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ABSTRAKT

Cilem této disertatni prace bylo zavést metodiky analyzy vybranych
polymorfizmii genu PAPP-A (Pregnancy-Associated Plasma Protein A) a studovat
genetické pozadi genu PAPP-A  a sérové koncentrace PAPP-A a PIGF (Placental
Growth Factor) ve vztahu k patologickému téhotenstvi. DalSim cilem bylo zavést
metodiku dvourozmérné (2D) elektroforézy plodové vody.

Byla zavedena metoda na analyzu deseti polymorfizmi genu PAPP-A. Tyto
polymorfizmy, sérové koncentrace PAPP-A a plasmatické koncentrace PIGF byly
studovany u celkové 165 téhotnych pacientek ve tfetim trimestru gravidity s hrozicim
pred¢asnym porodem (N=98), preeklampsii (N=35), ristovou retardaci plodu I[UGR
(N=34) a benigni t€hotenskou cholestdzou (N=15). 114 zdravych té¢hotnych Zen slouZzilo
jako kontroly. V ramci této prace byla zavedena 2D elektroforéza plodové vody.

U pacientek s preeklampsii jsme nalezli signifikantné Castéjsi vyskyt genotypu
TT polymorfizmu Cys327Cys (C/T) genu PAPP-A v porovnéni s kontrolami. Pacientky
s téhotenskou cholestdzou vykazovaly trend k zvySenym hladindim PAPP-A, kdeZto u
pacientek s hrozicim pfedCasnym porodem byly tyto hodnoty spiSe nizsi. U pacientek s
téhotenskou cholestdzou a hrozicim pred¢asnym porodem se hladiny PI/GF nelisily od
kontrolni skupiny. Pozitivni korelace PIGF s hladinami PAPP-A byla nalezena u
skupiny zdravych téhotnych kontrol. U pacientek s hrozicim predCasnym porodem byl
nalezen negativni vztah PIGF s hladinami erytrocytli a hemoglobinu v obéhu matky. U
pacientek s IUGR byla nalezena negativni korelace PIGF s kreatininem.

NaSe vysledky pfispivaji ~ k pochopeni patologickych  mechanizmil
pacientek s cilem vcas zajistit vhodnou péci. Nicméné, pro potvrzeni naSich vysledk je

potieba dalsi studium s vétSim poctem pacientek s patologickym téhotenstvim.

Klic¢ova slova: téhotensky protein; PAPP-A; placentarni rustovy faktor; PIGF; benigni
téhotenska cholestdza; preeklampsie; jednonukleotidovy polymorfizmus; gen; rastova

retardace plodu; pfedCasny porod; sekvenace; plodové voda.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to establish methods for selected PAPP-A
(Pregnancy-Associated Plasma Protein A) gene polymorphisms analysis and to study
genetic background of PAPP-A and biochemical background of PAPP-A and PIGF
(Placental Growth Factor) in relation to risk pregnancy. Secondly, the aim was to
establish method for two-dimensional (2D) electrophoresis of amniotic fluid.

Methods for analysis of ten PAPP-A gene polymorphisms were established.
These polymorphisms, PAPP-A and PIGF levels were studied in together 165 women in
third trimester pregnancies complicated with threatening preterm labor (n=98),
preeclampsia (n=35), IUGR (Intrauterine Growth Restriction) (n=34) and ICP
(Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy) (n=15). 114 healthy pregnant women served as
controls. The method for 2D electrophoresis of amniotic fluid was established.

Preeclamptic patients had significantly higher frequency of TT genotype of
Cys327Cys (C/T) PAPP-A gene polymorphism compared to controls. Patients with ICP
had increased serum levels of PAPP-A compared to controls, in patients with
threatening preterm labor PAPP-A levels were rather decreased. PIGF levels did not
differ from control group in patients with ICP and threatening preterm labor. Positive
correlation was found between PAPP-A and PI/GF in group of healthy pregnant controls.
Negative relationship was found between PI/GF and erythrocytes and hemoglobin and
between PIGF and creatinine in patients with threatening preterm labor and TUGR,
respectively.

Our results contribute to better understanding of the pathological mechanisms in
risk pregnancies and can help to more effectively identify high-risk patients to provide
early and appropriate care. However, further study with larger groups of patients with

risk pregnancies is needed to confirm our results.

Key words: pregnancy-associated plasma protein A; PAPP-A; placental growth factor;
PIGF; intrahepatic cholestasis of pregnancy; preeclampsia; single nucleotide
polymorphism; gene; intrauterine growth restriction; preterm labor; sequencing;

amniotic fluid.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2DE dvourozmérnd elektroforéza

ACE angiotensin I convertujici enzym

AFP alfa-1-fetoprotein

AGT angiotensinogen

ALT alaninaminotransferdza

AMK aminokyselina

ANOVA analyza rozptylu (Analysis of Variance)

APS amoniumpersulfat

AST aspartataminotransferdza

BSA hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

CCD zafizeni s vazanymi néboji (Charge-Coupled Device)

CCP protein regulujici komplement (Complement Control Protein)

CMV cytomegalovirus

CRP C-reaktivni protein

CYP-17 cytochrom P450, rodina 17

dbSNP databéaze jednonukleotidovych polymorfizmt

ddNTP dideoxyribonukleotid fosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotid fosfat

DS Downtv syndrom

EBV virus Epstein-Barrové

EC klasifika¢ni ¢islo enzymtl (Enzyme Commision number)

ELISA enzymoimunochemické stanoveni (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
eNOS endotelidlni syntdza oxidu dusnatého (endothelial Nitric Oxide Synthase)
hCG choriovy gonadotropin

hPL lidsky placentédrni laktogen

HWE Hardy-Weinbergovo ekvilibrium

IFCC Mezinéarodni federace klinické chemie a laboratorni mediciny (International

Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)
IFN-y interferon-y
IGF inzulinu podobny rastovy faktor - 1 (Inzuline-like Growth Factor-1)



IGFBP protein vazajici inzulinu podobny rtstovy faktor (Inzuline-like Growth

Factor Binding Protein)

IL interleukin

IPG zakotveny pH gradient (Immobilised pH Gradient)

IUGR rustova retardace plodu (Intrauterine Growth Restriction)
LNR Lin12/Notch repetice

MMP matrixova metaloproteindza

mRNA medidtorova ribonukleova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

NCBI Narodni Centrum Biotechnologickych Informaci

NB nosni kustka (Nasal Bone)

NT nuchudlni translucence

PAGE polyakryl amidové gelové elektroforéza

PAPP-A téhotensky protein (Pregnancy-Associated Plasma Protein A)
PCR polymeréazova retézovd reakce (Polymerase Chain Reaction)
PD proteolytickd doména

PIGF placentarni ristovy faktor (Placental Growth Factor)
proMBP proforma hlavniho bazického eozinofilniho proteinu (proform of Eosinol

Major Basic Protein)

RAGE receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace (Receptor for Advanced
Glycosylation End Products)

SD smérodatna odchylka (Standard Deviation)

SNP jednonukleotidovy polymorfizmus (Single Nucleotide Polymorphism)

SP1 B-glykoprotein specificky pro téhotenstvi

TLR4 receptor podobny Toll 4 (Toll-Like Receptor 4)

TNF-a tumor nekrotizujici faktor-o (Tumor Necrosis Factor-a)

TRACE zesilena emise kryptatu rozloZend v ¢ase (Time Resolved Amplified
Cryptate Emission)

uE3 nekonjugovany estriol

VEGF vaskularni endotelidlni ristovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
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1 UVOD

vev s

Téhotenstvi je jednim z nejdulezitéjSich fyziologickych procest lidského
Zivota. Na pocitku téhotenstvi se v téle matky vytvafi fetoplacentarni jednotka, v které
dochdzi ke komunikaci krevniho obéhu matky a plodu. Proteiny produkované
fetoplacentarni jednotkou jsou dilezité pro fyziologicky vyvoj plodu a jsou
detekovatelné predevSim v krevnim ob¢hu matky a v plodové vodé. Nékteré z téchto
proteinli jsou dulezitymi markery v souCasnosti vyuZivanymi v diagnostice vrozenych
vyvojovych vad. NejnovéjSi vyzkum dokazuje, Ze téhotenské proteiny mohou byt
vyuzity jako markery dalSich patologickych stavii v t€hotenstvi i jinych onemocnéni

nesouvisejicich s t€hotenstvim.

1.1 Téhotensky protein PAPP-A

Tehotensky protein PAPP-A (Pregnancy-associated Plasma Protein A) byl
pivodné objeven v séru tchotnych Zen vroce 1974 spolu s dal§imi téhotenskymi
proteiny PAPP-B, PAPP-C, PAPP-D [1]. PAPP-C je zndmy také jako B-glykoprotein
specificky pro t¢hotenstvi (SP1) a PAPP-D jako lidsky placentdrni laktogen (hPL).
Nasledny vyzkum pfinesl optimistické vysledky pro piipadné vyuZiti proteinu PAPP-A
v diagnostice patologickych stavli v téhotenstvi [2]. Do popiedi zdjmu se protein
PAPP-A opét dostal az praci z roku 1990 [3], ve které byly popsany sniZené sérové
hladiny PAPP-A v prvnim trimestru t€hotenstvi s Downovym syndromem. Od té doby
fetdlnich aneuploidii. Rutinn¢ je vyuZivan pro biochemicky screening Downova
syndromu v 1. trimestru gravidity spolu s volnou podjednotkou choriogonadotropinu
B-hCG [4].

Stale vice studii potvrzuje, Ze sniZzené hladiny PAPP-A v prvnim trimestru
gravidity souvisi s komplikacemi v dal§im prabéhu téhotenstvi jako je pfedcasny porod,
rustova retardace plodu, preeklampsie nebo narozeni mrtvého plodu [5]. U pacientek
s preeklampsii vSak byly ve tfetim trimestru gravidity zjiSt€ny zvySené hladiny PAPP-A
proteinu v séru [6].

V soucasnosti tento protein nelze povazovat za Cisté ,,téhotensky*. Detekovany

byl v nizkych koncentracich také u netéhotnych zZen a muzi. Navic, stile vic poznatk
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z vyzkumu PAPP-A proteinu indikuje jeho potencidlni vyuziti v diagnostice dalSich
nemoci [7-9].

V téhotenstvi je PAPP-A protein syntetizovdn piedevSim buiikami placenty
syncytiotrofoblasty, jeho produkce byla detekovdna také v trofoblast-odvozenych
X buiikach [10]. V koncentracich 100-1000krat nizSich nez v prvnim trimestru gravidity
je tento protein exprimovan v dalSich reprodukcnich tkdnich Zen, napt. ovariich,
vejcovodu, endometriu a myometriu u Zen po menopauze. Mistem jeho syntézy je
i prostata a nereproduk¢ni tkdn€é Zen a muzl, napt. ledviny, tlusté stievo, bunky kostni
drené, prsni Zldza a patofyziologicky zménéné tkan¢ jako karcinom prsu a prostaty.

Déle byla sekrece PAPP-A proteinu prokdzdna u bunck jako osteoblasty,
fibroblasty, bunikky hladké svaloviny a granulosové bunky, které vSechny vykazuji
IGFBP-4 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein 4) proteindzovou aktivitu
zavislou na IGF (Insulin-like Growth Factor) [11].

PAPP-A neni exprimovan makrofagy [12]. Po jeho sekreci dochédzi k vazbé na

bunéény povrch autokrinnim/parakrinnim zptsobem [13-14].

1.1.1 Charakteristika a struktura PAPP-A molekuly

T¢hotensky protein PAPP-A (pappalysin-1, EC 3.4.24.79) je glykoprotein patiici
do skupiny metaloproteindz. Vysledkem translace je prekurzorovy prepro-protein
o délce 1627 aminokyselin s N-termindlni signdlni sekvenci 22 aminokyselin
a propeptidem délky 58 aminokyselin. Propeptid je vysoce bazicky, pl 12.9 je
vysledkem piitomnosti 17 Arg zbytkli a jenom tii kyselych zbytkd [15]. Funkce
propeptidu nebyla dosud objasnéna a zd4 se, Ze neni esencidlni ani pro skladani nebo
sekreci proteinu [16]. Samotny protein odvozeny z preproproteinu obsahuje 1547
aminokyselin s pI 5.4 a molekuldrni hmotnosti 200kDa. Biochemické analyzy odhalily
celkem 82 Cys zbytkli, které se vSechny podileji na disulfidové vazbé, dile 14
N-glykosyla¢nich mist a 7 mist pro vazbu glykosaminoglykani. Tato molekula
obsahuje také Zn>* vdzajici misto charakteristické pro mnoho metaloproteindz [17].

PAPP-A protein obsahuje pét zédkladnich domén (Obrazek 1-1, strana 13).
N-termindlni doména, dlouhd 243 aminokyselinovych zbytkli, pfipomina strukturu
lamininu G (Laminin G-like domain). Tato doména se v molekule lamininu opakuje
petkrat v oblasti a-fetézce. Smycky vycnivajici ve struktufe dvou zakiivenych B-listil

jsou odpovédné za vazbu ligandl, jako jsou proteiny, steroidy, nebo glykany [18].
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N-termindlni doména je esencidlni pro expresi PAPP-A a pfedpoklada se jeji vliv na

stabilitu proteolytické domény [19].

N AMK rozsah
Lamininu
G-podobna 1-243
doména
LHRA Proteo-
LHR2? Ivticka 244 592
n domena
M
? 593-1134
CCP moduly 11351474
1-5
LHR3

C-ter!'ninéllni 14571547
C domena

Obrazek 1-1. Schematicky diagram doménového uspofddani PAPP-A proteinu
(pfevzato a upraveno podle [12]). AMK — aminokyselina; LNR - Lin-12/Notch repetice;

Zn — zinek- vazajici sekvence; M — Met-otacka; CCP — protein regulujici komplement.

Proteolytickd doména je dlouhd asi 350 aminokyselin a je odpovédnd za
schopnost PAPP-A molekuly $tépit IGFBP-4. Ma globuldrni o+f strukturu. V této
doméné se vyskytuji dva moduly LNR (Lin-12/Notch repetice), dlouhé asi 26
aminokyselin. Treti LNR modul byl popsdn v koncové C-termindlni domén¢. Tyto
domény byly mimo PAPP-A protein popsdny jenom u tzv. Notch proteint,
transmembranovych proteint, které se zdsadné podileji na vyvojovych procesech [20].
Lin-12 motiv byl popsdn u Caenorhabditis elegans [12]. PAPP-A varianty s deleci LNR
modulll nejsou schopny Stépit IGFBP-4, coz naznacuje, Ze tyto oblasti jsou esencidlni

pro proteolytickou funkci enzymu.
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Dalsim strukturnim motivem proteolytické domény je zinek-vazajici sekvence
HEXXHXXGXXH a Met-otacka [17]. Tyto dva motivy jsou charakteristickymi prvky
metzincinové rodiny metaloproteindz. Soucasti aktivniho mista enzymu je ion zinku,
ktery je vazan tfemi histidinovymi zbytky (zvyraznény tu¢n¢). Hydrolyza je iniciovana,
kdyz glutamatovy zbytek (podtrZzeny, v ietézci PAPP-A na pozici 483) aktivuje
molekulu vody navédzanou na ion zinku. Methionin, ktery je striktné konzervovén
v sekvenci metzincind, je lokalizovan v B-otd¢ce pod ionem zinku (pozice 556 v fetézci
PAPP-A) [21].

Funkce tfeti domény, lezici v centrdlni Casti molekuly PAPP-A, neni dosud
objasnéna. Obsahuje piiblizné 500 aminokyselinovych zbytkt.

Ctvrta doména se sklddd z péti kopii CCP (Complement Control Protein)
modulu. Ten je tvofen asi 60 aminokyselinovymi zbytky se strukturou B-sklddaného
listu a je moZné ho najit v riiznych proteinech, v€etné selektinil a proteinti komplementu

[22]. Tato doména je zodpovédnd za vazbu proteinu na bunécny povrch [12].

1.1.1.1 Metzincinova rodina metaloproteinaz

Metzincinovd rodina metaloproteindz se d€li do péti podskupin podle poctu
aminokyselin rozdélujicich zinek-vazajici sekvenci a Met-otacku (Kapitola 1.1.1, strana
12). Plvodné ctyfi zdstupce matrixiny (matrixové metaloproteindzy), serralysiny,
astaciny a adamalysiny doplnila pata podskupina pappalysinti [21] s délkou rozd¢€lujici
sekvence 63 aminokyselin (Tabulka 1-1, strana 15). Prvnim z4stupcem této podskupiny
se stal téhotensky protein PAPP-A. Druhym zistupcem je PAPP-A2 protein
(Pregnancy-Associated Plasma Protein A2), ktery je ze 45% homologni s PAPP-A a na
rozdil od této molekuly neni schopen védzat se na povrch bunck [23]. NejnovéjSim
zastupcem pappalysinli je ulilysin izolovany z archeonu Methanosarcina acetivorans
z kmene Euryarchaeota [24]. Proulilysin ma velikost 38 kDA, pficemZ obsahuje pouze
pro doménu a katalytickou doménu. Vykazuje sekven¢ni similaritu s molekulou
PAPP-A. V roce 2006 skupina Tallantové a spol. [24] spolu s jeho objevenim popsala
také jeho krystalickou strukturu a poskytla tak model trojrozmérné struktury

proteolytické domény pappalysint.
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Tabulka 1-1. Metzincinovd rodina metaloproteindz — piiklady zdastupci

a charakteristickd délka sekvence rozdélujici Zn-sekvenci a Met-otacku.

Rodina Piiklady zdstupcii Pocet AMK
Matrixiny Matrilysin, Kolagendza I, 11 7
Serralysiny bakteridlni proteindzy 27-28
Astaciny Kostni morfogeneticky protein 1 44-46
Adamalysiny proteinazy hadiho jedu 13-19
Pappalysiny PAPP-A, PAPP-A2, ulilysin 63

AMK - aminokyselina

1.1.1.2 PAPP-A homology

Aminokyselinové sekvence PAPP-A  homologli vykazuji vyznamnou
konzervaci, kterd indikuje esencidlni funkci PAPP-A proteinu u savcich druhi.
Naptiklad aminokyselinova sekvence lidské a mySi nebo potkani PAPP-A se shoduji
v 91 procentech [25]. PAPP-A protein byl popsdn také u dalSich obratlovcl véetné
rybich druhtt Fugu rubripes (60% shoda slidskou PAPP-A) nebo Tetraodon
nigroviridis (50% shoda s lidskou PAPP-A). U bezobratlych Zivo€i$nich druht nebyl

tento protein nalezen [12].

1.1.2 PAPP-A a jeho funkce

Biologicka funkce PAPP-A proteinu byla objasnéna az v roce 1999 [26], kdy
byla z lidskych fibroblasti izolovdana IGFBP-4 proteindza zdvisld na IGF a posléze
charakterizovédna jako t€¢hotensky protein PAPP-A.

IGFBP-4 (Inzulin-like Growth Factor-Binding Protein 4) pusobi v bunice jako
inhibitor IGF-I a IGF-II (Inzulin-like Growth Factor I a II) molekul, ke kterym se vdze
s vysokou afinitou a zabranuje tak jejich interakci s IGF-I receptorem. PAPP-A §tépi
IGFBP-4 uprostied molekuly a tim dochdzi k vyznamnému poklesu afinity k IGF
molekuldm. Ty se pak vazou k receptoru a aktivuji signdly bunécného ristu a pteziti

[26-30] (Obrézek 1-2, strana 16).
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Interakce PAPP-A s IGFBP-4 je zavislda na pfitomnosti IGF-I nebo IGF-II.
Vazba téchto molekul na IGFBP-4 usnadnuje jeji proteolyzu PAPP-A molekulou [31].

