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Uvod

V roce 1984 byl objeven novy gen, ktery hraje prav-
dépodobné vyznamnou roli pii regeneraci fady tkani'.
Nedavno bylo prokazano, ze tento tzv. Reg gen hraje vy-
znamnou roli vregeneraci tkdan¢ myokardu, kdy byla
v experimentu po postizeni myokardu zjisténa transkripc-
ni aktivace Reg-Ia. v myokardu jako odpovéd na myokar-
didlni stres' . Také u experimentalng vyvolaného infarktu
myokardu byla zji§téna v cytoplasmé kardiomyocytl zvy-
Sena exprese genu pro Reg-la (i jeho receptoru) a soucasné
byla u té€chto jedincll nalezena vy$si koncentrace Reg-lo
proteinu v séru ve srovnani s jedinci s konstrikci aorty. Je
mozné, ze systém ,,Reg“ hraje vyznamnou roli jako pro-
tektivni ukazatel proti ucinku akutniho srde¢niho stresu.
Vznikla tedy hypotéza, Ze stanoveni proteinu Reg-lo. by
mohlo byt zajimavym ukazatelem pfitomnosti vyssiho
koronarniho rizika®.

Experimentalni studie také prokazaly, ze by Reg-la
mohl byt ukazatelem extremniho stresu obecné. Jelikoz je
obezita, resp. metabolicky syndrom vyznamnym streso-
vym stimulem, ktery vede k fad¢ tkanovych komplikaci
(napf. kardiovaskularni ¢i cerebrovaskularni choroby, dia-
betes mellitus, hypertense, autonomni vegetativni dysfunk-
ce), vznikly proto hypotézy o mozném diagnostickém vyu-
ziti stanoveni Reg-lo. v diagnostice metabolického syn-
dromu.

Nasim cilem v predkladané praci byl vyvoj, validace
a klinické testovani soupravy ELISA pro specifické stano-
veni sérové koncentrace lidského Reg-Io..
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Experimentalni ¢ast
Priprava rekombinantniho lidského Reg-Ia

Sekvence mRNA Reg-lo. byla ziskana z databaze
RefSeq (Accession Number NM_00209); pfislusnd sek-
vence byla syntetizovana a optimalizovana pro E.coli.
Synteticky gen byl klonovan do restrik¢nich mist expresni-
ho vektoru pET21 (Novagen) a provedena transformace
bakteridlniho kmene E.coli BL21DE3. Produkéni kmen
byl kultivovan pii teploté 37 °C a exprese rekombinantni-
ho proteinu byla indukovéna isopropyl f-D-1-thio-
galaktopyranosidem (IPTG, Sigma). Po rozbiti produkéni
kultury ultrazvukem byl ze supernatantu izolovan gelovou
chromatografii rekombinantni Reg-la.

Protein byl dialyzovéan do prostiedi 50 mM NaH,PO,
(pH 7,2), Cdistota proteinu analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (14% homogenni gel, SDS PAGE, obr. 1)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové cislo
BCA1-1KT).

Priprava specifickych protildtek proti
lidskému Reg-Ta

Byla pfipravena krali¢i protilatka podle imuniza¢niho
schématu: davka vzdy 0,2 mg proteinu pro imunizaci krali-
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Obr. 1. Cistota rekombinantniho lidského Reg-Ta. byla ovéie-
na elektroforézou (14% homogenni gel, SDS PAGE, metoda:
Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). Z leva: 1 — proteinovy
standard; 2 — rekombinantni lidsky Reg-la. v redukénim prostie-
di ; 3 — rekombinantni lidsky Reg-Io. v neredukénim prostiedi.
Cistota proteinu je vy$ii nez 95 %
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ka; prvni davka byla v kompletnim Freundové adjuvans
anasledné 2 davky v inkompletnim Freundové adjuvans.
Z pripraveného antiséra byla izolovana specificka protilat-
ka imunoafinitni chromatografii na koloné s imobilizo-
vanym rekombinantnim Reg-lo, imunosorbent byl pfipra-
ven podle ndvodu od vyrobce (POROS-AL, Applied Bi-
osystems, katalogové &islo 1-6022-24). Cistota protilatek
byla stanovena elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (12% homogenni gel,
SDS PAGE), celkova koncentrace bilkoviny byla stanovena
metodou BCA. Cast krali¢i protilatky byla znadena kieno-
vou peroxidasou (Peroxidase activated, Roche, katalogové
¢islo 11 428 861 001) podle navodu od vyrobcee.

