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Uvod

Dickkopf-1 (Dkk-1) je rozpustny protein, ktery byl
nedévno identifikovan jako komponenta pfenosu signalu
parathormonu. Jde o inhibitor signalni kaskddy Wnt/LRPS.
Tato kaskada je v lidském organismu pravdépodobné jed-
nou z hlavnich regula¢nich komponent osteogenetickych
i osteoresorpcnich procest. Informace o vyznamu Dkk-1
jsou vsak rozporuplné, protoze nckteré autorské skupiny
nenalezly vztahy mezi Dkk-1 v séru, parametry kostniho
obratu a stavem kostni hmoty' ™. Jini autofi viak prokazali,
ze produkce tohoto kostniho cytokinu je v kosti silné za-
stoupena a jeho exprese se zvySuje v misté fragilnich zlo-
menin. Soucasné vznikla hypotéza, Ze osoby se sniZzenim
kostni hmoty by mohly mit vzestup hladin Dkk-1 v séru.
Vyssi hladiny Dkk-1 vséru byly nalezeny v experi-
mentech predevsim u jedinc s malignimi onemocnénimi
metastazujicimi do skeletu, revmatoidni artritidou ¢i systé-
movym lupus erythematodes* """,

Jelikoz je Dkk-1 inhibitor vySe zminéné signalni kas-
kady, lze jej povaZovat za supresor kostni formace, ktery
vede k poklesu kostni hmoty (experimentalni modely).
Zvysené hodnoty Dkk-1 v séru lze nalézt také u jedincti
s vyssim kostnim obratem”®. Vzhledem k vyse uvedené-
mu je zajimavé, Ze souvislosti Dkk-1 se zménou denzity
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nebo kostnimi ukazateli byly popsany ojedinéle a byly
slabé”.

Zatim nebyly cilené sledovany ani popsany souvislos-
ti mezi Dkk-1 a parametry kostniho obratu ¢i kostni denzi-
tou v nekolika lokalitach, vyjadfenou jako T skore. Proto
se cilem naSi prace stalo navrzeni, sestaveni a ovéfeni
funkce testu ELISA pro rychlé stanoveni Dkk-1 a ovéfeni
efektivity tohoto testu u pacientl s osteoporozou.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Byla pouZita mikrotitrani deska (Costar, High Bin-
ding), na kterou byla navazéana polyklonalni kozi protilatka
proti lidskému Dkk-1 (Biovendor laboratorni medicina
a.s.), k nafedéni protilatky byl pouzit 0,1 M hydrogenuhli-
¢itanovy pufr pH 7,2.

Nespecificka vazebna mista blokovéana roztokem TBS
(Tris pufr obsahujici chlorid sodny, pH 7,2), 4% sacharosy
a 0,5% hovéziho sérového albuminu. Standardy a vzorky
byly fedény roztokem 1% BSA, heterofilni blokovaci rea-
gencie  (Scantibodies) v 0,15 M PBS (0,12 M-NaCl,
0,03 M fosfore¢nan sodny, pH 7,3). Znaceni kozi polyklo-
nalni protilatky IgG biotinem bylo provedeno soupravou
od firmy Pierce. Konjugat streptavidin-kfenova peroxidasa
byl vyroben firmou Amdex a TMB substrat (1,2 mM tetra-
methylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku) firmou
KPL. K zastaveni reakce slouzil 0,2 M roztok kyseliny
sirové. K méfeni absorbance pii vinové délce 450 nm byl
pouzit fotometr Biotek EL808.

Mikrotitracni deska byla promyta roztokem TBS-Tw
(0,05 M Tris-HCI; 0,15 M-NaCl; pH 7,2; 0,05% Tween
20) na promyvacce Columbus washer od firmy Tecan.

Koncentrace rekombinantniho Dkk-1 byla stanovena
metodou s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sig-
ma-Aldrich). V testu linearity byl jako fedici roztok pouzit
roztok TBS (pH 7,2) a 0,01% Thimerosal.

Vyvoj metody ELISA pro stanoveni Dkk-1
v lidském séru

Byla navrZzena a sestavena kompetitivni (sendvicova)
imunoanalytickd metoda pro kvantitativni stanoveni lid-
ského Dkk-1 v lidském séru. K ELISA stanoveni jsme
pouzili specifické polyklonalni kozi protilatky proti lidské-
mu Dkk-1 .