Novéjsi studie z této oblasti naznacuji, Ze kromé IGFBP-4 slouZi jako substraty
pro PAPP-A enzym také IGFBP-2 a IGFBP-5 [32, 33]. Proteolyza IGFBP-2 PAPP-A
proteinem vykazuje zavislost na IGF, naproti tomu Stépeni IGFBP-5 je na piitomnosti
IGF nezévislé [32, 34]. Studie z roku 2004 prokézala, Ze za substrdtovou specifitu
PAPP-A proteinu jsou v molekule enzymu odpovédny LNR moduly (viz. kapitola 1.1.1,
strana 12). Neptitomnost téchto modul v molekule enzymu zptsobuje kompletni ztratu
proteolytické aktivity vici IGFBP-4, pficemz schopnost Stépit IGFBP-5 ziistava
zachovana [35].

Kromé& IGFBP proteolytické aktivity se PAPP-A vyznacuje schopnosti Stépit
sama sebe, cozZ je vlastnost, kterou vykazuji i dalsi proteiny ze skupiny metzincina [36].
Misto Stépeni je lokalizovdno v mist¢ LNR2 modulu proteolytické domény PAPP-A
a vysledkem reakce jsou fragmenty s molekuldrni hmotnosti 150kDa a 50kDa. Vyznam

této autoproteolyzy neni dosud znam.

o W t.& ) f‘:‘:;:s:w
a8 ':A 2 jb.
| il

I A i

IGF '
receptor Proteoglykan v

Obrazek 1-2. Vliv PAPP-A proteinu na signdlni drahu IGF. IGF molekula vazana
v komplexu s IGFBP-4 neni schopna interakce s IGF receptorem. Po proteolyze
IGFBP-4 enzymem PAPP-A se afinita vzniklych fragmentt k IGF sniZuje a uvolnéné

molekuly IGF se tak mohou vazat na receptory a tim aktivovat IGF signdlni drahy.
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1.1.3 PAPP-A/proMBP komplex

PAPP-A se vséru a plazmé t¢hotnych Zen vyskytuje jako heterotetramér
PAPPP-A/proMBP, slozeny ze dvou podjednotek PAPP-A a dvou podjednotek proMBP
(proform of FEosinol Major Basic Protein) vazanych disulfidovymi vazbami
s molekularni hmotnosti zhruba 500kDa (Obrazek 1-3, strana 18) [37]. Podjednotky
PAPP-A/proMBP komplexu mohou byt irreverzibiln¢ oddéleny pomoci redukce
disulfidovych vazeb a denaturace.

ProMBP o molekulové hmotnosti 38kDa je sloZen z pro-domény, kterd obsahuje
90 vysoce kyselych aminokyselinovych zbytki spl 4.0 a je do znatné miry
glykosylovédna [38]. Naproti tomu 117 aminokyselin dlouhd& MBP-doména je vysoce
bazicka s pI 11.0 bez evidence glykosylace [39, 40]. V t¢hotenstvi proMBP vytvéii také
2:2 komplex s angiotensinogenem a 2:2:2 komplex proMBP/angiotensinogen/komple-
ment C3dg [41]. Koncentrace posledné¢ zminéného heterohexaméru v séru stoupa
behem koagulace krve, coz naznacuje aktivaci komplementu v krvi [42].

Zraly MBP protein je pro sav¢i buiiky cytotoxicky a predstavuje vic nez 50%
bilkovinového obsahu v granulich eosinofilll [43, 44]. Degranulaci je z eosinofilil
uvoliiovén a podili se tak na efektorovych funkcich téchto bun¢k [45].

Mistem syntézy proMBP jsou na rozdil od PAPP-A proteinu jenom X-bunky
placenty, coZ naznacuje, Ze kovalentni vazba mezi podjednotkami komplexu vznika
v extracelularnim prostoru po sekreci. Vice nez 99% sekretovaného PAPP-A proteinu je
v séru téhotnych Zen vaziano do PAPP-A/proMBP komplexu. Stopové mnozZstvi
PAPP-A (méné nez 1%) se v séru nachdzi voln¢, nevdzano do komplexu, a vykazuje az
100krat vysSsi proteolytickou aktivitu, nez PAPP-A/proMBP komplex. Tento fakt
ukazuje na to, Ze proMBP protein slouzi jakoZto pfirozeny proteinasovy inhibitor
in vivo. M¢fitelnd aktivita PAPP-A/proMBP komplexu je pravdépodobné déana
pfitomnosti minoritni subpopulace castetn¢ inhibovaného PAPP-A v 2:1 komplexu
s proMBP. Protoze v séru téhotnych Zen je koncentrace PAPP-A znac¢né zvySend,
inhibice proMBP proteinem je dileZitym mechanizmem, ktery zabrafiuje dramatickému
zvySeni IGFBP-4 proteindzové aktivity v obéhu. Naproti tomu, lokdlné zvySend
IGFBP-4 proteindzova aktivita se uplatiiuje v procesu vyvoje placenty [16]. Tento typ
interakce, pii které dochdzi ke vzniku kovalentni vazby mezi enzymem a jeho

inhibitorem, pfedstavuje novy mechanizmus inhibice proteindz [16].
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Majoritni ¢ast PAPP-A se v téhotenstvi vyskytuje v komplexu s proMBP [37],
kdeZto u akutnich korondrnich syndromi je jedinou relevantni formou jeji volnd forma
[46].

Podil mezi specifickou hladinou proMBP a PAPP-A mRNA se v placenté béhem
téhotenstvi méni. Exprese m-RNA obou proteinli je na zacatku téhotenstvi niZsi
a v prubéhu tehotenstvi stoupd az do obdobi porodu. Hladina PAPP-A m-RNA vsak
roste relativné vice, neZ hladina proMBP m-RNA. To odpovidd také zméndm
v molarnim poméru PAPP-A:proMBP v séru, kdy na zacatku t€hotenstvi je pozorovan

pomér exprese 1:10, pfiCemz ve tietim trimestru je tento pomér pouze 1:4 [11].

Seskupeni

dornén LHR1-3

PAPP-A Vznik komplexu

PAPP-A/proMBP
ct-3|

LA C381 (]
LHR2
PO s proMBP C169

CES2

Dimerizace !
Wznik disulfidowé vazbey Weznik disulfidowich vazeb
1120 mezi atomy uhliku C1130 CEH[PAPP-A] - C3[praMEFR]
obou ol ekul E
CES2(PAPP-A) - C163(praMEPR)
N
LHE3 Seskupeni
damén LNFRA-3
PAPP-A monomer
(200kDa) Proteolyticky aktivni Proteolyticky neaktivni
PAPP-A homaodimer PAPP-A/proMBP komplex

{400kDA) (500kDa)}

Obrazek 1-3. (pfevzato a upraveno podle [12]). Tvorba diméru a heterotetraméru
PAPP-A. (a) Po pocitecni nekovalentni interakci mezi dvéma molekulami (200kDa)
dochdzi ke vzniku disulfidové vazby mezi atomy uhliku C1130 kazdé podjednotky.
Vznika proteolyticky aktivni PAPP-A homodimér (400kDa), kterého podjednotky jsou
uspotradany antiparalelné. Pfitom dochdzi ke vzdjemnému piiblizeni moduli LRN 1, 2
a 3, které tak vytvaii spoleCnou funkc¢ni jednotku [35]. (b) Volné thiolové skupiny
PAPP-A (atomy uhliku C381 a C652) se zucastiiuji na kovalentni vazbé mezi PAPP-A
a proMBP, pficemz vznika proteolyticky neaktivni heterotetramerni komplex (500kDa).

PD - proteolytickd doména.
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1.1.4 Exprese PAPP-A in vivo

U zdravych jedinct jsou sérové hladiny PAPP-A proteinu velmi nizké [7, 8].
V pribéhu fyziologického téhotenstvi koncentrace PAPP-A v séru linedrné stoupd az do
doby porodu a po ném jeho hladina klesd s biologickym polo¢asem 3-4 dni [47].

PAPP-A slouZzi v organizmu jako reguldtor IGF molekul, které jsou nezbytné pro
normdlni rist béhem fetdlniho vyvoje a optimalni plodnost v reprodukénim véku [48].
ZvySena exprese PAPP-A byla pozorovana pii hojeni ran v granulaéni tkdni pokozky
v misté rdny a pfilehlych oblastech spolu s aktivaci makrofdgi a myofibroblasti [49].
Tyto poznatky naznacuji cilenou a regulovanou expresi PAPP-A pfi procesech akutniho
poskozeni a ptestavby tkdné in vivo. DalSimi procesy, pfi kterych se uplatiiuje tento
protein, jsou ovaridlni folikuldrni vyvoj a vyvoj a rust placenty [50-52]. Navic, studie
zroku 2001 a 2006 naznacuji mozné patologické pusobeni PAPP-A proteinu
v odpovédi na chronické poskozeni, jelikoZ jeho zvySend exprese byla pozorovana
u nestabilnich aterosklerotickych platl v asociaci s aktivovanymi makrofagy a bunikami
hladké svaloviny [7, 53]. Lze tedy fici, Ze PAPP-A protein se uplatiiuje v lidské tkéani
v rozmanitych biologickych procesech zahrnujicich rychly a striktné kontrolovany rist
a vyvoj, jako je hojeni ran, piestavba kostni tkané, folikulogeneze, vyvoj placenty

a ateroskleréza (Obrazek 1-4).

Prestavba Kostni
tkané

- ~ d N
Tehotensta

S\\nglléiizladke Granulosoyve
: buriky
Ateroskleroza Folikulogeneze

Obrazek 1-4. Mista syntézy PAPP-A proteinu v lidské tkani (pfevzato a upraveno
podle [12]).

19



1.2 Placentarni riustovy faktor PIGF

Placentarni rastovy faktor PIGF (Placental Growth Factor) je protein patiici do
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) rodiny, kterd se uplatiiuje ve vyvoji
a rustu vaskularniho a lymfatického endotelu, zejména v pritbéhu embryogeneze [54].
Tato rodina dédle zahrnuje vaskuldrni endotelidlni faktory VEGF/VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D a VEGF-E (virovy). PIGF byl poprvé popsdn v roce 1991 [55]
a o 10 let pozdéji byla objasnéna jeho trojrozmérnd struktura (Obrazek 1-5, strana 21)
[56]. PIGF a VEGF-A se shoduji ve 42% aminokyselinové sekvence a jejich struktury
dosahuji zna¢né podobnosti. Lidsky PIGF gen je lokalizovan na chromozomu 14 a Cita
celkové 7 exonu [57].

Za fyziologickych podminek je PIGF primarn€ exprimovan buiikami placenty
trofoblasty béhem té¢hotenstvi [58]. Produkovany je také tkanémi jako srdce, plice,
Stitnd zlaza a uplatiiuje se u nekterych patologickych stavii jako je hojeni ran nebo

regulace riistu a angiogeneze u nadoru [59].

1.2.1 1zoformy PIGF

V disledku alternativniho splicingu primarniho transktriptu se lidsky PIGF
vyskytuje ve Ctyfech izoformach: PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 a PIGF-4 [57, 60, 61]. Ty se
lisi ve své velikosti, vlastnostech sekrece i afinitich vazby. PIGF-1 je homodimér
s molekuldrni hmotnosti ~46kDa s velikosti 131 aminokyselin/monomer. Placentarni
rastovy faktor-2 je 152 aminokyselin dlouhy a jako pre-protein obsahuje 18
aminokyselinou signdlni sekvenci. Proti PIGF-1 obsahuje navic vysoce bazickou
sekvenci (21 aminokyselin), kterd je odpovédnd za vazbu na heparin. PIGF-3, ktery
obsahuje 203 aminokyselin, a PIGF-1 se vdZou na receptor pro vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor VEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1). Tato vazba
zpusobuje amplifikaci signdlu receptoru VEGFR-2 a tim dochéazi k zesileni VEGR-
tizené odpovédi [62]. PIGF-4 obsahuje navic od PIGF-3 doménu odpovédnou za vazbu
na heparin [61].

U mySi byl nalezen pouze homolog PIGF-2, ktery je identicky ze 65%

s odpovidajici lidskou izoforomou [63].
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VEGFR-1

" VEGFR-

Obrazek 1-5. Trojrozmérnd struktura PIGF-1 (pfevzato a upraveno podle [56]).
Interakce dvou monomerti PIGF-1 (oranZovd a modrd barva) s receptorem VEGFR-1

(zelend a fialova barva).

1.2.2 Funkce PIGF v téhotenstvi

Angiogeneze, tvorba novych cév z jiz existujiciho endotelu, patii mezi kliCové
procesy ve formaci placenty. Do tohoto procesu jsou zapojeny rizné faktory, které bud’
tyto procesy usnadiiuji, nebo jej naopak potlacuji. Tyto faktory jsou dilezité pro
spravny vyvoj placenty a plodu. SniZzené hladiny placentdrniho riistového faktoru P/IGF
v séru matky jsou dulezitym ukazatelem placentarni dysfunkce [64]. Na druhé strané,
PIGF -/- mys je fertilni, normélniho vzhledu. V dasledku toho neni funkce tohoto
proteinu v embryondlnim vyvoji cév pln¢ objasnéna [65]. Z vicero studii rdznych
vaskularnich onemocnéni vyplyvd, Ze PIGF md jak angiogenni, tak antiangiogenni
funkci, zdvislou na patofyziologickych podminkach. Vazbou na receptor VEGFR-1
muze PIGF nasmérovat vaskuldrni endotelidlni faktor VEGF k receptoru VEGFR-2
a tim podpofit angiogenezi [66]. Naopak heterodimery VEGF/PIGF mohou angiogenezi
potlacit [67].

Hladiny PIGF ve fyziologickém téhotenstvi postupné stoupaji aZz do konce

druhého trimestru a poté postupné klesaji azZ do obdobi porodu [68].
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1.3 Mutace a polymorfizmus

Obecné vzato se lidsky genom poklada za vysoce stabilni, pfesto v ném dochédzi
k riznym typlim mutaci. Bud’ se jednd o somatické mutace, které vznikaji v télovych
bunikdch jedince, nebo o gametické mutace, které jsou dédicné a postihuji buiiky
zérode¢né drédhy. Podle rozsahu pak vznikaji mutace genomové (dochdzi
k abnormélnimu rozdéleni chromozomt béhem bunééného deleni, napf. Downlv
syndrom), chromozomdlni (zmény struktury chromozomul, napf. mikrodelece
chromozomu 22q11.2) nebo genové, u kterych dochdzi ke zmén¢ nukleotidd uvnitt
genu a které mohou ovlivnit funkci genu.

V ramci genovych mutaci pak mize dochazet k delecim, inzercim a substitucim
a to u jednoho nebo vice nukleotidl uvnitt genu.

Je nutno rozliSit pojem mutace a polymorfizmus. Jiz v roce 1940 Ford et al. [69]
definoval geneticky polymorfizmus jako pfitomnost vice nez jedné alely (formy genu)
v tomtéZ lokusu minimdlné u 1% sledované populace. Naproti tomu u mutace je zména
nukleotidu pfitomna velmi zfidka, standardné u méné nez 1% procenta sledované
populace. V lékaiské genetice se pojem mutace pouziva k popisu zmeény DNA, kterd
reprezentuje abnormélni formu genu a je pfitomna u skupiny lidi s urCitou patologii,
pficemz u zdravych kontrol se nenachdzi. V dalSim textu jsou diskutovany jediné
mutace vyskytujici se u vice neZ jednoho procenta sledované populace, tedy

polymorfizmy.

1.3.1 Jednobodovy polymorfizmus SNP

Vv,

Nejjednodussi typ genetického polymorfizmu je jednobodovy polymorfizmus
SNP (Single Nucleotide Polymorphism). U tohoto typu polymorfizmu dochazi ke zméné
jednoho nukleotidu v sekvenci DNA.

SNP se muze vyskytovat v kédujicich oblastech genu (exonech), v nekdédujicich
oblastech genu (intronech) a v oblastech mezi geny. Jednobodovy polymorfizmus
lokalizovany v kédujici sekvenci nemusi nutné zpusobit zménu v aminokyselinové
sekvenci proteinu, ktery koduje, a to diky degeneraci genetického koédu. Stejnou
aminokyselinu kéduje vice kodoni, které se nejcastéji lisi ve své tieti pozici, napiiklad

kodony GAA a GAG oba kéduji aminokyselinu glutamin. Proto to, zda dojde ke zméné
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aminokyseliny v proteinovém fetézci je zdvislé na tom, ve které pozici v kodonu
dochdzi ke zméné nukleotidu.

Polymorfizmus, ktery nezplisobuje zménu aminokyseliny, se oznacuje
synonymni (tichd mutace). Dochazi-li ke zmén¢ aminokyseliny, jedna se o nesynonymni
polymorfizmus. SNP, ktery nespadd do kdédujici oblasti genu, mize mit vliv na funkci
genu na urovni splicingu (sestfihu) m-RNA, vazby transkripnich faktor, muZe
ovlivnit také sekvenci nekddujici RNA, nebo stabilitu proteinu.

Jednobodovy polymorfizmus tvoii az 90% vSech genetickych mutaci u lidi

a v lidském genomu se objevuje s frekvenci 300-1000 bazi [70].

1.3.2 Jednobodové polymorfizmy genu PAPP-A

Gen pro lidsky tchotensky protein PAPP-A byl vroce 1993 lokalizovdn na
chromozomu 9q33.1 [71]. 200 000 bazi dlouhy gen obsahuje 22 exonil s velikosti od 72
do 1063 nukleotida [72].

V databdzi polymorfizmt Narodniho centra biotechnologickych informaci NCBI
(National Center for Biotechnology Information) [73] je registrovdno (k datu
27.7.2011):

¢ 44 polymorfizmt v exonovych ¢dstech
e 37 polymorfizmi v oblastech, které nepodléhaji translaci
e avice nez 2000 polymorfizmi v intronovych oblastech.
V exonech se nachdzi 16 synonymnich polymorfizml, 26 nesynonymnich

polymorfizmii a 2 delece (Tabulka 1-2, strana 24).

Do dnesni doby bylo vydano pouze nékolik védeckych praci, které se zabyvaji
studiem PAPP-A polymorfizml. Studie zroku 2006 se zabyvd moZnou asociaci
polymorfizmu Ser1224Tyr (rs7020782, exon 14) genu PAPP-A s opakovanymi potraty
[74]. Dals{ studie poukdzala na vztah polymorfizmu C/G (rs13290387, intron 6) genu
PAPP-A k akutnimu infarktu myokardu [75].

