance. Na zdklad¢ vstupnich tdaju je vypocten v€k matky a gestace
ve dnech. Pro kazdy zadany tyden téhotenstvi je spocten median vSech vzorkl se

shodnym tydnem gestace. U kazdého vzorku je pak zobrazen pfislusny median,
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pomoci n¢hoz byla vyhodnocena patologie. Ta je uvedena ve sloupci STAV a mize

nabyvat hodnot NORMAL a PATOLOGIE. Kazdy fadek vysledné databaze je

vybaven moznosti smazani. Snapshot vysledkové tabulky je ukdzan na obrazku 27.

Obrazek 27: Ukédzka vyhodnoceni udaji o plodovych vodach. Porovnanim hodnot
AFP a jejich medianu pro dany tyden t€hotenstvi se urci stav NORMAL nebo
PATOLOGIE.

Uvedena ukdzka zachycuje testovani programu, kdy jsme vyhodnocovali data
plodovych vod, ktera byla pofizena a analyzovana riznymi lékafi. Otestovali jsme
aktualizaci udajii pti pfidavani ¢i odebirdni dat, a také pii zméné hodnoty MOM.
Piestoze vytvotend databaze obsahuje jen nékolik mdalo udaji pro kazdy zadany

tyden téhotenstvi, patologie byly odhaleny v souladu s 1€katskymi vySetfenimi.

57



Diskuze

Vysetteni plodové vody slouzi k odhaleni n€kterych zdvaznych vrozenych vad plodu
u téhotné Zeny. VysSettfeni se provadi v dobé&, kdy je v souladu s platnou legislativou
jeste mozné tchotenstvi prerusit (do 24.tydne), a tim zabrdnit narozeni véazné
postizen¢ho ditéte. Matka na zakladé kompletnich informaci (diagnoéza, prognoza,
poradenstvi v socidlni oblasti, apod.) rozhodne o dal$im postupu. Jedna se o zavazné
a citlivé téma z mnoha hla pohledu a jsou tedy kladeny naroky na jednozna¢nost a
spolehlivost diagnozy, ktera se opira o genetickd vySetfeni bun€k plodu a
biochemicky pritkkaz markeri z plodové vody.

V nasi praci jsme se zam¢fili na stanovovani vyznamného biochemického
markeru obsazeného v plodové vodé - AFP. Spolu s dal§imi ukazateli (ACHE,
GGT) je schopny piesvédcivé vypovidat o anatomickych anomadliich. Ackoli
v souCasné dob& se vedle biochemické analyzy nabizi moZnost diagnostiky
strukturnich vyvojovych vad podrobnym ultrazvukovym vySetienim s vysokym
rozliSenim, biochemické markery plodu budou stale signifikantni pro detekci
nékterych metabolickych poruch (napf. cysticka fibroza).

V laboratorni praxi se AFP miiZze vySetfovat metodou RID, kteréd je pomérné
narocnd na provedeni. Cilem naseho snazeni bylo dosahnout porovnatelnych
vysledkd s RID jednodussi a rychlejsi turbidimetrickou metodou. Nésledovala série
vyladéni (optimalizace) metody, vlastnich experimentli, ovéfovani postupu dle
doporuceni pro validaci/verifikaci metod a posouzeni shody mezi vysledky métfeni
RID a imunoturbidimetrii. Z grafi srovnadvajici metody lze mezi vysledky pozorovat
pomérné dobrou korelaci. Parametry piesnost'” a spravnost'* obou méfeni vykazuji
srovnatelné hodnoty. S ohledem na tato zjiSténi, lze uvazovat o imunoturbidimetrii

jako o dalsi metod¢ vhodné pro stanoveni AFP z plodové vody.