Lyofilizovana  protilatka  byla  rekonstituovana
v 0,1 M hydrogenuhli¢itanovém pufru pH 7,2 s vyslednou
koncentraci 1 pg ml™ a do kazdé jamky mikrotitraéni des-
ky bylo davkovéano 0,1 ml protilatky. Nésledovala 12hodi-
nova inkubace pii 4 °C a poté byla deska 1x promyta po-
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moci TBS-Tw . Nespecifickd vazebné4 mista byla zabloko-
vana roztokem TBS , 4% sacharosy a 0,5% hovéziho séro-
vého albuminu (davkovano 0,2 ml/jamku, inkubace 30 min
pti 25 °C). Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku
davkovano 0,1 ml ptislu§ného standardu nebo 3x fedéné-
ho vzorku séra a vSechna méfeni provedena v dubletu.
Nasledné byla deska inkubovédna 1 h pfi 25 °C. Po 5na-
sobném promyti desky promyvacim roztokem bylo do
vSech jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené
kozi polyklonalni protilatky IgG a deska opét inkubovana
1 h pii 25°C. Po opétovném Sndsobném promyti desky
bylo do vSech jamek desky davkovano 0,1 ml konjugatu
streptavidin-kfenova peroxidasa a deska inkubovana 1h
pii 25 °C. Po promyti desky bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml substratu TMB a reakéni smés inkubo-
vana 10 min pii 25 °C. Reakce byla zastavena ptidavkem
0,2 M roztoku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé
zluté zbarveni bylo zméfeno fotometricky pfi vinové dél-
ce 450 nm (Biotek EL80S). Intenzita zlutého zbarveni je
pfimo tmérnd obsahu analytu ve vzorku. Koncentrace
Dkk-1 v neznamych vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni
kiivky (obr. 1), ktera byla ziskana vynesenim absorbanci
standardi oproti jejich znamé koncentraci. V testu byla
pouzita sada standardi 4,0, 2,0, 1,0, 0,5, 0,25 a 0,125 pg !
v pufru s kaseinem, pfipravena nafedénim rekombinantni-
ho lidského Dkk-1.

Cistota proteinu byla analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS PAGE, data nejsou uvedena) a koncentrace
rekombinantniho Dkk-1 byla stanovena metodou
s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-
Aldrich).
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Obr. 1. Kalibraéni k¥ivka pro stanoveni Dkk-1 v séru meto-
dou ELISA; 4 — Absorbance (A4so nm - A630 nm)
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Klinické testovani metody ELISA

Byly vysetfeny dvé skupiny jedinct, pacientd meta-
bolickych a osteologickych ambulanci v ramci Stfedomo-
ravské nemocnicni a.s., ktefi byli sledovani pro podezieni
na osteopatie. Soucasné byla vySetiena skupina zdravych
osob v ramci preventivnich prohlidek. Do prvni skupiny
bylo zafazeno 11 pacietii uvedenych ambulaci, u kterych
nebyla pfi dvoufotonové kostni denzitometrii (DEXa, pfi-
stroj Hologic 4500) zjiSténa osteopordza ani neméli zvyse-
nou kostni remodelaci odhadovanou stanovenim béznych
laboratornich ukazatel. Do druhé skupiny bylo zafazeno
23 osob s osteoporozou verifikovanou pomoci DEXa
(T skore < 2,5 ve dvou lokalitach). U vSech sledovanych
osob byly vysetfeny sérové hodnoty Dkk-1, PTH, osteo-
kalcinu, kalcia, fosforu, hot¢iku, kreatininu, kostniho iso-
enzymu alkalické i kyselé fosfatasy Sa (TRAPS5b), mocovy
index DPD/kreatinin.

Vysledky a diskuse
Analyticka charakteristika metody ELISA

Pro ovéfeni funkénosti testu byla ovéfena ptesnost
a preciznost metody. Presnost metody byla ovéfena meto-
dou standardniho pfidavku a byla zjiStovana vytéznost,
vyjadrena jako pomér ziskané/oc¢ekavané hodnoty koncen-
trace Dkk-1. Vzorky séra od 2 pacientl (o koncentraci
Dkk-1 2,19 pgl™, resp. 3,29 pg1™ ) byly obohaceny
0+0,25, +0,5 a +1,0 g 1! rekombinantniho Dkk-1. Pri-
meérna hodnota vytéznosti byla 95 %. V testu linearity byly
testovany dva vzorky séra (o koncentraci Dkk-1 3,49 pg I
a3,62ugl™), které byly sériové fedény fedicim rozto-
kem, ktery obsahoval TBS a 0,01% Thimerosal 10x, 20x,
40x a 80x, pfi¢emz primérna hodnota vytézku byla 93 %.

Preciznost metody byla testovana jako reprodukova-
telnost vysledkti a byla vyjadiena jako variacni koeficient
v sérii (n=8) 1 mezi sériemi méfeni (n=8). Hodnota variac-
niho koeficientu (CV) byla ve vSech pripadech mensi nez
10 %.
stanovitelnou koncentraci Dkk-1, ¢inila 0,01 pg I (tato
hodnota je vyjadienim koncentrace Dkk-1 odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna absorbance
slepého vzorku (n=10) + 3x smérodatna odchylka praméru
slepého vzorku).

Klinické testovani vysledkd Dkk-1, ziskanych
stanovenim ELISA

U pacientd sledovanych v uvedenych ambulancich
byly nalezeny vyznamné rozdily mezi hodnotami Dkk-1
podle pfitomnosti osteoporozy (tab. I). Vyznamnost rozdi-
It pretrvavala i po adjustaci na pohlavi, vék a dalsi sledova-
né parametry.
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Tabulka I
Hodnoty Dkk-1 v pg 1" u sledovanach pacienti dle piitomnosti osteoporozy

Stav X Median SD Normalita P
Osteopordza 4,79 5,02 1,1 ano <0,01
Normalni kostni denzita 2,79 2,61 0,75 ano
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