NasSe skupina studovala polymorfizmy na exonu (resp. Casti intronu) 2, 5, 6, 7
genu PAPP-A u pacientek s komplikacemi v t€¢hotenstvi [76, 77]. Podrobnéji viz.
kapitola 4.2, strana 58.
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Tabulka 1-2. Prehled jednonukleotidovych polymorfizmi v exonovych oblastech

genu PAPP-A.
Polymorfizmus
Exon Synonymni Nesynonymni Delece
1 Ala57Ala rs860228 Ser5lle rs417012
Trp6Leu rs417019
Ala48Pro rs397077
Arg55Gly rs2517370
GIn105His rs11377
2 Gly276Gly rs115729347  Aspl42Gly  rs112313704
Cys327Cys 1512375498 Glu309Lys  1rs113943017
Val397Val  rs80284365 Pro324Leu rs445154
Gly437Gly  rs56341056 Pro325Leu rs445159
Glu373Lys  rs116194500
4 Pro586Pro  rs57672573 Thr630Thr rs34289934
5 Arg654Lys rs432500
Ala678Pro rs34371232
Thr686Ala rs35578777
6 Glu715Glu  rs35407884
7 Gly847Gly  rs76135391 Phe802Leu rs1063409  Ser827Leu/Ser 1534087604
Thr857Thr  rs41280071 GIn854Xxx  rs112566371
8 Ser944Arg  rs117124330
10 Pro987Pro  1s35565319  Asnl007Ser  rs10983107
11 le1056Val  rs111984106
12 | Glyl111Gly 1579136957
14 | Aspl253Asp r1s112369830  Ser1224Tyr rs7020782
15 Argl315His  rs116551272
Prol317Leu  rs60642076
16 |Cysl1362Cys 152296069 Prol351Ala  rs55679739
Vall383Met  rs55901693
17 Lys1401GIn  rs35947124
18 Leul451Pro  rs117752286
19 |Vall534Val rs3827668
22 | Aspl601Asp 1s10759836 His1612Gln  rs35109458
Aspl605Asp 1562575393
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1.4 Laboratorni diagnostika patologickych stavii v téhotenstvi

1.4.1 Diagnostika vrozenych vyvojovych vad

Vv s

Jednou z nejdilezitéjSich oblasti preventivnich vySetfeni je bezpochyby péce
o t¢hotné Zeny a efektivni systém sledovani vyskytu vrozenych vyvojovych vad.

Screening v 1. trimestru gravidity byl do klinické praxe zaveden teprve
v poslednich nékolika letech. Spocivd ve spolecném vyhodnoceni vysledkl
biochemickych vySetfeni (odbér krve v 10.-13. tydnu téhotenstvi) a ultrazvukového
vySetfeni (obvykle v 11.-14. tydnu). Pfi biochemickém vySetieni se zjiStuji sérové
hladiny téhotenského proteinu PAPP-A a volné podjednotky B-hCG. Hladiny PAPP-A
proteinu jsou v séru téhotnych Zen sniZené u vétSiny chromozomadlnich aberaci,
u Downova syndromu (trisomie 21. chromosomu) jenom v prvnim trimestru. Naproti
tomu zvysené hladiny volné podjednotky B-hCG indikuji rizikové t€hotenstvi.

Ultrazvukové vySetfeni obsahuje zméfeni Sijového projasnéni u plodu —
nuchudlni translucence (NT). Jednd se o zméfeni tlousStky anechogenni zény (véetné
sept nebo cyst) v nuchudlni oblasti plodu mezi kiZi a pojivovou tkéni, pokryvajici kréni
patef. Optimdlnim obdobim pro méifeni NT je 11.-14. tyden téhotenstvi. Déle se
vySetiuje pritomnost nosni kiistky (NB) u plodu (Obrazek 1-6, strana 26).

VytéZnost screeningu v prvnim trimestru je aZz 80% pii faleSné pozitivit€ kolem
4-5%. Velkou vyhodou je nepochybné také vCasnd diagnostika a nasledna prenatdlni,
perinatdlni a postnatédlni péce [78, 79].

Dalsi moZnosti je screening provadét v II. trimestru gravidity (14.-20. tyden),
kdy se tzv. triple testem vySetfuje hladina AFP (a-1-fetoproteinu), hCG (choriového
gonadotropinu) a uE3 (nekonjugovaného estriolu). Ultrazvukovym vySetienim se
upfesni gestacni staii plodu. Velkou nevyhodou je vytéznost testu pouze kolem 69% pfti
faleSné pozitivité 5%.

Ve svété nejvice propagovanou moznosti je provadeéni tzv. integrovaného testu,

kdy jsou hodnoceny vysledky spole¢né z obou trimestrii. Uvadi se, Ze senzitivita tohoto

testu dosahuje 94% s 5% faleSnou pozitivitou [78, 79].
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Obrazek 1-6. (pievzato z [80]) Ultrazvukovy snimek plodu s normdlni tloustkou

nuchudln{ translucence (NT) a pritomnosti nosni kiistky (NB).

1.4.2 VySeti‘eni plodové vody

Odbér plodové vody nachazi v soucasnosti velké uplatnéni v oblasti prenatalni
diagnostiky. Pro chromozomadlni vySetfeni bunék plodu ziskanych amniocentézou slouZzi
molekuldrné cytogenetické metody, které jsou v Ceské republice souédsti rutinni praxe
[79].

Dalsi metodou, kterd ma v oblasti diagnostiky patologickych stavi
v te¢hotenstvi velky potencidl, je proteomicka analyza plodové vody.

Vyzkum se v poslednich letech zamétfuje na plodovou vodu z divodu, Ze toto
medium je vhodné ke studiu proteinil specifickych pro téhotenstvi a plod s mozZnosti
lepsiho pochopeni fyziologie téhotenstvi a vyvoje plodu. Na druhou stranu je nutné
respektovat fakt, Ze odbér plodové vody patii mezi invazivni vykony s jistym rizikem
abortu nebo pred¢asného porodu.

VyuZiti proteomiky v oblasti lidskych reprodukénich procestt ma velky vyznam
predevs$im v identifikaci novych biomarkeri pro diagnostiku a v€asny zachyt nemoci.
Téhotenstvi a porod jsou procesy, které =zdvisi na komplexnich interakcich
intracelularnich a extraceluldrnich signalti, jako jsou hormony, adhezni molekuly,

rustové faktory a imunomoduldtory [81]. Dynamika rovnovéhy téchto faktort v pribéhu
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téhotenstvi je slozitd. V piipad¢ fetdlnich genetickych abnormalit mtize byt tato
rovnovaha poruSena a identifikace relevantnich markeri by mohla pomoci v identifikaci
specifického typu patologie nebo jeji zdvaznosti [82]. Cilem je popsat markery, které
jsou specifické pro plod a jejich exprese ve fyziologickém téhotenstvi je odlisSnd od
patologickych stavli. Proteomickd analyza studuje komplexni bilkovinovy soubor
daného biologického materidlu a muZe potencidlné vést k identifikaci tzv. panelu
markerd s dostate¢nou sensitivitou a specificitou pro danou klinickou aplikaci.

Prvni publikace zabyvajici se proteomickou analyzou lidské plodové vody byla
vyddna v roce 1997 [83]. Nilsson a spol. pak byli prvni skupinou, kterd k identifikaci
proteinli vyuZzila metodu hmotnostni spektrometrie MS (Mass spectrometry) [84]. Od té
doby byly publikovany dalsi prace, které se zabyvaly identifikaci proteini a jejich
rozdilnou expresi v raznych stadiich t€hotenstvi [85-87]. Ve studii z roku 2007 [87]
byla v plodové vodé¢ poprvé s vyuzitim proteomické analyzy a MS identifikovana
vétSina biochemickych markerG vyuZivanych v klinické diagnostice patologii

asociovanych s t¢hotenstvim, napiiklad B-hCG a AFP u Downova syndromu.

1.4.3 Patologické stavy v téhotenstvi

Preeklampsie, pfedcasny porod, rastovd retardace plodu IUGR (Intrauterine
morbidity a mortality plodu a matky. Patogenetické mechanizmy, které jsou ptiinou

téchto poruch vsSak nejsou dodnes plné objasnény.

Preeklampsie. Toto onemocnéni postihuje kolem 3% téhotnych Zen [88], v rozvojovych
krajindch se incidence pohybuje aZ kolem 8-14% [89].

Preeklampsie je definovéana jako zvySeny krevni tlak v téhotenstvi nad hodnoty
140/90 mm Hg, proteinurii vyS$si nez 300mg/24hod, elevaci kyseliny moc¢ové v séru nad
hodnoty 320 umol/L a otoky s manifestaci nemoci po 24. tydnu téhotenstvi. Vyssi
proteinurie u preeklampsie vznikd poskozenim bazdlni membriny glomerulil a sniZenim
zpétné resorpce proteinti v tubulech. Klinickymi projevy preeklampsie jsou mimo
hypertenze a proteinurie také dal$i multisystémové abnormality u matky a fetdlni
syndromy jako rtistova retardace plodu, redukce mnoZstvi plodové vody a abnormalni

funkce placenty [90].
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Navzdory velkému usili ze strany védcli neni patogeneze onemocnéni stédle piilis
jasnd. Mezi navrhované patofyziologické mechanismy patii naptiklad imunitni
maladaptace, oxidacni stres, placentdrni ischémie a zvySeny oxidacni stres [90, 91]. Je
pravdépodobné, ze se jednd o multifaktoridlni onemocnéni, které je podminéno jak
genetickymi, tak i vnéjSimi vlivy.

Vyzkum genetického pozadi vzniku preeklampsie je zaméfen predevSim na
kandidatni geny souvisejici s trombofilii, oxidacnim stresem, lipidovym metabolizmem
a renin-angiotensinovym systémem, vcetné Flt-1 genu (Fms-like Tyrosine Kinase-1)
[92, 93]. Navic, studiem gentt AGT, renin, eNOS a dalSich byla zjiSténa jejich asociace

také s esencidlni hypertenzi v bézné populaci [94-97].

Piedcasny porod. Plody narozené mezi 24. az 37. tydnem gestace jsou oznaceny jako
predCasné¢ narozené. Mezi klinické piiznaky hroziciho ptfedcasného porodu patii
kontrakce, pokroCily vagindlni ndlez, pfedCasny odtok plodové vody a krvaceni.
Frekvence pfed¢asnych porodii v Ceské republice kolisa mezi 5-6%. PfedEasné porody
se podili na perinatdlni, resp. asné neonatdlni mortalit¢ a morbidité az v 70% [98, 99].
mirou se na vyvoji tohoto patologického stavu podileji genetické i vnéj$i faktory.

Mnohé studie jiZz prokdzaly potencidlni roli jednotlivych genli v procesu
fyziologického a patologického porodu. Mezi nejvyznamnéjsi skupiny genti, u kterych
byla zjisténa jejich asociace s predCasnym porodem, patii geny zapojené do procesu
vyvolanych infekei (TLR4, CARDIS5), geny zapojené do zanétlivych pocesii (napf.
TNF-o; IL-10, IL-2, IFN-9) a geny podilejici se na metabolismu matrixu (napi. MMP],
MMPS8, MMP9) [100].

Russtova retardace plodu, nebo TUGR, je definovdna jako opozdéni intrauterinniho
rustu a vyvoje plodu podle ultrazvukové biometrie ve vztahu ke gestatnimu staii.
Nejcastéjsi pricinou vzniku IUGR je placentarni dysfunkce. Dusledkem je
snizeny prutok placentou a redukovand perfuze v interviléznim prostoru. Neadekvatni
vyména Zivin vede k ristové retardaci. Dal§imi rizikovymi faktory jsou vnéjsi vlivy
jako koufeni a celkovd malnutrice. Navic, je fada genetickych onemocnéni, kterd
zpusobuji ristovou retardaci plodu (mnohocetné polygenné¢ dédicné vady,

chromozomalni aberace, atd.) [98].
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Mezi geny, u kterych byla zjisténa souvislost s riistovou retardaci plodu, patii
mimo jiné Fas, ACE, TNF-o. a CYP-17 [101-104]. Polymorfizmus genu MMP-2, ktery
se uplatiiuje pfi implantaci embrya, byl studovidn ve fetilni DNA a potvrzen jako

prediktivni faktor rozvoje IUGR [105].

Benigni téhotenskd cholestdza, nazyvand také hepatopatie, je onemocnéni
charakterizované cholestdzou v jaternich Zlucovodech a vyskytuje se v poslednim
trimestru gravidity. Celkova incidence je cca 1-1,5%. Hlavnim pfiznakem je pruritus.
Nemoc obvykle za¢ind dpornym svédénim koncetin, plosek rukou a nohou, nebo kize
bficha.

Hladiny tranzamindz a alkalické fosfatizy jsou v séru pacientek trpicich
hepatopatii zvySeny. Nejcastéji se vySetfuji enzymy aspartdtaminotransferaza (AST)
a alaninaminotransferdza (ALT), pficemZ pro nemoc jsou charakteristické zvySené
sérové hladiny AST nad hodnoty 0.72 pkat/l a ALT nad hodnoty 0.78 pkat/I.

Zlu¢ové kyseliny v séru jsou zvySeny desetindsobné, dochdzi k jejich ukladani
do kiZe, coZz zpusobuje extrémni pruritus. Castym privodnim jevem je gestatni
diabetes. Pacientky s hepatopatii vykazuji vyrazné vyssi riziko antenatdlniho dmrti
plodu a ptedcasného porodu [98].

V patogenezi nemoci hraje kliCovou roli genetickd predispozice, hormonalni
faktory a vliv prostfedi. Vyzkum kandidatnich gent je soustfedén pfedevSim na geny
koédujici transportni proteiny hepatocytu zapojené do metabolizmu Zlucovych kyselin,

jako jsou ACBC4, ACBCl11, FICI, ATPB81, ABCC2, NRIH4 [106, 107].
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2 CILE DISERTACNI PRACE

1. Zavedeni metodik analyzy jednobodovych polymorfizmi genu PAPP-A:

Zavedeni metodiky analyzy polymorfizmti Pro324Leu (rs445154), Pro325Leu
(rs445159) a Cys327Cys (rs12375498) na exonu 2 genu PAPP-A.

Zavedeni metodiky analyzy polymorfizmi Arg654Lys (rs432500), Ala678Pro
(rs34371232) a Thr686Ala (rs35578777) na exonu 5 genu PAPP-A.

Zavedeni metodiky analyzy polymorfizmi Glu715Glu (rs35407884) a C/G
(rs 13290387) na exonu 6, resp. ¢asti intronu 6, genu PAPP-A.

Zavedeni metodiky analyzy polymorfizmti Phe802Leu (rs1063409),
Ser827Ser/Leu (rs34087604) na exonu 7 genu PAPP-A.

2. Klinicka aplikace zavedenych metod:

Analyzovat vySe popsané polymorfizmy u pacientek s patologickym tého-
tenstvim (hrozici pfedCasny porod, preeklampsie, ristovd retardace plodu
a hepatopatie) a kontrolni skupiny zdravych téhotnych a netéhotnych Zen a jejich

vztah ke klinické charakteristice a laboratornim vysledkiim.

3. Stanoveni proteinu PAPP-A v séru a PIGF v plasmé pacientek s patologickym

téhotenstvim (hrozici piFedc¢asny porod, preeklampsie, riistova retardace plodu

a hepatopatie) a u kontrolni skupiny zdravych téhotnych Zen.

4. Zavedeni metodiky dvourozmérné elektroforézy jako piiprava pro proteo-

mickou analyzu plodové vody.

30



3 MATERIAL A METODY

3.1 Parametry Kklinické studie

Sledovanou skupinou byly pacientky s patologickym tchotenstvim ve tfetim
trimestru gravidity a jako kontrolni skupiny zdravé t€hotné Zeny ve tfetim trimestru
gravidity a zdravé netéhotné Zeny.

Studie byla provedena v souladu s principy Helsinské deklarace a schvilend
Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. VSechny osoby zapojené do

projektu podepsaly pied zarazenim do studie informovany souhlas.

3.1.1 Pacientky s patologickym téhotenstvim

Do studie bylo zafazeno celkové 165 nepiibuznych pacientek kavkazského
pivodu z Ceské republiky lé¢enych a sledovanych na Gynekologicko-porodnické
klinice 1.LF UK a VFN Praha. VSechny pacientky byly ve tfetim trimestru gravidity,
jejich primérny vék byl 31 £ 5 let.

Devadesdat osm Zen (prumérny veék 30.7 £ 5.1 let) vykazovalo symptomy
hrozictho ptedCasného porodu, jako jsou kontrakce, pokro€ily vagindlni ndlez,
pfedCasny odtok plodové vody a krvaceni.

Tticet pét pacientek (pramérny veék 31.3 + 4.1 let) mélo preeklampsii Ci gestacni
hypertenzi. Hypertenze v téhotenstvi byla diagnostikovdna po dvou opakovanych
meéfenich krevniho tlaku, kdyZz hodnota systolického tlaku byla minimalné 140 mm Hg
a hodnota diastolického tlaku byla minimdln¢ 90 mm Hg u pacientek, které pred
graviditou hypertenzi netrpély. U jednadvaceti Zen pak byla diagnostikovana proteinurie
(300mg/den a vice), zbylych ¢trnact Zen v Case odbéru proteinurii netrpélo, vyvinuly ji
vSak béhem sledovdni nebo mély zvySené sérové hladiny kyseliny mocové nad 320
pmol/l. Proto byly vSechny tyto pacientky zatfazeny do preeklamptické skupiny.

U ftficeti Ctyf Zen (primérny v€k 31.1 + 4.6 let) byla diagnostikovdna rastova
retardace plodu (IUGR, Intrauterine Growth Restriction) a patnact Zzen (primérny vek
31,7 £ 3.4 let) trpélo hepatopatii. Riistovd retardace plodu byla definovédna
u novorozencl s porodni hmotnosti pod tfetim percentilem pro dané gestacni staii.

Hepatopatie, nebo-li benigni téhotenskd cholestdza, byla charakterizovdna zvySenim
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hladin enzymit AST nad 0.72 pkat/l a ALT nad 0.78 pkat/l v séru matky po vylouceni
ostatnich pficin elevace jaternich testd (hepatitis A, B, C; infekce CMV nebo EBV

virem).

3.1.2 Kontrolni skupiny

Do studie bylo zatazeno 114 téhotnych Zen (primérny vék 30.1+ 4.3 let), které
byly sledovany béhem prenatélni péce na Gynekologicko-porodnické klinice 1.LF UK
a VFN Praha. Zeny byly v &ase zapojeni se do studie ve tfetim trimestru gravidity, jejich
gravidita méla fyziologicky prib¢h a vSechny porodily v o¢ekdvaném terminu.

Jako netéhotné kontroly slouzilo 48 zdravych Zen s primérnym vékem 26.1+4.2

let.

3.1.3 Krevni vzorky

Krevni vzorky byly odebirany z loketni Zily souCasné s odbérem krve pro bézné
laboratorni vySetfeni. Rutinni biochemické parametry byly stanoveny v cerstve
odebranych vzorcich. Pro odbér krve pro specidlni biochemické analyzy byly pouZity
zkumavky bez antikoagulantu (pro ziskdni séra) a zkumavky s EDTA (pro ziskdni
plazmy). Krevni vzorky byly centrifugovdny 10 minut pii 3000 rpm a odebrané sérum
a plazma bylo zamraZeno na -80°C az do doby analyzy.

Pro analyzu DNA byla pouzita nesrazliva krev ze zkumavek s EDTA (kyselina
ethylendiamin-tetraoctovd). Zkumavky byly po odebrani plazmy uskladnény pti 4°C
a izolace DNA byla provedena modifikovanou vysolovaci metodou podle Millera et al.