Vyvoj sendvicové ELISA pro stanoveni
Reg-Ta v lidském séru

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové ¢islo 52-00-02) bylo vazano 0,2 pg protilatky/
jamku v 0,1 M karbonatovém pufru pH 9,0 (inkubace 12 h
pii 4 °C). Deska byla poté jednou promyta promyvacim
roztokem TBS-Tw (0,05M Tris-HCI; 0,15 M NacCl;
pH 7.2; 0,05% (w/v) Tween 20) na promyvacce Columbus
(Tecan, Inc.). Nevyuzitd vazebna mista byla zablokovana
0,3 ml/jamku roztoku TBS (0,05 M Tris-HCI;
0,15 M NaCl; pH 7,2), 0,5% (w/v) BSA (hovézi sérovy
albumin), 4 % sacharosa a deska byla inkubovana 30 min
pfi 25 °C. Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku
davkovéano 0,1 ml pfisluSného standardu nebo fedéného
sérového vzorku (vSechna méfeni byla provadéna 2x).
Nasledné byla deska inkubovéna 1 h pfi laboratorni teploté
(25 °C). Po 3-nasobném promyti desky promyvacim rozto-
kem (TBS, 0,05% Tween 20, pH 7,2) bylo do vsech ja-
mek desky davkovano 0,1 ml specifické protilatky znacené
kenovou peroxidasou (0,06 mg 1) a deska opét inkubo-
vana 1 h pfi laboratorni teploté. Po 3-nasobném promyti
desky promyvacim roztokem bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml substratu TMB (1,2 mM tetrametylben-
zidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, katalogové
¢islo 52-00-01) a reak¢éni smés inkubovana 10 min pfi
laboratorni teploté (25 °C). Reakce byla zastavena pifidav-
kem 0,1 M roztoku kyseliny sirové a vzniklé Zluté zbarve-
ni (produkt) bylo zméteno fotometricky pfi vinové délce
450 nm. Intenzita zlutého zbarveni je pfimo imérna obsa-
hu analytu ve vzorku. Hodnoty Reg-Io. v neznadmych
vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky (obr. 2), ktera
byla ziskana vynesenim absorbanci standardd oproti jejich
znamé koncentraci.

Redicim roztokem pro standardy a vzorky byl roztok
TBS 0,05% Tween 20, 0,05% (w/v) zelatina, fedicim roz-
tokem pro protilatku znacenou kienovou peroxidasou byl
roztok StabilZyme-HRP (SurModics, katalogové Ccislo
SZ02). V testu byla pouzita sada standarda 50, 20, 10, 5, 2
a1l pgl™, ptipravena nafedénim rekombinantniho lidského
Reg-la. Sérové vzorky byly fedény 50x podle schématu
1 dil vzorku + 49 dila fediciho roztoku.
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Obr. 2. Standardni kalibraé¢ni kiivka byla sestrojena s pouzitim
4-parametrové funkce