13 Presnost je charakterizovana rozptylem hodnot kolem priméru
"Spravnost znamend, ze hodnoty dvou riiznych méfeni pro jednu jedinou koncentraci spolu

koresponduji.
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Otestovali jsme pouziti imunoturbidimetrie pro stanoveni hladiny AFP. Metodu jsme
optimalizovali pro aplikaci na stanoveni koncentrace AFP v plodové vodé vybérem
vlnové délky svételného zafeni a koncentrace specifického antisera. Ukazali jsme, ze
imunoturbidimetrie poskytuje srovnatelné vysledky jako jednoducha radidlni
imunodifuze. Imunoturbidimetrie je navic rychlejsi a vhodné&j$i pro automatizaci,
radidlni imunodifuze je piili§ pracnd. Piesnost obou metod neni vysokd - variacni
koeficient je 5-10 % .- avSak narozdil od citliv&jSich metod jako ELISA (méfeni na
urovni ng/l) je vhodné&jsi pro méteni vyssich koncentraci AFP v mg/l mnozstvich.
Mez detekce a mez stanovitelnosti imunoturbidimetrie jsme urcili jako 1,2 mg/l a 4
mg/l.

Abychom mohli efektivné vyhledavat potencidlné patologicka téhotenstvi, u
nichZz je v plodové vod¢ pfitomna abnormalni koncentrace AFP, vyvinuli jsme
program, ktery srovnava koncentrace AFP u vyhodnocovaného vzorku s referenéni
hladinou. Tato referen¢ni hladina neni vstupnim parametrem, nybrz je pocitana
programem po kazdém ptidani / odebrani vzorku plodové vody jako median
koncentraci AFP vSech vzorkil analyzovanych ve shodném tydnu téhotenstvi jako
pfidany / odebrany vzorek. Dle této definice, ma referencni hladina pfi velkém poctu

vzorkll vyznam normélni hladiny AFP v daném tydnu téhotenstvi.
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Prilohy

1. Zdrojovy kod programu

<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//IDTD XHTML 1.0 Strict//EN"
"http://www.w3.org/TR/xhtml1/DTD/xhtml1-strict.dtd">
<html xmIns="http://www.w3.0rg/1999/xhtml" xml:lang="cs" lang="cs">
<head>

<meta http-equiv="content-type" content="text/html; charset=windows-
1250">

<meta name="author" content="Lenka BureSova" />

<meta http-equiv="copyright" content="©2010 LeBure" />

<link rel="stylesheet" type="text/css" href="st.css"/>

<title>main</title>
</head>

<!--<? echo '<?xml version="1.0" encoding="UTF-8"?>" 7>
<IDOCTYPE html PUBLIC "-//W3C//DTD XHTML 1.0 Strict//EN"
"http://www.w3.org/TR/xhtml1/DTD/xhtml1-strict.dtd">
<html xmIns="http://www.w3.0rg/1999/xhtml|" xml:lang="en" lang="cz">
<head>
<meta http-equiv="content-type" content="text-html;charset=utf-8" />
<meta http-equiv="author"
content="Lenka BureSova" />
<meta http-
equiv="copyright" content="©2010 LeBure" />
<title>main</title>
</head> -->

<body>
<div id="stranka">

<?
function ValidujCislo($cislo)
{
if (lis_numeric($cislo))
{
echo '<p>Promenna
" htmlspecialchars($cislo).' musi byt cislo. </p>';

return O;
}
else
{
return 1;

function median($arr) {
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if (lis_array($arr))
$arr =
func_get_args();
sort($arr);
$count = count($arr); //total numbers in array
$middleval = floor(($count-1)/2); // find the middle value, or the lowest
middle value
if(Scount % 2) { // odd number, middle is the median
$median = $arr[$middleval];
} else { /] even number, calculate avg of 2 medians
$low = $arr[$middleval];
$high = $arr[$middleval+1];
$median = (($low+$high)/2);

return $median;

}

?>

<?
$tlac="";
$err=1;
$vzorek="";
$rokv="";
$rokn="";
$tyden="";
$den="";
$AFP="";

if (isset($_REQUEST['tlac']))
{
$tlac=$ REQUEST['tlac'];

}

if (isset($_REQUEST['mom'])X
$mom=$_REQUEST['mom';
if('ValidujCislo($mom))
$mom=2.5;
echo "MOM nastaven na hodnotu ", $mom;
}
}

else{
$mom=2.5;

}

if ($tlac=="insert"){
if (isset($_REQUEST['vzorek')){
$vzorek=$ REQUEST['vzorek'];
/I $err=$err*ValidujCislo($vzorek);