[108] do tydne po odbéru.
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3.2 Material

3.2.1 Chemikalie a ostatni material

Izolace DNA

Chlorid sodny, p.a. (Penta, CR), Chlorid amonny, p.a. (Fluka, Némecko),
Hydrogenuhlicitan amonny, p.a. (Fluka, Némecko), Chlorid horecnaty hexahydrdt, p.a.
(Fluka, Némecko), Chlorid draselny, p.a. (Lachema, CR), Kyselina ethylendiamin-
tetraoctovd EDTA, p.a. (Sigma, USA), Dodecylsiran sodny SDS, p.a. (Ampresco®,
USA), 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol TRIS, p.a. (MP Biomedicals, USA),
Kyselina chlorovodikovd, p.a. (Lachema, CR), Hydroxid sodny, p.a. (Lachema, CR),
Ethanol, 96%, (v/v) (Penta, CR), Proteinkindza K (Roche, Némecko).

PCR a sekvenace DNA
Izopropanol, p.a. (Penta, CR), Ethanol, 96%, (v/v) (Penta, CR), Acetdt sodny, p.a.
(Merck, Neémecko), Sacharoza,  p.a. (Ampresco®, USA), 3.3".5.5"-

tetrabromfenolsulfoftalein — Modi bromofenolovd ind. (Lachema, CR), Kyselina boritd,
p.a. (Penta, CR), 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol TRIS, p.a. (MP
Biomedicals, USA), Kyselina ethylendiamin-tetraoctova EDTA, p.a. (Sigma, USA),
Ethidium bromid (Ampresco®, USA), Agardza (Serva, Némecko), MetaPhor®
Agaroza (Cambrex, USA), PCR Core Kit (Roche, Germany), Tag DNA polymerdza
(Roche, Germany), O’GeneRuler™ 50bp DNA standard (Fermentas, USA),
O’GeneRuler™ 100bp DNA standard (Fermentas, USA), Oligonukleotidové sondy
(primery) pro PCR a sekvenovdni DNA (Generi Biotech, CR), Genome Lab™ DTCS -
Quick Start Kit (Beckman Coulter, USA), Genome Lab™ Separacni gel — LPA I
(Beckman Coulter, USA), NukleoSpin® Extract Il Purifikacni kit (Macheray-Nagel,

Némecko).
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3.2.2 Pristroje

ijravna vody: Direct—Q® 3 UV, Milipore, Francie; Meladest® 65, Melag,
Némecko

Centrifugy: Rotana 460R, Hettich, Némecko; Universal 32 R, Hettich, Némecko
Termocykler DNA Engine Dyad™, Bio-Rad, USA

Sekvendtor CEQ™ 8000 Genetic Analysis System, Beckman Coulter, USA
Fotometr pro ELISA desticky: Multiscan RC, Labsystems, Finsko

B.R.A.H.M.S Kryptor, Némecko

Horizontélni elektroforéza nukleovych kyselin Minigel 2, Apelex, Francie

Zdroj elektroforézy Apelex PS 1006, Francie

Spektrofotometr ND-1000, NanoDrop®, USA

UV transilumindtor TS-312A Spectroline®, USA

Mikrovlna trouba Micromaxx® MM 41580, Némecko

Chladici stojanek na PCR desticky, Eppendorf®, Némecko

Analytické vahy Snug 600, AdamLab, Velka Britanie

Trepacka Biovortex V-1 plus, Biosan, LotySsko

Filtra¢ni systémy Corning®, USA
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3.3 Metody

VSechny laboratorni ukony byly provddény v ochrannych rukavicich a vSechna

pracovni mista byla steriln€ Cistd. Plastikovy materidl byl pouZivan jednorazové.

3.3.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna modifikovanou vysolovaci metodou podle Millera

et al. [108].

3.3.1.1 Princip metody

Princip metody je zaloZen na lyze membran erytrocytd v pfitomnosti lyzacniho
pufru SLB (Salmiak Lysing Buffer). Dale probiha 1yza jadernych bunék v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS) a proteinkindzy K. Rezidudlni peptidy jsou nésledné
odstranény vysolovanim nasycenym roztokem chloridu sodného (NaCl). Kone¢nou fazi

analyzy je rozpousténi vyprecipitované DNA ethanolem.

3.3.1.2 Roztoky
Vsechny pouZzité roztoky, s vyjimkou ethanolu, 10 M NaOH a 2 M HCI, byly
filtrovany filtraénim systémem Corning a uchovavany pfi teploté 2-8°C. Ethanol byl

pred pouzitim skladovan pfi teploté —20°C.

e 0.5 M EDTA (zdsobni roztok, 500 ml): 39.05 g EDTA, 5 ml 10 M NaOH,
pfidame redestilovanou vodu do objemu 500 ml

e 10 M NaOH (100 ml): 40 g NaOH, pfidame redestilovanou vodu do objemu 100
ml

e SLB (zdsobni roztok, 500 ml): 41.45 g NH4Cl, 3.95 g NHsHCO;3, 1 ml 0.5 M
EDTA, pfidame redestilovanou vodu do objemu 500 ml

e TK-1 pufr (2000 ml, pH 7.6): 1.488 g KCl, 2.422 g TRIS, 4.064 g MgCl,.6H,0,
8 ml 0.5 M EDTA, 2 M HCI pro tpravu pH, pfidame redestilovanou vodu do
objemu 2000 ml

e 2 M HCI (100 ml): 8.5 ml HCI, pfiddme redestilovanou vodu do objemu 100 ml

35



4 M NaCl (200 ml): 46.75 g NaCl, pfiddme redestilovanou vodu do objemu 200
ml

Lyzacni pufr — jaderné bunky (500 ml, pH 8.2): 50 ml 4 M NaCl, S ml 1 M
TRIS-HCI (pH 8.2), 2 ml 0.5 M EDTA, ptiddme redestilovanou vodu do objemu
500 ml

1 M TRIS-HCI (100 ml, pH 8.2): 12.1 g TRIS, 2 M HCI pro dpravu pH, pfiddme
redestilovanou vodu do objemu 100 ml

Rozpoustéci roztok proteinkindzy K (200 ml): 10 ml 10 % SDS, 0.8 ml 0.5 M
EDTA, pfidame redestilovanou vodu do objemu 200 ml

10 % SDS w/v, uchovame pfi laboratorni teploté

Pracovni roztok proteinkindzy K (50 ml): 100 mg proteinkindza K, 50 ml
rozpoustéci roztok proteinkindzy K; uchovame alikvoty po 600 ul pfi teploté
—70°C, po rozmrazeni ihned zpracujeme.

96 % ethanol

70 % ethanol

6 M NaCl (100 ml): 35.1 g NaCl, piidame redestilovanou vodu do objemu 100
ml

TE pufr (40 ml): 400 pl 1 M TRIS-HCI (pH 7.6), 80 ul 0.5 EDTA, pfiddme

redestilovanou vodu do objemu 40 ml

3.3.1.3 Pracovni postup

Lyza bunéecné membrdny erytrocyti

1.

Vzorek krve (7 ml, EDTA) pfelijeme do 50 ml Sroubovaci sterilni zkumavky,
doplnime do cca 40 ml chlazenym SLB pufrem (10 x fedény), umistime do
drceného ledu. Za obcasného otoCeni zkumavky inkubujeme pii 0°C 30 minut.
Centrifugujeme pfi 3000 rpm, 30 minut, 10°C. Opatrn€ odstranime supernatant,
znovu piidime 40 ml SLB pufru, umistime na 20 minut do ledu, znovu
centrifugujeme za stejnych podminek.

Po vyliti supernatantu ziskany ¢erveny pelet omyjeme 30 ml TK-1 pufru, dikladné
zamichdme a centrifugaci (20 minut pti 3 000 rpm, 10°C) odstranime erytrocytarni
membréany. Tento krok opakujeme tfikrat, dokud neziskdme zcela bily sediment

krevnich jadernych bun¢k.

36



Izolace DNA

3.

Cisty leukocytdrni pelet resuspendujeme ve 3 ml lyzaéniho pufru pro jaderné
membrany, dikladné protfepeme (20 sekund). Pfiddme 600 pl roztoku
proteinkindzy K a 200 pl 10 % SDS, opatrné promichdme a inkubujeme pfti 37°C
pies noc.

Pfiddme 1 ml 6 M NaCl a cca 15 sekund dikladné tfepeme. Vznikly precipitét
odstranime centrifugaci, 30 minut, 6000 rpm pfi laboratorni teploté.

Ciry supernatant pieneseme do nové oznatené zkumavky, pfidime nejméné
trojndsobné mnoZzstvi chlazeného (-20°C) 96 % ethanolu, opatrnym obrdcenim se
vysrazi DNA (bilé Zelatindzni vldkno nebo choméckovita sraZzenina). K precipitaci
je moZno pouZit stejny objem izopropanolu (Obrazek 3-1).

SraZeninu DNA nabalime na sterilni sklenény hacek, omyjeme chlazenym (-20°C)
70 % ethanolem a nechdme oschnout na vzduchu.

Sklenény hacek vlozime do sterilni kryozkumavky s 1000 pl TE pufru. Uvolnénou

DNA nechame rozpoustét pfi laboratorni teplot€ minimaln€ do druhého dne.

Obrazek 3-1. Precipitovand DNA.
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3.3.2 Koncentrace DNA

Koncentrace vyizolované DNA byla meéfena spektrofotometrem ND-1000

(NanoDrop®).

3.3.2.1 Princip metody

Koncentrace DNA je urCovana spektrofotometricky pomoci Sirokospektralniho
spektrofotometru  (220-750 nm), méfictho koncentraci a cistotu vzorkih DNA
s koncentraci az do 3700 ng/ul bez potieby fedéni.

V provozu se pipetuje 1-2 pl vzorku DNA na konec dolniho optického vlakna.
Potom, co se dostane spodni vlakno do kontaktu s koncem horniho optického vldkna,
dojde ptisobenim kapilarity ke vzniku sloupce tekutiny (Obrazek 3-2). Pulsni xenonova
vybojka poskytuje zdroj svétla. Dochdzi ke zméteni absorbance prostiednictvim CCD
pole (Charge-Coupled Device) a naslednému softwarovému zpracovani hodnot.

Kromé hodnoty vysledné koncentrace vzorku je zobrazovdna i absorbance pfi
vinové délce 230, 260 a 280 nm a hodnoty A260/A280 a A260/A230 pro indikaci
Cistoty méfenych vzorkli nukleovych kyselin. Vzorky jsou povazovany za cisté, kdyz
hodnota A260/A280 je pfiblizné 1.8 a hodnota A260/A230 se nachazi v rozmezi 1.8 —
2.2.

i Konec horniho
optického
viikna

Konec dolniho
optického

vlakna
A

Obrazek 3-2. Sloupec tekutiny vznikajici pfi méfeni koncentrace vzorki DNA

(pfevzato z www.nanodrop.com).
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3.3.3 Sekvenovani DNA

Vybrané polymorfizmy genu PAPP-A byly analyzovany pomoci pfimé sekvenace
DNA. Tato metoda je sloZena z n¢kolika krokl. V prvni fazi probihala polymerdzova
fetézova reakce (PCR), pii které dochdzelo k namnoZeni cilovych udseki DNA
obsahujicich polymorfni mista. Tyto fragmenty byly ddle procistény od nespecifickych
fragmentit DNA, soli a zbytki reak¢nich komponentti bud’ pfimo z reak¢ni smési nebo
z agarozového gelu. Purifikované fragmenty DNA byly pak dédle podrobeny dal$i PCR
s ptidavkem flourescen¢n¢ znacenych dideoxynukleotid trifosfati (ddNTP). Po
procisténi produktli od soli a zbytkli reakénich komponenti byly tyto DNA fragmenty

sekvenovany v sekvenatoru CEQ 8000 (Beckman Coulter).

3.3.3.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

3.3.3.1.1 Princip metody

Metodu polymerdzové fetézové reakce PCR (Polymerase Chain Reaction) objevil
Kary B. Mullis, ktery byl deset let po tomto objevu, v roce 1993, ocenén Nobelovou
cenou za chemii.

Tato metoda umoziiuje exponencidlni amplifikaci malého mnoZstvi specifické
nukleotidové sekvence in vitro v pfitomnosti templatu, termostabilni DNA polymerazy,
deoxynukleotid trifosfatd (ANTP), Mg>* ionti a dvou oligonukleotidovych primeri,
které hybridizuji na obou strandch DNA vldkna a vymezuji cilovy tsek DNA.

V reakci se cyklicky (asi 30krat) opakuji tyto kroky:

1. Denaturace - DNA se po dobu 20-30 sekund zahtiva na teplotu 94-95°C. Pri této
teploté dochézi k rozruseni vodikovych mustki v molekule DNA a k rozvolnéni
dvousroubovice. Vznikd tak jednovldknovd DNA, na kterou mohou v dalSim
kroku nasednout primery.

2. Nasednuti primera- teplota se snizi na 50-65°C, coZz umoZnuje
nasednuti primerti na specifickd mista DNA. Na dvouvldknové tseky DNA-
primer se vaZze DNA polymeraza.

3. Syntéza DNA - teplota v této fazi zdvisi na pouzit€ DNA polymeraze.
Nejbé&zn¢jsi Taq polymerdza (DNA polymeraza bakterie Thermus Aquaticus) ma

optimum aktivity na 72°C. V tomto kroku dochézi k samotné syntéze DNA. Ve
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sméru od 5' konce ke 3' konci pfiriista vldkno DNA komplementarni k ptivodni

molekule DNA (Obrazek 3-3).

PCR metoda se stala jednou z nejvic pouZivanych technik v molekuldrni
biologii. Jeji vyhodou je jeji rychlost a senzitivita - metoda je tak citlivd, Ze dokaze

odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku.

ﬂb«\ﬂ*ﬂb#‘llwl'"lluﬁ“lb o

WWWWWWWWW Krok 1: Denaturace (94-95°C)
L g g g g

S Ty I, T 3
) LI s
Krok 2: Nasednuti primera
(50-65°C)

Krok 3: Syntéeza DNA (72°C)

Obrazek 3-3. Polymerazova fetézova reakce.

3.3.3.1.2 Pracovni postup
Pouzité  primery byly zkonstruovany v programu  Primer3  Input

(http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Tabulka 3-1, strana 41).

1. Vzorky DNA nafedime v sterilnich zkumavkéch na koncentraci 20 ng/pl.
2. VSechny ostatni reagencie PCR smési (Tabulka 3-1 a 3-2) napipetujeme do 2 ml

zkumavky, uchovame na ledu.
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3. Smés jemné promichdame, aby se stala homogenni a potom rozpipetujeme 20 pl

alikvoty do PCR stript (0.2 ml zkumavky urcené pro termocyklér).
4. Pfiddme 5 pl (100 ng) ztedéné DNA do PCR stripti, dobie promichdme.

5. Kiratce centrifugujeme, aby cely objem smési byl na dn¢ stripu.

6. Vzorky vlozime do termocykleru a spustime piisluSny program (pro podminky

pribéhu PCR, viz Tabulka 3-3 a 3-4, strana 42).

Tabulka 3-1. Primery pouZité pro jednotlivé exony a optimdlni teploty pro naseddni

primert v prubéhu PCR.
Exon 5’...sekvence...3” Optimalni T primeri  Délka produkta
O (bp)
2 sens: gga ctc agc ggg aga tac tg 60.0 323
antisens: cac cgt cgg gtt ctt atg at
5 sens: cgg ctt ggt gct tat ctc tc 60.0 245
antisens: aca ggg cac act cac ctt tc
6 sens: cta gtc cca tca gtt gct cat tc 60.0 387
antisens: tgt tag gat agt gca agt gct ca
7 sens: gct ctt tcc cca aga actca 59.7 602

antisens: acc tca cgt tce tcc aca ac

Tabulka 3-2. Reagencie polymerdzové fetézové reakce pro jeden vzorek.

Reagencie Koncentrace Objem (ml)
sterilni voda 11.2
PCR pufr 10 x 2.5
dNTP zdsobni roztok 10 mM kazdého dNTP 1.0
primer sens 5 uM 2.5
primer antisens 5 uM 2.5
Taq DNA polymeréza 5U/ul 0.3
DNA templat 100 ng 5.0
Celkovy objem 25
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Tabulka 3-3. Teplotni podminky pribéhu PCR — exon 2 a 6.

Exon 2 Exon 6
Krok Teplota (°C) Cas Teplota (°C) Cas

1 94 2 min 94 2 min

2 94 30 sek 94 30 sek
3 60 45 sek 60 45 sek
4 72 1 min 72 1 min

5 krok 2-4 (32x) krok 2-4 (32x)

6 72 7 min 72 7 min

Tabulka 3-4. Teplotni podminky pribé¢hu PCR —exon 5 a 7.

Exon 5 Exon 7
Krok | Teplota (°C) Cas Teplota (°C) Cas
1 94 2 min 95 5 min
2 94 25 sek 95 45 sek
3 60 40 sek 59.7 1 min
4 72 1 min 72 1 min
5 krok 2-4 (10x) krok 2-4 (32x)
6 94 25 sek 72 7 min
7 60 40 sek
8 72 50 sek + kazdy cyklus
zvySit o 5 sek
9 krok 6-8 (20x)
10 72 7 min

3.3.3.2 Elektroforéza v agarézovém gelu

3.3.3.2.1 Princip metody

Elektroforéza v agar6zovém gelu je metodou pouZivanou v biochemii
a molekuldrni biologii na separaci molekul DNA nebo RNA podle jejich velikosti. To je
dosazeno pohybem negativné nabitych molekul nukleovych kyselin skrze agarézovou
matrici v stejnosmérném elektrickém poli, které je tvoifeno vkladanim stejnosmérného

napéti mezi elektrody. Krat$i molekuly putuji matrici rychleji a dal nez vétsi molekuly
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za stejny ¢as. K DNA vzorku je pfiddvan nanaseci pufr, ktery jej vizualizuje a usazuje
na dné jamky v gelu. Negativn¢ nabité indikdtory putuji v pribchu elektroforézy
spolecné s DNA a urcCuji jeji polohu v gelu. DNA standard putuje v samostatné draze
v gelu a po skonceni elektroforézy je pouzit na odhad velikosti jednotlivych fragmenti
DNA.

Ethidium bromid je nejCastéji vyuZivané barvivo v elektroforéze na agar6zovém
gelu. Tato molekula je schopna interkalovat mezi pary bazi v molekule DNA (nebo
RNA) a v pfitomnosti UV svétla pak fluoreskuje. Po skonceni elektroforézy v gelu
s ptfidavkem ethidium bromidu je pak moZno jednotlivé DNA fragmenty detekovat pod

UV lampou.

3.3.3.2.2 Pracovni postup

Roztoky
e TBE pufr (zésobni roztok, 1000 ml): 54 g TRIS, 4.6 ml 0.5 M EDTA, 25 g
H;BO;3, priddme redestilovanou vodu do objemu 1000 ml
e NanéSeci pufr: 4 g sachardza, 2.5 mg bromfenolova modf, 10 ml TBE pufr
e FEthidium bromid roztok (100 ml): 50 mg ethidium bromid, pfiddme

redestilovanou vodu do objemu 100 ml

1. K 0.8 g chlazené agarézy ptiddme 40 ml 10krat ztedéného chlazeného TBE
pufru, dobfe promichame.

2. V mikrovlné troubé pfivedeme roztok k varu, aby byla vSechna agaréza
rozpusténa — roztok musi byt ¢iry.

3. Pifidame 40 pl ethidium bromidu a krouZivymi pohyby promichame. Pfipravime
gelovou formu a vytfeme ji ethanolem.

4. Pomalu nalijeme gel do gelové formy, odstranime bubliny Spickou a vloZime
hiebeny.

5. Nechame ztuhnout pfi laboratorni teploté 30 minut, potom pielozime do lednice
na 20 minut.

6. Nalijeme 210 ml 10krat zfedéného TBE pufru do elektroforetické nddoby
a pfidime 210 pl ethidium bromidu. Do roztoku vlozime gelovou formu se

ztuhlym gelem.
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7. Opatrn¢ vybereme hiebeny.