Klinické testovani metody ELISA

Byly vySetieny tfi skupiny osob:

a) V prvni skupin€ bylo testovano 38 pacientl piijatych
na interni oddé€leni pro podezieni na akutni koronarni
syndrom (AKS). U téchto jedinct byl po pfijmu, za 2
a 6 hodin stanoven srde¢ni troponin I (cTnl, metoda
LEIA, pristroj Immulite, vyrobce DPC), myoglobin
(metoda LAT, pfistroj Advial650, vyrobce Denka
Seiken), C-reaktivni protein (CRP, metoda LAT,
pfistroj Advia 1650, vyrobce Biovendor) a Reg-la
(ELISA, ELISA linka Marc-Max, vyrobce Bioven-
dor). Diagn6éza AKS byla sestavena na zaklad¢ krité-
rii AHA-ESC/ACC (cit.h),

b) ve druhé skupin€ bylo vySetfeno asymptomatickych
60 pacientd ve vysokém kardiovaskularnim riziku
(39 muzd, 21 Zen). U vSech byla provedena jednofo-
tonova emisni pocitaova tomografie myokardu
(SPECT) po standardizované zatézi. Latentni forma
myokardialni ischémie byla definovéana jako pozitivi-
ta nalezu na SPECT. U vSech jedinct byla odebrana
krev pted zatézi, pri subjektivnim maximu, po 30
a 60 min po ukonceni zatéZe. V krvi byl stanoven
Reg-la vyse uvedenou metodou,

c) ve tfeti studii bylo vySetfeno 14 neobéznich osob bez
znamek metabolického syndromu a 15 obéznich je-
dincti s metabolickym syndromem. Metabolicky syn-
drom byl diagnostikovan na zaklad¢ kritérii National
Education Program’s Adult Treatment Panel III Re-
port (NCEP-ATP) (cit.”). U viech osob byl zmé&fen
v séru insulin (metoda LEIA, Immulite 2000, vyrobce
DPCO), cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, triglyceridy, kyselina mocova, glukosa
(enzymové metody, Advia 1650, vyrobce Biovendor)
a Reg-la.

Reg-la byl stanoven ve vSech pfipadech ze séra. Po
odbéru byl kazdy vzorek ponechian po dobu 30 min
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v pokojové teploté. Poté byly vzorky centrifugovany
(10 min, 1100 g, 4 °C) a nasledné zmrazeny pii —80 ° C.
Reg-la byl stanoven ve vSech piipadech do 3 mésici po
odbéru materidlu po predchozi adaptaci na pokojovou tep-
lotu (25 °C). Vsechny vzorky byly méteny v duplikatech.

Vysledky a diskuse
Funk¢ni charakteristika ELISA

Nebyla zjisténa zkfizena reaktivita této ELISA s lid-
skymi rekombinantnimi proteiny Reg-IB (Biovendor);
PAP (Biovendor) a Reg-IV (Biovendor) pfti koncentraci
antigentl 50 pg I™'. Soudasné nebyla zjisténa zadna kiizova
reaktivita v sérech nasledujicich zvitat: kralik, koza, ovce,
prase, mys$, kun, kiecek, tur, kocka, pes a krysa. Silna kii-
zova reaktivita byla naméfena pouze s opi¢im sérem.

Pro ovéteni funkcnosti Reg-Io. ELISA byla testovana
také spravnost a presnost metody. Spravnost metody byla
ovétena metodou standardniho pfidavku a testem dilu¢ni
linearity. Pro test standardniho ptidavku byly pouzity
vzorky lidského séra od dvou pacientl o ptivodni koncent-
raci Reg-la 160 a 265 pg 1™, které byly obohaceny
o rekombinantni Reg-lo. (+250, +500 a +750 pg 1™
a otestovany. Praimémy vytézek byl 101 %. Dilu¢ni linea-
rita byla otestovdna na dvou dalSich sérovych vzorcich
o koncentraci Reg-Ia. 345 a 595 pg I, Pram&my vytézek
byl 100,1 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkl a vyjadfena jako variacni
koeficient (CV) v sérii ( intra-assay; n= 7) a reprodukova-
telnost mezi sériemi méteni (inter-assay; n=10). Hodnota
varia¢niho koeficientu byla ve vSech pripadech mensi nez
9 %.
stanovitelnou koncentraci Reg-Io, byla 0,094 ug 1™ (tato
hodnota je vyjadienim koncentrace Reg-lo,, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota
absorbance slepého vzorku (#=8) + 3x smérodatna odchylka
praméru slepého vzorku). Mez detekce vypocitand podle
vzorce: 0,094 x 50 (fedici faktor vzorkd ) byla 4,8 ug 1™ .