}
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else{

echo "vzorek je povinna promenna'

$err=0;

}

if (isset($_REQUEST['rokv'){
$rokv=$ REQUEST['rokv'];

Il $err=%err*ValidujCislo($rokv);

}

else{
echo "rokv je povinna promenna";
$err=0;

}

if (isset($_REQUEST['rokn]){
$rokn=$ REQUEST['rokn'];

Il $err=%$err*ValidujCislo($rokn);

}

else{
echo "rokn je povinna promenna";
$err=0;

}

if (isset($_REQUEST['tyden]){
$tyden=$_REQUEST['tyden';
$err=%err*ValidujCislo($tyden);

}

else{
echo "tyden je povinna promenna";
$err=0;

}

if (isset($_REQUEST['den])X
$den=$_ REQUEST['den'];
$err=%err*ValidujCislo($den);

}

else{
echo "den je povinna promenna";
$err=0;

}

if (isset($_REQUEST['AFP])X
$AFP=$_REQUEST['AFP;
$err=%err*ValidujCislo($SAFP);

}

else{
echo "AFP je povinna promenna";
$err=0;

}

if($err){
/I nacteni dat pro novy median
$soubor= fopen("tabulka.csv", "r");
$array=file('tabulka.csv');
$j=-1; $md=array();
for ($i=0; $i<count($array); $i++):
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if (trim($array[$i])!=""):
$pole= explode(’;',$array[$i]);
if($pole[3]==$tyden): // tyden radku se shoduje s tydnem nove
pridavaneho radku
$j=5j+1;
$md[$j]=$pole[5];
endif;
endif;
endfor;
fclose($soubor);
$ma[$j+1]=8AFP;
$med=median($md);
/I aktualizace dat
$soubor= fopen("tabulka.csv", "r+");
$array=file('tabulka.csv');
for ($i=0; Si<count($array); $i++):
if (trim($array[$i])!=""):
$pole= explode(';',$array[$i]);
if($pole[3]==$tyden):
$radek=
$pole[0].";".$pole[1].";".$pole[2].";'.$pole[3].";'.$pole[4]."; . $pole[5].";'.$med."; ;
else:
$radek=
$pole[0].";'.$pole[1].";".$pole[2].";'.$pole[3]."; . $pole[4].";'.$pole[5].";'.$pole[6].";' ;
//$radek= trim($Sarray[$i]);
endif;
fwrite($soubor,$radek."\r\n");
endif;
endfor;
$radek= $vzorek.";'.$rokv.";".$rokn.";".$tyden.";'.$den."; $SAFP.";' $med.";';
fwrite($soubor,$radek."\r\n");
fclose($soubor);
echo "Data inserted into the table";
}
else{
$tlac="correct";

}
}

if(Stlac=="del"):
$id=$_REQUESTT'id";
$soubor= fopen("tabulka.csv", "r");
$array=file('tabulka.csv');
$imax=count($array);
$j=-1;
for ($i=0; $i<$imax; $i++): // prvni prohlidka pro ziskani tydne tehotenstvi
odstranovaneho radku
if (trim($array[$i])!=""):
/lecho $array[$i];
$j=8j+1;
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if ($j==$id):
$pole= explode(’;',$array[$i]);
$tyden=$pole[3];
endif;
endif;
endfor;
$j=-1; $k=-1; $md=array();
$soubor2= fopen("temp.csv", "w");
for ($i=0; $i<$imax; Ji++):
if (trim($array[$i])!=""):
$i=%j+1;
if ($j!=%id):
$pole= explode(';',$array[$i]);
$radek=
$pole[0].";".$pole[1].";".$pole[2].";'.$pole[3].";".$pole[4]."; . $pole[5].";'.$pole[6].";' ;
fwrite($soubor2,$radek."\r\n");
if($pole[3]==$tyden): // tyden radku se shoduje s tydnem nove
pridavaneho radku
Sk=8k+1;
$md[$k]=$pole[5];
endif;
endif;
endif;
endfor;
fclose($soubor);
fclose($soubor2);
$med=median($md);
$soubor= fopen("tabulka.csv", "w");
$soubor2= fopen("temp.csv", "r");
$array=file('temp.csVv');
for ($i=0; Si<count($array); $i++):
if (trim($array[$i])!=""):
$pole= explode(';',$array[$i]);
if($pole[3]==$tyden):
$radek=
$pole[0].";".$pole[1].";'.$pole[2].";".$pole[3].";' . $pole[4].";'.$pole[5].";'.$med.";' ;
else:
$radek=
$pole[0].";".$pole[1].";".$pole[2].";'.$pole[3].";'.$pole[4].";' . $pole[5].";'. $pole[6].";' ;
/I$radek= trim($array[$i]);
endif;
fwrite($soubor,$radek."\r\n");
endif;
endfor;
fclose($soubor2);
fclose($soubor);
echo "Data successfully deleted.";
endif;
?>
<form method="get" action="AFP_main.php">
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MOM: Patologicky nasobek normy (medianu) AFP <input name="mom"
value="<?echo $mom?>"size="10"/>