8. Pfidame 4 pl nanédSeciho pufru ke kazdému vzorku.

9. Naneseme vzorky do jamek na gel, do posledni pozice napipetujeme 50 bp nebo
100 bp standard.

10. Zavieme elektroforetickou nddobu, zapojime zdroj elektroforézy. Na prvnich 5
minut nastavime 30-40 V, dale 70-90 V (5 minut) a kone¢n¢ az do skonceni
elektroforézy 150 V.

11. Vlozime gel pod UV svétlo pro vizualizaci DNA fragmentt.

3.3.3.3 Sekvenovani DNA

3.3.3.3.1 Princip metody

DNA sekvenovani je proces ur¢eni potradi nukleotidli cilového DNA fragmentu.
Vétsina sekvendtort pouzivand v soucasné dob¢ v laboratofich stdle pracuje na principu
terminace syntézy vyvinutého Frederikem Sangerem a A. R. Coulsonem v roce 1975.
Tato technika vyuZivd sekvencné-specifickou terminaci syntézy DNA pomoci
modifikovanych flourescencné znacenych nukleotidovych substrati — dideoxyribo-
nukleotid trifosfatd (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Tyto molekuly, na rozdil od
klasickych deoxynukleotid trifosfati (dNTP), neobsahuji 3” hydroxylovou skupinu
(Obrazek 3-4, strana 45) a proto nemohou tvofit fosfodiesterovou vazbu s dal$im
pfichozim dNTP. Po inkorporaci této modifikované baze do nové vzniklého fetézce
DNA se tak syntéza ukoncuje a vznikd kratSi vldkno DNA s poslednim navdzanym
florescen¢né znacenym ddNTP.

Sekvenace DNA probihd v jedné reakci — to je umoznéno znacenim kazdého
dideoxynukleotid trifostdtu jinou fluorescencni barvou emitujici svétlo pfi rizné vinové
délce. Vzniklé fragmenty jsou pak separovany podle velikosti kapilarni elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu. Potadi vyskytu kazdého ze Ctyt rtiznych flourescencnich

barviv je pak na konci gelu zaznamendéna laserem (Obrdzek 3-5, strana 45).
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Obrazek 3-4. Deoxynukleotid trifosfat (vlevo) a dideoxynukleotid trifosfat (vpravo).

Primer §' ==
Templat 3’ =——— 5’

DNA polymeraza
+dNTP (100 uM)

+ddATP /+ddGTP
(1 uM) (1 uM) (1 uM)

+ ddCTP
(1 M)

A —G —T —C

— —G — —C

—A G i o
atd. atd. atdl. atd.

I

Denaturace a separace DNA fragmentu kapilarni elektroforézou

Obrazek 3-5. Schématické znazornéni Sangerovy metody sekvenace DNA (pievzato a

upraveno podle [109]).
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3.3.3.3.2 Pracovni postup

1.

10.

PCR produkty rozdélime podle velikosti elektroforézou v 2 % agar6zovém gelu
podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.3.2.2., strana 43.

Vyfezeme DNA fragment piislusné délky z agarézového gelu Cistym ostrym
skalpelem kvili odstranéni nespecifickych fragmentt a zbytki primerii po PCR.
Vyftiznuty prouzek zvazime v 1.5 ml zkumavce. Pfiddime 200 ul pufru NT (200
ul pufru na 100 mg gelu).

Inkubujeme pii 50°C 5-10 minut, nebo dokud neni prouzek gelu uplné
rozpustény. Dobfe promichdme.

Po tplném rozpusténi gelového prouzku pieneseme cely objem do filtracni
zkumavKky a centrifugujeme pii laboratorni teplot¢ 1 minutu pii 10 000 rpm.
Sbérnou C¢ast zkumavky vylijeme a pfiddme 500 pl NT3 pufru, znovu
centrifugujeme za stejnych podminek.

Vylijeme sbérnou ¢ast zkumavky, ptfiddme 200 pl NT3 pufru, centrifugujeme pii
laboratorni teploté 2 minuty pii 10 000 rpm.

Filtracni zkumavku pieneseme do Cisté 1.5 ml zkumavky. Pfidame 15-50 ul NE
pufru, inkubujeme pfi laboratorni teploté 1 minutu.

Centrifugujeme 1 minutu pfi 10000 rpm, filtracni zkumavku vyhodime
a procisténou DNA skladujeme v lednici, nebo pfi -20°C.

Pred dalSim zpracovanim zméfime koncentraci DNA ve vzorku

spektrofotometrem.

DNA sekvenace

.V sekvenacni desticce smichdme vSechny reagence sekvenacni reakce podle

koncentrace DNA ve vzorku (Tabulka 3-5, strana 47).
Dobfe promichdme a centrifugujeme cca 5 minut.
Desticku zavickujeme, vloZime do termocykléru a spustime piisluSny program

(Tabulka 3-6, strana 47).
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Tabulka 3-5. Reagence sekvenacni reakce.

Reagence Objem (ul) Délka PCR produktu (bp) Kvantita (ng)
Sterilni voda 4-0 200 13
DNA templat 1-5 300 20
Primer 1.6uM 1 400 26
Quick Start Master Mix 4 500 33
Celkem 10 1000 65

Tabulka 3-6. Teplotni podminky sekvenacni reakce.

Krok Teplota (°C) Cas
1 96 20 sec
2 50 20 sec
3 60 4 min
4 krok 2-4 (32x)

© x

oW

Precipitace ethanolem
Pridame 2 pl 3 M acetatu sodného a 50 pl 96 % ethanolu ke kazdému vzorku.
Dobfe promichdme a nechdme 15 minut pfi laboratorni teplot¢.
Centrifugujeme pti 4000 rpm 35 minut (4°C).
Po skonceni centrifugace desticku odvickujeme a ihned otocime na bunicinu
a centrifugujeme pti 500 rpm 30 sekund (4°C).
Ptidame 70 pl 70% ethanolu ke kazdému vzorku a dobfe zamichdame.
Centrifugujeme pii 3500 rpm 15 minut (4°C).
Po skonceni centrifugace desticku odvickujeme a ihned otocime na bunicinu
a centrifugujeme pii 500 rpm 30 sekund (4°C).
Opakujeme body 5.-7.

Desticku nechdme vyschnout pii laboratorni teploté cca 30 minut.

Priprava vzorku pred vlioZenim do pristroje CEQ 8000
Resuspendujeme vzorky v 20 ul SLS (Sample Loading Solution).
Kazdy vzorek prevrstvime minerdlnim olejem.

Do odpovidajicich jamek v desti¢ce na pufr nakapeme separacni pufr.

. VloZime desti¢ku do pfistroje a zapneme piisluSny program sekvenovani DNA.
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3.3.4 Biochemické analyzy

Viechny biochemické analyzy byly provedeny na Ustavu klinické biochemie

a laboratorni diagnostiky 1.LF UK a VFN Praha.

3.3.4.1 Stanoveni PAPP-A v séru

U vSech pacientek a kontrol byly zméfeny sérové koncentrace PAPP-A pomoci
metody TRACE (Time Resolved Amplified Cryptate Emission — zesilena emise kryptatu
rozlozend v case). Vyuzity byly komeréni kity KRYPTOR-PAPP-A (Brahms,
Némecko). Hladina PAPP-A v séru je vyjadfena jednotkami IU/1, mez detekce je 0.004
TU/.

Principem TRACE metody je pfenos neradioaktivni energie z donoru na
akceptor, které se vazou na vzorek ve stejnou dobu. Kdyz je vzorek vybuzen laserem
dusiku pii 337 nm, donor (kryptat — struktura pfipominajici klec s iontem europia ve
sttedu (Obriazek 3-6 A)) emituje fluorescenéni signdl v milisekunddch pti 620 nm,
zatimco akceptor (chemicky modifikovany, svétlo pohlcujici protein z tfas XL665)
generuje signdl v nanosekundovém rozsahu pii 665 nm. KdyZ je donor i akceptor
navazany na imunokomplex, pfi 665 nm dojde k zesileni signdlu a prodlouzeni
Zivotnosti signdlu akceptoru, ktery 1ze méfit po dobu nékolika mikrosekund (Obrazek

3-6 B). Tento signdl s dlouhou Zivotnosti je imerny koncentraci méfeného analytu.
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Obrazek 3-6. A — struktura kryptétu; B - ¢asovy diagram méfeni v metodé TRACE.
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Nespecifické signély (signdly kratkodobého a nenavazaného akceptoru XL665)
a stfedné specifické signdly podminéné prirozenou fluorescenci vzorku jsou
eliminovany do¢asnym zpozdénim méteni fluorescence.

Signdl generovany kryptatem pii 620 nm slouZi jako interni reference a méii se
simultdnné se signdlem akceptoru o dlouhé Zivotnosti pii 665nm, ktery je specifickym

signédlem.

3.3.4.1.1 Pracovni postup

1. Pomoci soupravy PAPP-A Calibrator provedeme readjustaci kalibracni kiivky
(pouze pii pouziti nové Sarze reagen¢ni jednotky).

2. Kontrolni materidl ve zkumavkach s ¢arovymi kédy umistime do drzdku zkumavek,
zaddme pozadavky pro analyzu. Provedeme analyzu a vyhodnotime nameétend data
— kdyZ namé&fend data odpovidaji toleranénimu rozmezi, prejdeme k méfeni vzorki.

3. Do zkumavek napipetujeme 200 upl vzorku, umistime do drZzdku zkumavek
a vlozime do analyzdtoru. Po zaddni pozadavkl v pracovnim listu piistroje

odstartujeme analyzu. Inkubace trvd 19 minut.

3.3.4.2 Stanoveni placentarniho ristového faktoru (P/GF) v plasmé

U 110 pacientek a 41 kontrol byla zméfena hodnota PIGF v plasmé metodou
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). Pro méfeni byly vyuZity standardni
kity (Quantikine, RD Systems, Minneapolis, MN, USA) dle doporu¢eného postupu
vyrobce. Vysledky jsou vyjddieny v jednotkdch pg/ml, detekéni limit je méné neZ 7
pg/ml.

Méieni je zaloZeno na principu kvantitativni sendvicové techniky. Souprava
obsahuje desticku s navdzanou monoklondlni protildtkou specifickou pro PIGF.
Standardy a vzorek jsou pipetovdny do jamek desky a piitomny PIGF se viZe na
zakotvenou protildtku. Po odstranéni nenavdzaného materidlu se stanovi mnoZstvi
navazaného PI/GF pomoci piidané, s enzymem konjugované dalsi protilatky. Enzym
katalyzuje chemickou preménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na produkt,
ktery je barevny. Zména zabarveni méfend pifi 450 nm je tak pfimo Umérnd mnoZstvi

PIGF v testovaném vzorku.
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3.3.4.2.1 Pracovni postup
Roztoky

® Promyvaci roztok: 20 ml promyvaciho roztoku ve 500 ml redestilované vody

e Substratovy roztok: roztoky A+B v poméru 1:1, 200 pl/vzorek

e Konjugat

e STOP roztok

¢ Nulovy standard: 500 pl roztoku RD6-11 (0 pg/ml)

e Standardy: PIGF standard rozpustit v 1ml RD6-11 (1000 pg/ml)

e pripravime sérii standardi s koncentracemi 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250

pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml v objemu 500 pl.
500 pl roztoku RD6-11 slouZzi jako nulovy standard (0 pg/ml)

1. Napipetujeme 100 pl Assay dilutent RD1-22 do kazdé jamky.

2. Do jamky napipetujeme 100 pl vzorku nebo standardu, zamichdme a inkubujeme
pfi laboratorni teploté 2 hodiny.

3. Kazdou jamku 4x promyjeme promyvacim roztokem.

4. Do kazdé jamky pfidime 200 pl konjugitu, zamichdme a inkubujeme pfi
laboratorni teploté 2 hodiny.

5. Zopakujeme bod 3. a piidame 200 pl substratu. Zamichdme a inkubujeme 30 minut
pfi laboratorni teploté bez piistupu svétla.

6. Do kazdé jamky pridime 50 pl STOP roztoku a jemné zamichime. Métime
absorbanci pti 450 nm.

7. Koncentrace vzorku se odecita z kalibra¢ni kiivky.

3.3.4.3 Rutinni laboratorni parametry

Rutinni biochemické parametry byly stanoveny standardnimi biochemickymi
metodami s vyuZitim komeréné dostupnych diagnostickych souprav na automatickém
analyzatoru Modular (Roche Diagnostics GmbH, Némecko).

C-reaktivni protein (CRP) byl méfen imunoturbidimetricky. Sérové hladiny
kreatininu byly stanoveny Jaffého metodou. Celkova bilkovina ve vzorku moci za 24
hodin byla hodnocena fotometrickou metodou s biuretovym ¢inidlem. Sérové hladiny

ALT a AST byly méfeny modifikovanou metodou IFCC pro 37°C s ptidavkem
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pyridoxal-5-fosfatu. Koncentrace kyseliny mocové v séru byla odhadnuta pomoci
enzymatické metody s vyuZzitim fotometrické detekce a stanoveni koncentrace
mocoviny v séru bylo provedeno enzymatickou UV metodou s ureasou. Celkovy
bilirubin byl méfen pomoci metody se stabilizovanymi diazoniovymi solemi.

Krevni obraz byl stanoven pomoci automatického hematologického analyzétoru

Beckman Coulter LH750 Hematology analyzer (Beckman Coulter, USA).

3.4 Statistické zpracovani vysledki

Vysledky biochemickych parametrti jsou vyjadieny jako primér + smérodatna
odchylka. Pozorovani mezi skupinami bylo provedeno nepdrovym t-testem a pomoci
analyzy rozptylu, tzv. ANOVA testu (One-Way Analysis of Variance), s naslednou
analyzou post-testem (Bonferroni). y2 (chi-kvadrat) test byl pouZit na otestovani rozdilt
v distribuci genotypti, frekvenci alel a odchylek v distribuci genotypi od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy jednotlivych polymorfizm genu PAPP-A. Korelace mezi
biochemickymi parametry byly hodnoceny pomoci Pearsonova koeficientu. Statisticka
analyza byla provedena programem “Prism 5”, GraphPad Software Inc.

Vysledky byly povazovany za statisticky signifikantni pii p<0.05.

3.5 Dvourozmérna elektroforéza plodové vody

Metoda dvourozmérné elektroforézy, jejiz postup je popsan v této kapitole, byla
zavedena v ramci zahrani¢ni stdZe na Oddé€leni interni mediciny — Sekce Biochemie,
University of Perugia, Perugia, Itdlie, pod vedenim prof. Luciana Binaglii. Vzorky
plodové vody pro tuto studii poskytly prof. Di Renzo a MUDr. Juliana Coata z
gynekologicko-porodnické kliniky University Degli Studi di Perugia a Santa Maria
Della Misericordia Hospital, Perugia, Itdlie. Celkové se jednalo o 15 vzorkll plodové
vody od pacientek s blize nezjiSténou klinickou charakteristikou. Pocatecni faze
zpracovani plodové vody probihala na pracovisti MUDr. Coaty bezprostiedné po
odebrani vzorkii pacientkdm. DalSi zpracovani pak probihalo na Oddéleni interni

mediciny — Sekce Biochemie.
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Metoda byla zavedena jako vychozi krok pro nédslednou proteomickou analyzu

plodové vody.

3.5.1 Princip metody

Principem dvourozmérné (2D) elektroforézy je separace proteini podle jejich
naboje v prvnim rozméru a podle jejich velikosti v druhém rozméru (Obrazek 3-7,
strana 53).

V prvnim kroku jsou proteiny pln€ denaturovdny vysokou koncentraci (8 M)
mocoviny a preneseny na gelovy strip se stabilnim pH gradientem rovnomeérné
stoupajicim od anody ke katod¢. Charakteristickou vlastnosti kazdého proteinu je jeho
izoelektricky bod, coz je hodnota pH, pii které ma molekula nulovy naboj a tudiz se
nepohybuje v elektrickém poli. Proteiny jsou béhem izoelektrické fokusace zaostfeny
do uzké zény (odpovidajici rozmezi az 0.01 pH) kolem svého izoelektrického bodu.

V druhém kroku je pak strip s pH gradientem poloZen na polyakryamidovy gel
a probihd elektroforéza za ptitomnosti SDS, pfi které dochazi k rozd€leni proteind podle
jejich elektroforetické pohyblivosti (ta zdvisi na délce polypeptidového tetézce,
molekuldrni hmotnosti, stupni denaturace, posttranslacnich modifikacich atd.).
Pfitomnost SDS zaruci, Ze vSechny proteiny maji stejny, t.j. zdporny néboj.

Polypeptidy jsou pak detekovdny nejcastéji barvivem Comassie blue nebo
koloidnim stiibrem [109] a k identifikaci jednotlivych spotli na gelu lze pouZit analyzu

v hmotnostnim spektrometru.

3.5.2 Roztoky

® Solubiliza¢ni pufr: 2.1 g 7 M mocovina, 0.76 g 2 M thiomocovina, 0.2 g 4 %
CHAPS, 0.045 g 60 mM DTT, 0.02425 g 40 mM TRIS, piidame redestilovanou
vodu do objemu 5 ml.

e Pracovni roztok BSA (0.05 ng/ul): 20 ul BSA (2 ng/ul), ptiddme redestilovanou
vodu do objemu 800 pl.

e Rehydrata¢ni roztok: 1.26 g 7 M mocovina, 0.456 g 2 M thiomocovina, 0.06 g
2 % CHAPS, 0.023 ¢ 50 mM DTT, pfidame redestilovanou vodu do objemu
3 ml.
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® 12 % linearni gel (18x20x1mm) — na 1 gel: 13.8 ml redestilované vody, 10 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 16 ml 30 % Akrylamid/Bis roztok, 200 ul 10 %
persulfat amonny (APS), 20 ul TEMED.

e Pufr pro elektroforézu: 300 ml TGS 10X, pfidime redestilovanou vodu do

objemu 3000 ml.

e Ekvilibracni roztok A a B (pro 2 stripy):
Zasobni roztok: 3.6 g 6 M mocovina, 0.2 g 2 % SDS, 2.5 ml 1.5 M Tris.HCI (pH

8.8), 2 ml glycerol, pfidime redestilovanou vodu do objemu 10 ml.

o Ekvilibra¢ni roztok A: k 5 ml zdsobniho roztoku pfiddme 100 mg DTT

o Ekvilibra¢ni roztok B: k 5 ml zdsobniho roztoku ptfidime 125 mg iodoacet-

amidu a bromphenol blue na konci Spicky.

® | % agar6zovy gel: 100 mg agar6za, ptidime 10 ml pufru pro elektroforézu.

e Fixacni roztok (pro 1 gel): 20 ml methanol (nebo ethanol), 14 ml kyselina

octova, pfidame redestilovanou vodu do objemu 200 ml.
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Obrazek 3-7. Schéma pribéhu dvourozmérné elektroforézy (pfevzato a upraveno podle

[109]).
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3.5.3 Pracovni postup

3.5.3.1 Zpracovani plodové vody

Plodova voda se ihned po odebrani uskladnuje pii 4°C a jeji dalSi zpracovani

probiha nejpozdé&ji do péti hodin po samotném odbéru.