Klinické testovani metody ELISA
a) Hodnoty Reg-lo. vykazovaly u pacientd s akutnim
koronarnim syndromem nenormalni rozloZeni (n=7;
median 773,2 pg I™") a vyznamné se neliily od hodnot
pacienti bez znamek AKS (n=28; median 679,7 pg1™';
P=0,67). Soucasné¢ hodnoty Reg-lo. korelovaly vy-
znamné s myoglobinem (+=0,49; P<0,01) a CRP
(r=0,67; P<0,01). Korelace s CRP pretrvavala i po
korekci na sérovou hodnotu kreatininu (»=0,57,
P<0,01). Pii pouziti krokové regrese nebyly do mode-
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lu jako nezavislé proménné zahrnuty veék ani myoglo-
bin. Regresni rovnici lze vyjadrit jako:

Reg-1=28,7 * kreatinin + 19,4 * CRP —965,5 * ¢Tnl — 354,5
(F ratio 22,1; P<0,01) (cit.%).

Ve druh¢ studii mélo 14 osob latentni myokardialni
ischémii; u 46 nebyly znadmky postizeni myokardu
zjistény. Obé¢ skupiny se vSak v hodnotach Reg-la
neliSily ani v jednom z nabérd (primérmé mediany
Reg-la &inily 527,2 vs. 552,3 pug 1I”'; P=0,59) (cit.”).
Ve teti studii bylo vySetfeno 29 osob (18 muzt a 11
zen). 14 z nich byly zdravé osoby (8 muzd, 6 Zen), 15
z nich trpélo metabolickym syndromem (9 muzl, 6
zen). Hodnoty Reg-la v séru se vyznamné nelisily
mezi osobami zdravymi a jedinci s metabolickym
syndromem (mediany 550,7 vs. 442,3 pg 1"'; P=0,51)
a korelovaly pozitivné pouze s hodnotami glykémie
(r=0,25; P=0,03) a veku (+=0,38; P<0,01). Korelace
mezi Reg-lo a hodnotou glukosy v séru pietrvavaly
ipo adjustaci Reg-lo na veék (+=0,23; P<0,01)
(cit.?).

Zavérem ke klinickému testovani pro validaci metody
v séru lze fici, Ze nebyly potvrzeny hypotézy o mozném
rutinnim diagnostickém vyuziti Reg-Io. v séru v diagnos-
tice metabolického syndromu, obezity nebo myokardialni
ischémie. Z prvnich vysledkd vsak vyplyva, ze by mély
nasledovat dalsi studie, které by mély vysvétlit nalezenou
souvislost mezi glykémii a Reg-Io. a mozna hledat dalsi
vyznam tohoto parametru jako prediktoru piedcasné atero-
skler6zy nebo poruchy glukosové tolerance.

b)

<)
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In recent few years several papers have dealt with the
need for a new sensitive test for myocardial ischemia,
which would allow an early and efficient therapeutic inter-
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vention. A promising laboratory marker seems to be serum
Reg-Io.. An ELISA method for the Reg-Io. determination
in serum is described and validated and its diagnostic util-
ity is discussed. However, the serum Reg-lo. values in
individuals with metabolic syndrome and latent or acute
myocardial ischemia did not significantly differ from those
in healthy people. First results of clinical testing did not
confirm the hypotheses on the use of this serum parameter
for diagnosis of acute myocardial or metabolic syndromes.