<button type="submit" >Change</button>

</form>

<br/>

<?if($tlac=="correct"):

?>

<form method="get" action="AFP_main.php">

<table border=0>

<tr><td>Cislo vzorku</td><td><input name="vzorek" value="<?echo
$vzorek?>"size="30"/></td></tr>

<tr><td>Rok vysetreni</td><td><input name="rokv" value="<?echo
$rokv?>"size="30"/></td></tr>

<tr><td>Rok narozeni</td><td><input name="rokn" value="<?echo
$rokn?>"size="30"/></td></tr>

<tr><td>Delka tehotenstvi: tyden</td><td><input name="tyden"
value="<?echo $tyden?>"size="30"/></td><td>+den</td><td><input
name="den" value="<?echo $den?>"size="30"/></td></tr>
<tr><td>AFP (mg/l)</td><td><input name="AFP" value="<?echo
SAFP?>"size="30"/></td></tr>

</table>

<p>

<button type="submit" >Insert</button>

<input type="hidden" name="tlac" value="insert"/>

</p>

</form>

<?else:

?>

<form method="get" action="AFP_main.php">

<table border=0>

<tr><td>Cislo vzorku</td><td><input name="vzorek"size="30"/></td></tr>
<tr><td>Rok vysetreni</td><td><input name="rokv" size="30"/></td></tr>
<tr><td>Rok narozeni</td><td><input name="rokn" size="30"/></td></tr>
<tr><td>Delka tehotenstvi: tyden</td><td><input
name="tyden"size="30"/></td><td>+den</td><td><input
name="den"size="30"/></td></tr>

<tr><td>AFP (mg/l)</td><td><input name="AFP" size="30"/></td></tr>
</table>

<p>

<button type="submit" >Insert</button>

<input type="hidden" name="tlac" value="insert"/>

</p>

</form>

<?endif;

?>

<table border=1 width=\"80%\" >
<thead>
<tr>
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<td>cislo vzorku</td>
<td>vysetrena</td>
<td>narozena</td>
<td>vek</td>
<td>gravidita (tyden)</td>
<td>gravidita (celk. dnu)</td>
<td>AFP (mg/l)</td>
<td>median</td>
<td>stav</td>
<td></td>
</tr>
</thead>
<tbody>
<?
$soubor= fopen("tabulka.csv", "r");
$array=file('tabulka.csv');
for ($i=0; $Si<count($array); $i++):
if (trim($array[$i])!=""):
/lecho $i," ", $array[$i];
$pole= explode(';',$array[$i]);
$vek= $pole[1]-$pole[2];
$gravtot= 7*$pole[3]+$pole[4];
if($pole[5]>$mom*$pole[6]):
$stav="PATOLOGIE";
else:
$stav="NORMAL";
endif;
echo " <tr><td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[0]</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[1]</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[2]</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$vek</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[3]</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$gravtot</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[5]</td>
<td width=\"8%\" align=\"right\">$pole[6]</td>
<td width=\"8%\" align=\"center\">$stav</td>
<td width=\"8%\" align=\"center\"><a
href=\"AFP_main.php?tlac=del&amp;id=$i\">Smazat</a></td>
</tr>";
endif;
endfor;
fclose($soubor) ;
?>
</tbody>
</table>

</div>
</body>
</html>
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