10.
11.

Sml acetonu nechdme zchladit na -80°C.

Plodovou vodu centrifugujeme pii 800 rpm 10 minut v pfedem vychlazené
centrifuze pii 4°C.

Odebereme supernatant tak, Ze nad peletkou nechdme 2 mm vrstvu supernatantu
neodebranou a vytvoiime alikvoty po 300 ul ve 2 ml plastovych zkumavkach.
Do ttech plastovych zkumavek se supernatantem pfidame 1.5 ml studeného
acetonu (uloZeného v ledu) a uschovame pii -20°C ptes noc.

Zbylé zkumavky se supernatantem a s peletkou bunék plodové vody
uskladnime pii -80°C az do doby dalSiho zpracovani.

Nasledujiciho dne si pfipravime cerstvy solubiliza¢ni pufr, uskladnime pfi
laboratorni teploté.

Vzorky s acetonem centrifugujeme 30 minut pti 10 000 rpm a 4°C.

Supernatant odsajeme, nechdme stat 1 minutu pfi laboratorni teploté a ptidame
100 pl solubilizaéného pufru. Vortexujeme do uplného rozpusténi a tfepeme
dalSich 30 minut na tfepacce.

Vzorky umistime na 10-15 minut do sonikdtoru a opéct tfepeme na tfepacce
30 minut.

Centrifugujeme 10 minut pfi 12 000 rpm.

Supernatant odebereme do nové Cisté zkumavky a stanovime koncentraci
proteintt v plodové vodé¢ metodou podle Bradfordové (viz. kapitola 3.5.3.2,

strana 55).

Burnky plodové vody

12.

13.

Vzorky centrifugujeme 10 minut pifi 800 rpm a 4°C v pfedem vychlazené
centrifuze.
Supernatant odsajeme, nechdme stat 1 minutu pfi laboratorni teploté a ptiddme

100ul solubilizaéného pufru. Vortexujeme do tiplného rozpusténi.

54



14. Vzorky umistime na 10-15 minut do sonikdtoru a tfepeme na tfepacce 1 hodinu.
15. Centrifugujeme 15 minut pii 2500 rpm.
16. Supernatant odebereme do nové Cisté zkumavky a stanovime koncentraci

proteinil v plodové vodé metodou podle Bradfordové.

3.5.3.2 Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové

Koncentrace proteint ve vzorku byla stanovena kolorimetrickou metodou podle
Bradfordové [110]. Princip metody je zaloZen na posunu absorb¢niho spektra barviva
Coomassie Brilliant Blue G250 z 464 nm na 595 nm pii vazbé na bilkovinu. Tento
vzrist absorbance pii 595 nm je pfimo dmérny mnoZstvi navdzaného barviva a tudiz

i koncentraci proteint ve vzorku. Koncentrace vzorku se stanovuje z kalibracni kiivky.

1. Pfipravime pracovni roztok BSA (0.05 ng/ul).
2. Ptipravime sérii proteinovych roztokii BSA s findlni koncentraci 1 ng/ml;
1.5 ng/ml a 2 ng/ml, blank a nafedéné vzorky (vSe v dubletu).
¢ 1.0 ng BSA (20 pl pracovniho roztoku v 980 pl redestilované vody)
® 1.5ng BSA (30 pl pracovniho roztoku v 970 pl redestilované vody)
e 2.0 ng BSA (40 pl pracovniho roztoku v 960 pl redestilované vody)
e Blank: 1000 pl redestilované vody
e Vzorek (fedény)
3. Pridame 500ml Bradford solution a promichdme.
4. Po 5 minutidch zmétime absorbanci kazdého roztoku pii 595 nm.
5. Sestrojime kalibra¢ni kiivku vynesenim koncentraci standardt proti jejich

absorbanci pti 595 nm do grafu. Vypocteme koncentraci neznamych vzorki.

3.5.3.3 2D-elektroforéza proteinii plodové vody

Rehvdratace a izoelektrickd fokusace

1. Pfipravime rehydratacni roztok.
2. V Cisté 2 ml plastové zkumavce smichame rehydratacni roztok (V = 400ul —
objem vzorku) a 400 pg celkovych proteinli (vypocteme podle koncentrace

vzorku).
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3. Ptidame 0.4 pl biolytovéhu pufru (findlni koncentrace 0.1 %) a bromphenol blue
na konci Spicky.

4. Centrifugujeme 2.5 minuty pii 10 000 rpm.

5. IPG (Immobilized pH Gradient) stripy vybereme z lednice a nechdame pfi
laboratorni teploté cca 5 minut.

6. Vzorek pfeneseme pipetou piesne doprostied Zldbku rehydratacni vani¢ky a na
néj preneseme strip gelem doll v orientaci + na+a—na- .

7. Ptipadné bubliny odstranime a strip pievrstvime minerdlnim olejem.

8. Pasivni rehydratace probiha 20-30 minut pii 20°C.

9. Spustime aktivni rehydrataci (16-18°C, 50 V). Po 3 hodinidch pferusime aktivni
rehydrataci a mezi elektrody a IPG strip vloZime navhléené CcCtverecky
specidlniho papiru a pokracujeme v rehydrataci dalSich 5 hodin.

10. Navazn¢ pokracuje izoelektrickd fokusace (nejlépe pies noc). Fokusaci

ukoncujeme pii celkovém napéti Vh=75 000 (Obrazek 3-8).

1h
[/I:I 9500
1h 3500V ah
3h -

S00Y
72h

Obrazek 3-8. Prubéh izoelektrické fokusace.

Priprava gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

1. Ve stejny den si pfipravime gel. Pfipravime si aparaturu na gel, nalitim vody
mezi skla zkontrolujeme, jestli je aparatura spravné utésnénd.

2. Vodu vylijeme, mezi skla nalijeme ethanol, vylijeme a vysusime fénem.

3. Ptipravime si 12 % linearni gel, APS a TEMED piiddme az na zavér, dobie
promichdme a ihned pfeneseme mezi skla 1ml pipetou stiidavé z levé a pravé

strany.
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N o AW

10.

1.

12.

13.

14.

Na vrch gelu nalijeme 2 mm vrstvu vodou nasyceného butanolu (50 ml butanolu
a 10 ml redestilované vody). Polymerizace probihé 2 hodiny. Po dvou hodinich
odsajeme vodu-butanol a prevrstvime redestilovanou vodou. Uskladnime ptes
noc pii 4°C.

Ptipravime si pufr pro elektroforézu (mizeme pouzit 2-3krét).

SDS-PAGE elektroforéza

Pfipravime ekvilibra¢ni roztok A a B.

Strip vybereme z rehydratacni vani¢ky a opatrné¢ promyjeme v redestilované
vod€. Pak vlozime strip zpét gelem nahoru a ptidame ekvilibracni roztok A.
Inkubujeme 10 minut.

Roztok A odsajeme a dalSich 10 minut inkubujeme s ekvilibraénim roztokem B.
Mezitim piipravime 1 % agardzovy gel.

Odsajeme roztok B a na 5 sekund strip ponoifime do pufru pro elektroforézu.
Strip poloZime mezi skla na povrch gelu a zalijeme agar6zovym gelem.
Ptipravime elektroforetickou vanu s pufrem, vlozime skla s gelem a odstranime
bubliny ze spodni ¢asti skel.

Elektroforéza probihd nejdiive pfi konstantnim proudu 50 mA 30 minut, pak
pokracuje pii 92 mA 3 hodiny, dokud vzorky nedoputuji na konec gelu.
Pfipravime fixacni roztok.

Po ukonceni elektroforézy uvolnime vrchni sklo z gelu, odstranime strip
a agar6zovy gel a odstfihneme rtizek gelu vlevo nahote (pro orientaci pii dalSim
hodnocenti).

Gel vloZime na 30 minut do fixa¢niho roztoku.

Odstranime fixacni roztok a pfiddme 200 ml roztoku RUBY (muzeme pouzit
3krat). Nechdme inkubovat pfes noc na tiepacce prikryté cernou folii.
Nasledujici den odstranime roztok RUBY a na 1 hodinu opét vloZime do
cerstvého fixacniho roztoku.

Fixac¢ni roztok odstranime a dvakrat premyjeme gel v redestilované vod¢. Gel je

nyni piipraven ke skenovani. Uchovdvame v redestilované vodé pii 4°C.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace DNA a koncentrace DNA ve vzorcich

Izolace DNA a méfeni koncentrace DNA bylo provedeno podle pracovnich
postupt uvedenych v kapitoldch 3.3.1, strana 35 a 3.3.2, strana 38.

DNA byla izolovdna celkem z 327 krevnich vzorki. Koncentrace ziskané DNA
se pohybovaly v rozmezi 100-500 ng/ul v celkovém objemu 1 ml (celkova vytéZnost
piiblizné 100-500 pg) a cistota DNA vzorkii dosahovala hodnot A260/A280 v rozmezi
1.8-2.2.

4.2 Analyza polymorfizmi genu PAPP-A

Vramci mé disertatni priace jsem zavedla metody analyzy celkové 10
polymorfizmi lokalizovanych na Ctyfech exonech (resp. ¢astech intronti) genu PAPP-A
pomoci piimého sekvenovani vybranych tsekl tohoto genu. Tyto tdseky byly vybirany
dle vyskytu jednonukleotidovych polymorfizmi v genu PAPP-A zaznamenanych
v databazi polymorfizmti Narodniho centra biotechnologickych informaci NCBI [73]
na zacitku této studie na podzim roku 2007. Proto nebyly do analyzy zahrnuty
polymorfizmy, které byly do databdze doplnény pozd¢ji a jsou uvedeny v Tabulce 1-2,
strana 24.

Sekvenovani DNA probihalo podle pracovnich postupt uvedenych v kapitole

3.3.3, strana 39.

4.2.1 Genotypova a alelicka distribuce PAPP-A polymorfizmu

Celkovée bylo analyzovano 10 polymorfizmi genu PAPP-A:

e Pro324Leu (rs445154), Pro325Leu (rs445159) a Cys327Cys (rs12375498) na
exonu 2;

e Arg654Lys (rs432500), Ala678Pro (rs34371232) a Thr686Ala (rs35578777) na
exonu 5;

e  Glu715Glu (rs35407884) na exonu 6, C/G (rs13290387) na intronu 6,

e Phe802Leu (rs1063409), Ser827Ser/Leu (rs34087604) na exonu 7.
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Polymorfizmy na exonu 5 a 7 genu PAPP-A byly analyzovany u 103 pacientek
s komplikacemi v téhotenstvi, 52 zdravych tchotnych kontrol a 48 zdravych
net¢hotnych kontrol. JelikoZ jsme vtomto poctu 203 sledovanych jedincii nenasli
mutovanou alelu u zadného ze sledovanych polymorfizmi, pro analyzu téchto exonu
jsme dale nerozsifovali sledovany soubor jedincti. Polymorfizmy na exonu 2 a 6 genu
PAPP-A byly analyzovany u 165 pacientek s komplikacemi v t€hotenstvi a u 114
zdravych téhotnych kontrol.

V ndmi studovanych skupinach pacientek s patologickym té¢hotenstvim a kontrol
jsme zachytili pouze polymorfizmus Cys327Cys (rs12375498) na exonu 2
a polymorfizmus C/G (rs13290387) na intronu 6 genu PAPP-A. Pokud jde o zbylé
polymorfizmy, u Zaddného ze sledovanych jedincii jsme nenasli mutovanou alelu téchto
polymorfizmii (Tabulka 4-1).

Obrazek 4-1 (strana 60) graficky znazornuje tii mozné genotypy polymorfizmu
Cys327Cys na exonu 2 a tii mozné genotypy polymorfizmu C/G (rs13290387) na
intronu 6 genu PAPP-A ziskané sekvenacni analyzou DNA jsou zobrazeny na obrdzku
4-2 (strana 61).

Podrobn¢ viz piiloha 1 a 2 [76, 77].

Tabulka 4-1. Frekvence alel sledovanych polymorfizm genu PAPP-A u pacientek

s komplikacemi v téhotenstvi.

Pocet Wild-type alela  Mutovand alela

pacientek  Polymorfizmus — dbSNP oznacent (frekvence) (frekvence)
Exon 2 165 Pro324Leu rs445154 C (1.00) T (0.00)
Pro325Leu rs445159 C (1.00) T (0.00)
Cys327Cys rs12375498 C (0.74) T (0.26)
Exon 5 103 Arg654Lys rs432500 G (1.00) A (0.00)
Ala678Pro rs34371232 G (1.00) C (0.00)
Thr686Ala rs35578777 A (1.00) G (0.00)
Exon 6 165 Glu715Glu rs35407884 A (1.00) G (0.00)
Intron 6 165 C/G rs13290387 G (0.57) C(0.43)
Exon 7 103 Phe802Leu rs1063409 T (1.00) C (0.00)

Ser827Ser/Leu rs34087604 TC (1.00) C-/-- (0.00)

dbSNP - databdze polymorfizmti Narodniho centra biotechnologickych informaci

NCBIL
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Obrazek 4-1. Grafické znazornéni tif moznych genotypt polymorfizmu C/G (rs13290387) na intronu 6 genu PAPP-A: homozygot T (A),
heterozygot CT (B) a homozygot C (C).
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Obrazek 4-2. Grafické znazornéni tii moZnych genotypti polymorfizmu Cys327Cys na exonu 2 genu PAPP-A: homozygot G (A),
homozygot C (B) a heterozygot CG (C).
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4.2.1.1 Polymorfizmus Cys327Cys (rs12375498) genu PAPP-A

Alelické a genotypové frekvence polymorfizmu Cys327Cys genu PAPP-A se
mezi celou skupinou pacientek s komplikacemi v téhotenstvi a zdravymi téhotnymi
Zenami signifikantné neliSily a sou€asné byly v souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovihou HWE (Hardy-Weinberg Equilibrium).

Wild-type alela C byla nalezena u 73.2% pacientek s komplikovanym
téhotenstvim a 78.5% kontrol. Naproti tomu byla mutovana alela T nalezena u 26.8%
pacientek a u 21.5% kontrol. Genotypové frekvence jsou zobrazeny v Tabulce 4-2.

Po rozdéleni pacientek do skupin podle podrobné&jsi klinické charakteristiky byl
u pacientek s preeklampsii nalezen signifikantné¢ zvySeny vyskyt TT genotypu
v porovnani s kontrolni skupinou (p<0.01). Navic, vyskyt T alely ve stejné skupiné
pacientek byl v porovnani se skupinou zdravych kontrol rovnéz zvysen, byt tento trend
byl mén¢ vyrazny (p=0.056) (Tabulka 4-3, Graf 4-1, strana 63).

Podrobn¢ viz ptiloha 2 [77].

Tabulka 4-2. Genotypové frekvence polymorfizmu Cys327Cys genu PAPP-A
u pacientek s komplikacemi v téhotenstvi a zdravych té¢hotnych Zen — zjisténé frekvence

a oc¢ekavané frekvence dle Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Cys327 Cys (rs12375498) exon 2

cc CcT T
Pacientky s patologickym
téhotenstvim (N=165) 52.0 42.0 6.0
HWE 53.6 39.2 7.2 n.s.
Zdravé téhotné kontroly (N=114) 61.0 35.0 4.0
HWE 61.6 33.8 4.6 n.s.
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Tabulka 4-3. Genotypové a alelické frekvence polymorfizmu Cys327Cys genu

PAPP-A ve skupinach pacientek rozdélenych dle klinické charakteristiky a u zdravych

kontrol.

Genotypy [%] Alely [%]
Cys327Cys (rs12375498) exon 2 cCc CcT T C T
Pied¢asny porod (N=98) 54 40 6 74 26
Preeklampsie (N=35) 40 514 8.6 * 66 34+
Riistova retardace plodu (N=34) 53 41 6 74 26
Hepatopatie (N=15) 67 33 0 83 17
Zdravé téhotné kontroly (N=114) 61 35 4 78 22

Porovnani bylo provedeno mezi skupinami pacientek s patologickych téhotenstvim

versus kontroly. Byl pouZit x> (chi-kvadrét) test, *p<0.01 vs. kontroly, *p=0.056 vs.

kontroly.

80
I Pred¢asny porod
[ Preeklampsie*
60 EE Rustova retardace plodu

Procenta [%]
5

20

CC

CcT

[ Hepatopatie

I Zdravé téhotné kontroly

Genotypy

Graf 4-1. Grafické znazornéni genotypovych frekvenci polymorfizmu Cys327Cys genu

PAPP-A ve skupindch pacientek rozdélenych dle klinické charakteristiky (k Tabulce

4-3, *p<0.01 vs. kontroly).
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4.2.1.2 Polymorfizmus C/G (rs13290387) genu PAPP-A

Alelické a genotypové frekvence polymorfizmu C/G (rs13290387) na intronu 6
genu PAPP-A se mezi celou skupinou pacientek s komplikacemi v téhotenstvi
a zdravymi téhotnymi Zenami signifikantné neliSily a soucasné¢ byly v souladu s Hardy-
Weinbergovou rovnovéihou.

Wild-type alela C byla nalezena u 59.5% pacientek s komplikovanym
téhotenstvim a 56.5% kontrol. Naproti tomu byla mutovand alela G nalezena u 40.5%
pacientek a u 43.5% kontrol. Genotypové frekvence jsou zobrazeny v Tabulce 4-4.

Pii porovnani jednotlivych skupin pacientek rozd€lenych dle klinické
charakteristiky jsme zadné signifikantni rozdily v genotypovych a alelickych
frekvencich v porovnani s kontrolni skupinou zdravych téhotnych Zen nenasli (Tabulka
4-5, Graf 4-2, strana 65).

Podrobné viz ptiloha 2 [77].

Tabulka 4-4. Genotypové frekvence polymorfizmu C/G (rs13290387) na intronu 6
genu PAPP-A u pacientek s komplikacemi v t¢hotenstvi a zdravych t€hotnych Zen —

zjisténé frekvence a oCekdvané frekvence dle Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

C/G (rs13290387) intron 6

cC CG GG
Pacientky s patologickym
téhotenstvim (N=165) 36.0 47.0 17.0
HWE 354 48.2 16.4  ns.
Zdravé téhotné kontroly (N=114) 31.0 51.0 18.0
HWE 31.9 49.2 189  ns.
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Tabulka 4-5. Genotypové a alelické frekvence polymorfizmu C/G (rs13290387) genu
PAPP-A ve skupinich pacientek rozdélenych dle klinické charakteristiky a zdravych

téhotnych kontrol.
Genotypy [%] Alely [%]
C/G (rs13290387) intron 6 ccC CcG GG C G
Pred¢asny porod (N=98) 39 46 15 62 38
Preeklampsie (N=35) 26 60 14 56 44
Riistova retardace plodu (N=34) 32 44 24 54 46
Hepatopatie (N=15) 33 67 0 67 33
Zdravé téhotné kontroly (N=114) 31 51 18 57 43
80
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Graf 4-2. Grafické zndzornéni genotypovych frekvenci polymorfizmu C/G
(rs13290387) genu PAPP-A ve skupinidch pacientek rozdélenych dle klinické
charakteristiky (k Tabulce 4-5).
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4.2.2 Biochemické parametry

Tabulka 4-6 (strana 68) zobrazuje vysledky zdkladnich biochemickych
parametri v jednotlivych skupindch pacientek rozdélenych dle klinické charakteristiky
a ve skuping€ zdravych téhotnych kontrol. VEk sledovanych Zen v té€chto skupinach se

signifikantné nelisil.

4.2.2.1 PAPP-A protein

V Tabulce 4-7 (strana 69) jsou obsazeny hodnoty sérovych koncentraci PAPP-A
proteinu ve skupindch pacientek rozdélenych dle klinické charakteristiky a u zdravych
kontrol. Z téchto hodnot jsou patrné signifikantné zvySené koncentrace PAPP-A
u pacientek s preeklampsii v porovnani s kontrolami (Graf 4-3, strana 69). KdyZ jsme
rozdélili preeklamptické pacientky do podskupiny pacientek s proteinurii (N=21,
PAPP-A: 128.7+£83.7 IU/1) a podskupiny pacientek, které vyvinuly preeklampsii pozdé&ji
nebo mély zvySené hladiny kys. mo€ové nad 320 pmol/l (N=14, PAPP-A: 108.4+69.6
IU/N), rozdil mezi preeklamptickymi pacientkami s proteinurii a kontrolami (N=114,
PAPP-A: 82.8+49.4 TU/1) byl jesté statisticky vyraznéjsi (p<0.01, porovndni vSech ti{
skupin ANOVA testem: p=0.0025). Skupina pacientek bez proteinurie v ¢ase odbéru se
od kontrolni skupiny signifikantné neliSila.

Skupina pacientek s hepatopatii vykazovala trend k zvySenym sérovym
hladindim PAPP-A, kdeZto u pacientek s hrozicim pied¢asnym porodem m¢ély tendenci
spiSe klesat, tyto rozdily vSak v porovnéni s kontrolami nebyly signifikantni (Tabulka
4-7, Graf 4-3, strana 69).

Korela¢ni analyza prokdzala signifikantni vztah sérovych hladin PAPP-A k CRP
u pacientek s ristovou retardaci plodu (r=0.49, p=0.007).

Podrobné viz ptiloha 2 [77].

4.2.2.2 PIGF

Tabulka 4-7 (strana 69) uddva hodnoty P/GF faktoru ve skupinich pacientek
rozdélenych dle klinické charakteristiky a u zdravych kontrol. Ve skupindch pacientek
s preeklampsii a rastovou retardaci plodu (IUGR) byly pozorovany signifikantné
snizené hladiny PIGF v porovnani s kontrolni skupinou (Graf 4-4, strana 70).

Po rozdéleni preeklamptickych pacientek do podskupiny pacientek s proteinurii

v ¢ase odberu (N=21, PIGF: 92.2+67.4 pg/ml) a podskupiny pacientek, které vyvinuly
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preeklampsii pozdé€ji nebo mély zvySené hladiny kys. mocové nad hodnotu 320 pmol/I
(N=11, PIGF: 132.5494.4 pg/ml), byl rozdil mezi preeklamptickymi pacientkami
s proteinurii a kontrolami (N=41, PIGF: 224.7+152.6 pg/ml) jeSt¢ vyrazngjsi (pacientky
s proteinurii vs. kontroly: p<0.001, porovnani vSech tii skupin ANOVA testem:
p=0.0006). Skupina pacientek bez proteinurie v ¢ase odbéru se od kontrolni skupiny
signifikantné€ neliSila.

Pii korelacnich analyzach byla nalezena pozitivni korelace P/GF s hladinami
PAPP-A u skupiny zdravych téhotnych kontrol. U pacientek s hrozicim predCasnym
porodem byl nalezen negativni vztah PI/GF s hladinami erytrocyti a hemoglobinu
v obc¢hu matky. U pacientek s IUGR byla nalezena negativni korelace PIGF

s kreatininem.

4.2.3 Asociace genotypi a biochemickych parametri

Sérové hladiny PAPP-A proteinu byly porovndvany ve skupindch pacientek
a zdravych téhotnych kontrol rozd€lenych podle genotypli polymorfizmu Cys327Cys
(exon 2) a C/G (intron 6) genu PAPP-A.

Zdravé téhotné kontroly s TT genotypem polymorfizmu Cys327Cys mély
zvysené sérové hladiny PAPP-A v porovnani se skupinou zdravych téhotnych kontrol
s wild-type genotypem CC (p=0.048, TT vs. CC t-test, ANOVA - nesignifikantni).
Tento trend nebyl nalezen v Zadné dalS$i ndmi studované skupiné.

Nenasli jsme Zadné signifikatni rozdily v sérovych hladindich PAPP-A proteinu
ve skupindch pacientek a kontrol rozdélenych podle genotypti polymorfizmu C/G
(rs13290387) genu PAPP-A (Tabulka 4-8, strana 70).

Podrobné viz ptiloha 2 [77].
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Tabulka 4-6. Biochemické parametry u pacientek s patologickym téhotenstvim a zdravych kontrol ve tfetim trimestru gravidity.

Pied¢asny porod Preeklampsie IUGR Hepatopatie Téhotné kontroly p-hodnota
n=98 n=35 n=34 n=15 n=114
Vék [roky] 30.7 £5.1 31.3+4.1 31.1 £4.6 31.7+3.4 30.1+ 4.3 n.s.

Erytrocyty [x10'%/1] 3.57+0.42% %k 3.98+0.46" 3.93+0.39" 3.92+0.26™ 4.02+0.32 <0.0001
Hemoglobin [g/1] 111.84+13.26% 119.43+14.56" 124.32+12.08" 119.60+7.90 119.63+8.47 <0.0001
Trombocyty [x10°/1] 250.24+62.06 201.54+68.08" 220.88+54.34 214.33+51.83 231.94+53.88 0.0003
Neutrofily relativni [%)] 76.97+9.38% 66.18+11.20%, 68.84+8.72"* 71.20+8.56 71.73+8.51 <0.0001
Lymfocyty [%] 15.48+7.12%%% 245348 68%* 22.69+6.91"* 20.67+7.30 19.16+4.88 <0.0001

C-reaktivni protein [mg/I] 15.68+25.40 8.57+14.94 5.82+4.85 5.56+6.20" n.m. 0.032
Mo¢ovina [mmol/I] 1.94+1.32 3.99+3.68" 3.21+0.92" 3.09£1.06 n.m. 0.0001
Kreatinin [pmol/I] 44.88+19.15 61.54+13.60"* 55.87+14.42 56.86+9.88 n.m. 0.0002
Kyselina mo€ova [pumol/l] | 187.47+83.16 347.34+94.62"**  308.97+78.77"  264.93+£72.04 n.m. <0.0001
Bilirubin [pmol/l] 7.01+4.12* 6.97+4.86™ 6.54+2.66™ 10.96+4.14 n.m. 0.0018
ALT [pkat/l] 0.29+0.15"** 0.52+0.93"** 0.41+0.93"** 2.94+1.94 n.m. <0.0001

Vysledky jsou vyjadfeny jako primér+SD (smérodatnd odchylka). Pro statistické zpracovdni byla pouzita analyza rozptylu (One-way

ANOVA) s ndslednou analyzou post testem (Bonferroni). ALT — alaninaminotranferdza, n.m. — neméteno, n.s. — nesignifikantni.
*p<0.05, ***p<0.001, vs. kontroly,
#p<0.05, #p<0.01, #p<0.001 vs. pfedasny porod,

"p<0.05, Tp<0.01, "p<0.001 vs. hepatopatie.



Tabulka 4-7. Hodnoty PAPP-A a PIGF u pacientek s patologickym té€hotenstvim

a u zdravych kontrol ve tfetim trimestru gravidity.

PAPP-A [IU/l] N (pocet) PIGF [pg/ml] N (pocet)
Piedcasny porod 65.15+44.27 98 218.6x£170.47 35
Preeklampsie 120.92+78.18** 35 106.04+78.64** 32
IUGR 94.16+79.79 34 103.38+99.17%** 30
Hepatopatie 118.35+£67.23 15 197.65+138.35 13
Zdravé téhotné kontroly 82.8+49.9 114 224.71£152.60 41
ANOVA (p) <0,0001 <0,0001

Vysledky jsou vyjadieny jako primér+SD (smérodatnd odchylka). Pro statistické

zpracovani byla pouZita analyza rozptylu (One-way ANOVA) s naslednou analyzou post

testem (Bonferroni).

*#p<0.01, vs. kontroly.
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Graf 4-3. Sérové koncentrace PAPP-A proteinu u pacientek s komplikacemi v

téhotenstvi a zdravych t€¢hotnych kontrol ve tfetim trimestru gravidity (k Tabulce 4-7).

Legenda: Whiskerovo zndzornéni (min. - max.) s hodnotami medidnu; **p<0.01,

vs. kontroly.
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Graf 4-4. Sérové hladiny PIGF u pacientek s komplikacemi v téhotenstvi a u zdravych
t€hotnych kontrol ve tfetim trimestru gravidity (k Tabulce 4-7).

Legenda: Whiskerovo zndzornéni (min. - max.) s hodnotami medidnu; **p<0.01,

vs. kontroly.

Tabulka 4-8. Hodnoty sérovych hladin PAPP-A proteinu ve skupinich pacientek

rozdélenych na zaklad¢ klinické charakteristiky a u kontrol.

PAPP-A [1UN]
Predcasny Zdravé tehotné
porod Preeklampsie IUGR Hepatopatie kontroly
Cys327Cys
(exon 2)
CC 61.4+44.1 101.5£59.4  91.9481.4 122.5£72.9 74.8+48.3
CT 72.54+47.1 137.5£90.2 104.7£110.6 110.1+61.1 78.1£51.8
TT 54.3£20.2 117.7£88.2  89.3+71.9 - 129.5+74.2%*
C/G (intron 6)
CC 63.0+40.9 109.4+63.8 133.2+£126.9 92.9+53.3 84.1£59.0
CG 71.0+51.8 119.7485.7  72.6£36.5 113.84£50.1 80.2+40.7
GG 55.3+22.9 144.7£75.1  112.9+£77.7 286.9 88.8+£56.8

Pro statistické zpracovani byla pouZzita analyza rozptylu (One-way ANOVA) s naslednou
analyzou post testem (Bonferroni) a neparovy t-test. ANOVA test byl nesignifikantni,

*p=0.048, TT vs. CC zdravé t¢hotné kontroly (t-test).
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4.3 Dvourozmérna elektroforéza plodové vody

V ramci této disertacni prace jsem zavedla metodiku analyzy proteinii plodové
vody. Prace na této metod¢ probihala na Odd¢leni interni mediciny — Sekce Biochemie,
University of Perugia, Perugia, Itdlie, pod vedenim prof. Luciana Binaglii. Postup prace
je zaznamendn v kapitole 3.5, strana 51.

Cilem prace bylo primarn€ zavést a optimalizovat metodiku dvourozmérné
elektroforézy plodové vody, pficemZ bylo analyzovadno 15 vzorkli plodové vody od
pacientek s blize nespecifikovanou klinickou charakteristikou.

Obrazek 4-3 (strana 72), znazornuje vyslednou 2D proteinovou mapu ziskanou
analyzou jednoho ze vzorkii plodové vody. Cerné body na mapé odpovidaji jednotlivym
proteinim plodové vody, které se déle identifikuji pomoci hmotnostni spektrometrie.
Velky Cerny bod v horni ¢asti mapy piedstavuje albumin, ktery je hlavni proteinovou

sloZzkou plodové vody.

V souhrnu, v rdmci této prace byly analyzovany 4 exony (a ¢asti intronu) genu
PAPP-A, které zahrnuji celkové 10 jednonukleotidovych polymorfizmii. V nasi
sledované skupiné pacientek a kontrol jsme vSak zachytili pouze polymorfizmus
Cys327Cys (rs12375498) na exonu 2 a C/G (rs 13290387) na intronu 6. U pacientek
s preeklampsii byla nalezena signifikantné vyssi frekvence TT genotypu polymorfizmu
Cys327Cys v porovnani s kontrolami. Pacientky s hepatopatii mély zvySené sérové
koncentrace PAPP-A v porovnani s kontrolami. Ve skupindch pacientek s preeklampsii
a IUGR byly pozorovany signifikantné sniZené hladiny P/GF v porovnani s kontrolami,
u pacientek s hrozicim predéasnym porodem a hepatopatii byly tyto hladiny
porovnatelné s kontrolni skupinou. Korela¢ni analyza odhalila pozitivni korelaci mezi
PAPP-A a CRP u pacientek s IUGR a u zdravych téhotnych Zen byla pozorovéina
pozitivni korelace mezi PAPP-A a PIGF. Negativni korelace PIGF s hladinami
hemoglobinu a erytrocyti byla pozorovdna u pacientek s hrozicim predCasnym
porodem. Sérové hladiny PAPP-A proteinu byly u zdravych téhotnych kontrol s TT
genotypem polymorfizmu Cys327Cys genu PAPP-A zvySené v porovnani s kontrolami
s CC genotypem. V ramci této prace byla zavedena metoda analyzy proteini plodové

vody pomoci dvourozmérné elektroforézy.
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Obrazek 4-3. 2-D proteinova mapa plodové vody — vzorek ¢.1.
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5 DISKUZE

Vramci této disertacni prace jsme jako prvni zavedli metodiky analyzy
polymorfizmti genu PAPP-A lokalizované na exonech 2,5,6,7 a intronu 6 zaloZené na
pfimém sekvenovani DNA. Tyto polymorfizmy jsme studovali u pacientek
s patologickym t¢hotenstvim (pfedcasny porod, preeklampsie, IUGR, hepatopatie)
a zdravych te¢hotnych kontrol ve tfetim trimestru gravidity. U téchto Zen byly stanoveny
sérové hladiny proteinu PAPP-A a plazmatické hladiny P/GF. Dale byla v ramci této
studie zavedena také metodika dvourozmérné elektroforézy plodové vody.

Vysledky této studie prioritné ukdzaly na moZnou asociaci polymorfizmu
Cys327Cys (zména nukleotidu C/T) genu PAPP-A s preeklampsii. Poprvé v nasi studii
byly u pacientek s hepatopatii nalezeny zvysSené sérové hladiny PAPP-A v porovnéni
s kontrolami, plazmatické hladiny PI/GF byly u téchto pacientek porovnatelné
s kontrolni skupinou. V nasi studii jsme nenasli signifikantni rozdil v hladinach PIGF
u pacientek s hrozicim pfedCasnym porodem v porovnani s kontrolni skupinou, na
rozdil od dal$i studie. Potvrdili jsme zvySené sérové hladiny PAPP-A u pacientek
s preeklampsii a sniZené plazmatické hladiny PIGF u pacientek s preeklampsii a [IUGR.

Korela¢ni analyza odhalila pozitivni korelaci mezi PAPP-A a CRP u pacientek
s IUGR a u zdravych té¢hotnych Zen byla pozorovana pozitivni korelace mezi PAPP-A
a PIGF. Negativni korelace PIGF s hladinami hemoglobinu a erytrocyti byla

pozorovéna u pacientek s hrozicim pfed¢asnym porodem.

5.1 Metodicka ¢ast

Sekvenace DNA je metodou zaloZzenou na principu terminace syntézy
vyvinutého Frederikem Sangerem a A. R. Coulsonem v roce 1975 [111]. K ukonceni
syntézy se pouZzivaji fluorescencné znacené dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTPs). Tato
metoda umoziuje ,,piecist™ potadi nukleotidi v ndmi zvolené oblasti DNA a analyzovat
tak vSechny genetické odchylky v této oblasti. Délka c¢tenych fragmentl dosahuje
velikosti 700-800 bp. Ztéchto diivodl je tato metoda celosvetové vyuZivdnd pro
screening genetickych markerii riznych onemocnéni a proto byla také pouzita pro nasi

studii.
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Casové a finanné nejméné ndro¢nou metodou pro detekci polymorfizmii je
metoda RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Pro rozvoj této metody
byl nutnym ptfedpokladem objev restrik¢nich enzymu [112]. Ty Stépi molekulu DNA
v tzv. restrikénim misté, které je definovdno konkrétni kombinaci nukleotidi. Kdyz
dojde ke zmén¢ nukleotidu v daném mist¢, miZe dojit bud’ ke vzniku nového
restrikéniho mista, nebo naopak k jeho zaniku. Zisadni limitaci této metody je fakt, Ze
v jedné reakci je moZné analyzovat pouze jedno polymorfni misto. Naopak velkou
vyhodou je jeji financni nendro¢nost a rychlost. Aby vSak tato metoda byla
aplikovatelnd, musi byt splnéna podminka, Ze pii zméné€ nukleotidu dojde ke
vzniku/zéniku restrikéniho mista, coZ v naSem piipad¢ splnéno nebylo.

Nejnovéjsi molekularné-biologické metody jsou schopny analyzovat az stovky
polymorfizmii riznych genl v jedné reakci (DNA microarray techniky). Sekvenaéni
metody druhé generace vyuZzivaji zcela nové technologické postupy. Metoda lon
Torrent pro analyzu DNA vyuZivd hodnoceni zmén na drovni pH, ke kterému dochézi
v prubéhu sekvenacni reakce probihajici na specidlnim polovodicovém cCipu. Dalsi
metoda vyuzivd oktamerni sondy ozna¢ené na 5'-konci fluorescenénimi barvivy.
Celkem ¢Ctyfi riznd barviva oznacuji Sestndct moZnych kombinaci na prvnich dvou
pozicich templatu. Metoda piinesla zjednoduSeni dosavadnich postupt s vySsi piesnosti
detekce polymorfizmii. Navic metoda umoznuje sekvenovani celého exomu daného
pacienta. Velkou nevyhodou je finan¢ni naro¢nost téchto metod pokud jde o piistrojové

vybaveni [113].

5.2 VysledKky klinické studie

5.2.1 Polymorfizmy genu PAPP-A

Pyl

V ramci této studie bylo analyzovadno celkové deset polymorfizmi leZicich
v oblastech exonu 2, 5, 6 (a Casti intronu 6) a 7 genu PAPP-A u pacientek s hrozicim
pfedCasnym porodem, preeklampsii, ristovou retardaci plodu a hepatopatii (benigni
téhotenskou cholestdzou). Podle databaze jednonukleotidovych polymorfizma (dbSNP)
Narodniho centra biotechnologickych informaci NCBI [73] tyto oblasti Citaji celkové
10 polymorfizmi - Pro324Leu (rs445154), Pro325Leu (rs445159), Cys327Cys
(rs12375498) na exonu 2; Arg654Lys (rs432500), Ala678Pro (rs34371232), Thr686Ala
(rs35578777) na exonu 5; Glu715Glu (rs35407884) na exonu 6 a C/G (rs 13290387) na
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intronu 6; a Phe802Leu (rs1063409), Ser827Ser/Leu (rs34087604) na exonu 7 — v nasi
sledované skupin€ pacientek s patologickym téhotenstvim a u zdravych téhotnych
a net¢hotnych zen jsme zachytili pouze polymorfizmus Cys327Cys na exonu 2 a C/G
(rs13290387) na intronu 6 genu PAPP-A. U zbylych polymorfizmi jsme nasli toliko
jejich wild-type formu s frekvenci vyskytu 1.00. Z téchto hodnot vyplyva, Ze
polymorfizmy Pro324Leu, Pro325Leu, Arg654Lys, Ala678Pro, Thr686Ala, Glu715Glu,
Phe802Leu a Ser827Ser/Leu nejsou asociovany s nas$i sledovanou skupinou
kavkazského ptivodu.

Polymorfizmy na exonu 5 a 7 genu PAPP-A byly analyzovany u 103 pacientek
s komplikacemi v téhotenstvi, 52 zdravych tchotnych kontrol a 48 zdravych
net¢hotnych kontrol. JelikoZ jsme v tomto poctu 203 sledovanych jedincti nenasli
mutovanou alelu u zadného ze sledovanych polymorfizmii [76], pro analyzu téchto
exont jsme ddle nerozsifovali sledovany soubor jedinct. Polymorfizmy na exonu 2 a 6
genu PAPP-A byly analyzovédny u 165 pacientek s komplikacemi v t€hotenstvi a u 114
zdravych téhotnych kontrol [77].

Rozlozeni genotypovych i alelickych frekvenci polymorfizmt Cys327Cys a C/G
(intron 6) genu PAPP-A bylo u pacientek 1 kontrol v souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovéhou, coZ dokazuje, Ze sledované skupiny byly vhodn¢ vybriny.

Vyssi vyskyt mutované alely T (p=0.056) a signifikantné¢ castéjsSi vyskyt
(p<0.01) genotypu TT polymorfizmu Cys327Cys (rs12375498) na exonu 2 genu
PAPP-A byl prokdzan u pacientek s preeklampsii v porovnani s kontrolami. Tyto
vysledky vSak mohou byt ovlivnény relativné malym souborem pacientek s pre-
eklampsii (N=35).

Do soucasné doby nebyla vyddna zadna studie zabyvajici se polymorfizmem
Cys327Cys genu PAPP-A u pacientek s preeklampsii. Na druhé strané vSak mnoho
studif potvrzuje vyznam rdznych genil v rozvoji této nemoci [92].

Co se tyce polymorfizmu C/G (rs13290387) na intronu 6 genu PAPP-A, nase
vysledky neodhalily Zadny vztah tohoto polymorfizmu k hrozicimu piedCasnému
porodu, preeklampsii, [IUGR nebo hepatopatii. Tento polymorfizmus byl studovan
skupinou Parka et al. [75] u 170 pacientd s akutnim infarktem myokardu. I kdyz ptivod
pacientli nebyl v praci uveden, predpoklddd se, Ze se jednalo o korejskou populaci.
Vysetteny byly ¢tyfi polymorfizmy genu PAPP-A: Ser1224Tyr (rs702078) na exonu 14
a polymorfizmy rs13290387 (c/g), rs3747823 (g/a) a rs 3827669 (t/c) lezici

v intronovych oblastech genu PAPP-A. Déle bylo analyzovdno sedm polymorfizmi
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cytokiny-kédujicich genti, u kterych byl prokdzan funkéni vyznam u akutniho infarktu
myokardu (RANTES G-403A, MCP1 G-2518A, CRP A2147G, CRP G-717A, RAGE
557G/A, LTA Thr26Asn, IL6 C-572G). Studie definovala C alelu polymorfizmu C/G
(rs13290387) genu PAPP-A jako nezdvisly rizikovy faktor akutniho infarktu myokardu.

Dalsi studie poukdzala na moZnou asociaci polymorfizmu Ser1224Tyr
(rs7020782, exon 14) genu PAPP-A s rizikem opakovaného potratu. Studovanou
skupinou bylo 215 pacientek ptivodem z Japonska, které prodé€laly dva a vice po sob¢ se
opakujicich potrati. Jako kontroly slouzilo 420 zdravych Zen, které prod¢laly
minimélné jedno fyziologické t€hotenstvi a nemély v anamnéze potrat nebo infertilitu.
Ze studie vyplyva, Ze u Zen nesoucich C alelu polymorfizmu Ser1224Tyr je zvySené
riziko opakovaného potratu po 9. tydnu té€hotenstvi. Studie ma vSak nckolik limitujicich
bodli, mimo jiné i reprezentativnost studované skupiny z diivodu, ze CC genotyp se
vyskytoval u pacientek velmi raritné. Funkéni dasledek polymorfizmu Ser1224Tyr neni
dosud zndm, prvni studie vSak naznaCuji, Ze tato mutace mulZe ovliviiovat
proteolytickou aktivitu, stabilitu nebo expresi PAPP-A proteinu [74].

Sérové hladiny PAPP-A proteinu u zdravych téhotnych Zen byly rozdéleny do
podskupin na zdkladé genotypli polymorfizmu Cys327Cys (exon 2) genu PAPP-A.
I kdyZz analyza ANOVA testem neodhalila zadny signifikantni rozdil, hladiny PAPP-A
proteinu  u podskupiny kontrol sTT genotypem byly zvySeny v porovnani
s podskupinou kontrol s CC genotypem (p=0.048, TT vs. CC t-test). Tento trend nebyl
nalezen u Zadné dalS$i nami studované skupiny i navzdory tomu, Ze sérové hladiny
PAPP-A proteinu byly u pacientek s preeklampsii a hepatopatii proti kontroldm
zvysené, pficemz u pacientek s preeklampsii byly tyto rozdily signifikantni. Vzhledem
k tomu, Ze tento polymorfizmus je tzv. synonymni (nezpusobuje zménu aminokyseliny

v fetézci proteinu), vysvétleni je obtizné a vyzaduje dalsi studium.

5.2.2 Biochemické parametry

Téhotensky protein PAPP-A

Nase studie potvrdila signifikantné zvySené hladiny PAPP-A proteinu
u pacientek s preeklampsii ve tfetim trimestru gravidity v porovndni se zdravymi
t€éhotnymi kontrolami v témzZe trimestru gravidity, zatimco tyto hladiny se u skupiny
pacientek s ristovou retardaci plodu ve srovnani s kontrolni skupinou vyrazné neliSily.

Mnohé studie jiz prokazaly, Ze snizené hladiny PAPP-A proteinu v séru matky v prvnim
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trimestru gravidity souviseji s ndslednym rozvojem komplikaci jako preeklampsie,
pfedcasny porod nebo IUGR [114-118]. Pokud jde o druhy a tfeti trimestr, podobné
jako nase studie jiz predeslé publikace poukdzaly na zvysené sérové hladiny PAPP-A
v poslednim mésici gestace u preeklamtickych t€hotenstvi [2, 6]. Na druhou stranu vSak
Bersinger a @degard [118] nenasli zadné signifikantni rozdily v sérovych hladinach
PAPP-A mezi pacientkami s preeklampsii a zdravymi t€hotnymi kontrolami ve 25. a 33.
tydnu tehotenstvi. Navic tato studie potvrdila stejné vysledky u tchotenstvi
komplikovanych IUGR, coZ je v souladu snasimi vysledky. V naSi studii m¢ély
pacientky s hrozicim predCasnym porodem spiSe snizené sérové hladiny PAPP-A
(p=0.01 vs. kontroly, t-test) ve tfetim trimestru gravidity, i kdyZ, na rozdil od t-testu,
analyza ANOVA testem pii srovndvani vSech skupin neodhalila, Ze by tyto rozdily byly
signifikantni. Ve studii z roku 1984 se sérové hladiny PAPP-A ve druhém a tfetim
trimestru  gravidity = pacientek s pfedCasnym porodem neliSily v porovnéni
s odpovidajicimi hodnotami v té¢hotenstvi s fyziologickym prib&hem [119].

Poprvé vnasi studii poukazujeme na zvySené sérové hladiny PAPP-A
u pacientek s benigni t€hotenskou cholestdzou (hepatopatii) v porovnani se zdravymi
téhotnymi kontrolami (p=0.01, t-test) ve tfetim trimestru gravidity. Rozdil miZe byt
povazovan spiSe za méné zasadni, jelikoZ analyza ANOVA testem nebyla vyznamna,
nicméné¢ dvouvybérovy t-test vyhodnotil rozdil mezi témito dvéma skupinami jako
vysoce signifikantni. Dalsi limitaci je relativné mald skupina pacientek s hepatopatii
(N=15).

V ramci korelacni analyzy jsme pozorovali pozitivni vzdjemnou souvislost mezi
sérovymi hladinami PAPP-A a CRP u pacientek s IUGR (r=0.49, p=0.007). Stejna
pozitivni korelace byla zjiSténa u pacientli se selhdnim ledvin nebo po transplantaci
ledvin [120-122] a u pacientd s akutnim korondrnim syndromem [7]. Hladiny CRP
v séru matky se konstantn¢ zvysuji v celém pribehu te¢hotenstvi a kulminuji v obdobi

porodu [123], aniZ by prochézely placentarni bariérou [124].

Placentdrni rustovy faktor PIGF

V této studii se poprvé zabyvadme porovnianim koncentraci placentarniho
ristového faktoru PIGF vkrvi Zen sriznymi patologickymi stavy v téhotenstvi
(predcasny porod, preeklampsie, IUGR a hepatopatie) a u zdravych té¢hotnych kontrol.
V nasi studii jsme nenasli signifikantni rozdil v hladindch P/GF u pacientek s hrozicim

pfedCasnym porodem v porovndni s kontrolni skupinou, na rozdil od dal$i studie.
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Poprvé v nasi studii byly stanoveny hladiny P/GF u pacientek s hepatopatii ve tfetim
trimestru gravidity. Potvrdili jsme sniZené hladiny P/GF u pacientek s preeklampsii
a IUGR ve tietim trimestru gravidity. Dadle jsme potvrdili pozitivni korelaci PIGF
s PAPP-A proteinem u zdravych téhotnych Zen ve tfetim trimestru gravidity.
U pacientek s IUGR byla nalezena negativni korelace PIGF s kreatininem a u pacientek
s pfedCasnym porodem jsme poprvé ukdzali negativni korelaci PIGF s hladinami
hemoglobinu a erytrocyti.

Patologické stavy jako preeklampsie a IUGR tuzce souvisi s dysfunkci placenty,
u pacientek s preeklampsii v pritbé¢hu celé gestace [118, 125, 126]. Preeklamptické
pacientky, u kterych byla diagnostikovana rastova retardace plodu mély tyto hodnoty
jeste nizsi nez pacientky s preeklampsii bez IUGR [127]. Nase studie potvrdila snizené
hodnoty PIGF u pacientek s preeklampsii ve tfetim trimestru gravidity, stejné vysledky
byly pozorovany také ve skupiné pacientek s IUGR. SniZené hladiny PI/GF byly
popsany u pacientek s rustovou retardaci plodu zplisobenou placentarni dysfunkci po
20. tydnu gestace a u pacientek a plodi s [IUGR v obdobi pfed porodem [64, 128].
Z vysledkt dalsi studie vyplyva, Ze PIGF je slabym prognostickym markerem rdstové
retardace plodu v prvnim trimestu gravidity [129].

Placentarni dysfunkce muze hrat svou roli také v patofyziologii spontdnniho
predCasného porodu, pficemZz zmény v hodnotich PIGF byly zaznamendny pouze
v obdobi bezprosttedné pired manifestaci nemoci a pfed€asnym porodem [130, 131].
Hladiny PIGF se v nasi skupiné pacientek s hrozicim pfed€asnym porodem neliSily od
hodnot kontrolni skupiny, i kdyZ vSechny pacientky porodily do 24 hodin po odbéru
krve pro biochemické analyzy. Dalsi studie ptfedpoklada souhru placentarni dysfunkce
a zanétu v etiologii pfed¢asného porodu [132].

NaSe studie jako prvni poukazuje na to, Ze hodnoty PI/GF se u pacientek
s hepatopatii (benigni t¢hotenskou cholestdzou) nelisi od hodnot kontrolni skupiny.

Korela¢ni analyzy poukdzaly na pozitivni korelaci PIGF s hladinami PAPP-A
u zdravych téhotnych kontrol ve tfetim trimestru gravidity. Tyto vysledky dopliuji
studii, kterd potvrdila pozitivni korelaci PIGF k PAPP-A u zdravych téhotnych Zen
v prvnim trimestru gravidity [133, 134]. Pozitivni korelace PIGF k PAPP-A byla
nalezena také u matek s t€hotenstvim postizenym trizomii 21 v prvnim trimestru

gravidity [134].
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U pacientek s IUGR byla nalezena negativni korelace PIGF s kreatininem.
Stejnéd negativni korelace byla nalezena u pacientek s preeklampsii [127], 1 kdyZ naSe
skupina s preeklampsii tyto vysledky nepotvrdila.

U pacientek s hrozicim pfedCasnym porodem byla nalezena negativni korelace
PIGF s hladinami erytrocytii a hemoglobinu v séru matek. U téchto pacientek byla
hladina erytrocytti a hemoglobinu signifikantné sniZend proti kontrolni skuping. Stejna
negativni korelace byla popsdna u pacientl se srpkovitou anémifi, u kterych se vyvinula
plicni hypertenze [135], z toho divodu studie pfedpoklddd vyznam hemolyzy v rozvoji
hypertenze u pacientli se srpkovitou anémii. Vysvétleni vztahu hladin erytrocyt
a hemoglobinu s ptedasnym porodem vyzaduje dal$i podrobnejsi analyzu.

Nase vysledky pfispivaji k pochopeni patologickych mechanizmi u téchto stavii
a mohou pomoci k efektivnéjsi identifikaci rizikovych pacientek s cilem vcas zajistit
vhodnou péci. Nicméné, pro potvrzeni naSich vysledkli je potfeba dalsi studium

s veétSim poctem pacientek s patologickym téhotenstvim.

5.3 Dvourozmérna elektroforéza plodové vody

Proteomické studie maji velky potencidl pro objev novych biomarkert v riznych
biologickych materidlech jako je krev, moc, likvor, plodova voda a tkan€, které by
mohly pfinést vyznamny pievrat v diagnostice mnoha onemocnéni.

V popiedi zdjmu stoji predevsim ziskdvani novych znalosti v oblasti fetdlnich
aneuploidii. V praci z roku 2006 byly porovnavany vzorky plodové vody pacientek,
jejichz plod byl postiZzen Downovym syndromem (DS) a zdravych kontrol
s fyziologickym pribéhem tcéhotenstvi pouZzitim 2DE a MS. Sedm proteini bylo
oznaceno jako potencidlni biomarkery: ol-mikroglobulin, al-kolagen typ I, IIl a V,
heparan sulféat proteoglykan 2, IGFBP a pre-mRNA-splicing faktor SRP75 [136]. Dalsi
studie popsala proteiny APOAI, serpin peptidase inhibitor, clade A, prealbumin
a transferin jako rozdilné exprimované u DS té€hotenstvi proti zdravym kontrolam [137].

Preeklampsie, IUGR, pred¢asny porod a benigni téhotenskd cholestiza jsou
nejcastéjSimi  pfiCinami mortality a morbidity plodu a matky celosvétove.
Patofyziologicky mechanizmus téchto nemoci stdle ziistadvd neobjasnén, predpoklada se
vsak, Ze se jednd o nemoci s multifaktoridlni etiologii. Objev relevantnich biomarkert je

proto dulezity pro v€asnou predikci a diagn6zu téchto stavi.
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Skupina Vascotta [138] porovnavala proteomické mapy plodové vody péti
pacientek s preeklampsii a péti kontrol. Proteiny byly posléze identifikovany
tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vysledky ukdzaly signifikantné zvysSené
mnoZzstvi monomérni formy transthyretinu u pacientek s preeklampsii proti kontrolam,
pravdépodobné v dusledku zvySeného oxidacniho stresu souvisejiciho s preeklampsii.
Transthyretin je protein zodpovédny za transport hormonu thyroxinu a retinol-
vazajiciho proteinu.

Na zdklad¢ proteomickych analyz bylo navrzeno nékolik kandidatnich
biomarkert infekce u téhotnych Zen, které by mohly pomoci k ¢asnému odhaleni
zvySeného rizika predCasného porodu: calgranulin B a proteolytickd podjednotka
IGFBP-1 [139, 140]; defensin-1, defensin-2, calgranulin C a calgranulin A [139, 141].

Proteomické analyzy byly vyuZzity také ve studiich, které se zabyvaly popisem
proteomického/metabolického profilu plodové vody u pacientek s pied¢asnym porodem
[142, 143].

Metoda dvourozmérné elektroforézy byla zavedena jako vychozi krok pro
proteomickou analyzu plodové vody. Vysledky proteomickych studii mohou pomoci
zlepsit prenatalni diagnostiku nebo soucasné screeningové metody. Nelze vyloucit, Ze
objev specifickych markerti patologickych stavii v t€¢hotenstvi v plodové vod¢ posune
vyzkum v oblasti rozvoje diagnostickych metod téchto marker v séru matky. Je vSak
tteba si uvédomit, Ze toho 1ze dosdhnout pouze tehdy, kdyz budou vyuZivany standardni
protokoly, vhodné analytické techniky a statistické analyzy diileZité pro reproducibilitu

téchto studii [144].
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6 ZAVERY

e Vramci této disertacni prace jsem zavedla metodiky analyz celkové deseti
polymorfizmii genu PAPP-A - Pro324Leu, Pro325Leu, Cys327Cys na exonu 2;
Arg654Lys, Ala678Pro, Thr686Ala na exonu 5; Glu715Glu na exonu 6 a C/G
(rs 13290387) na intronu 6; Phe802Leu a Ser827Ser/Leu na exonu 7 — zaloZené na
piimém sekvenovani genomické DNA.

® Vnami sledovanych skupindch 114 zdravych kontrol a 165 pacientek
s patologickym t¢hotenstvim (hrozici piedCasny porod, preeklampsie, ristova
retardace plodu, hepatopatie) jsme zachytili pouze polymorfizmus Cys327Cys (C/T,
rs12375498) na exonu 2 (frekvence vyskytu C alely u pacientek 0.74) a polymor-
fizmus C/G (rs13290387) na intronu 6 genu PAPP-A (frekvence vyskytu G alely u
pacientek 0.57). Polymorfizmy na exonu 5 a 7 byly vySetfeny u mensi skupiny osob
a v tomto souboru nebyly nalezeny.

e Vyssi vyskyt mutované alely T a signifikantn¢ castéjsi vyskyt genotypu TT
polymorfizmu Cys327Cys na exonu 2 genu PAPP-A v porovnani s kontrolami jsme

nalezli u pacientek s preeklampsii.

e U vSech pacientek a zdravych téhotnych kontrol byly zméfeny sérové koncentrace
PAPP-A proteinu pomoci metody TRACE a u vybranych pacientek a kontrol byly
zmgéteny plasmatické koncentrace PIGF metodou ELISA.

e Pacientky s preeklampsii ve 3.trimestu gravidity maji signifikantn¢ zvysené sérové
koncentrace PAPP-A v porovnani s kontrolni skupinou. Skupina pacientek
s hepatopatii vykazovala podobny trend k zvySenym hladindm PAPP-A, kdeZto
u pacientek s hrozicim pfed€asnym porodem mély tyto hodnoty tendenci spiSe
klesat. U pacientek s preeklampsii a IUGR byly nalezeny signifikantné¢ snizené
hladiny PI/GF v porovnani s kontrolni skupinou, u pacientek s hrozicim pred¢asnym
porodem a hepatopatif se tyto hladiny neliSily.

e Pii korelacnich analyzach byla nalezena pozitivni korelace PIGF s hladinami
PAPP-A u skupiny zdravych t€¢hotnych kontrol. U pacientek s hrozicim pifedéasnym
porodem byl nalezen negativni vztah PI/GF s hladinami erytrocyti a hemoglobinu
v obc¢hu matky. U pacientek s [IUGR byla nalezena negativni korelace PIGF

s kreatininem.

81



e Vramci této disertatni prace jsem zavedla metodu dvourozmérné elektroforézy

plodové vody.
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