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Anotace

Protilatky tvoii zasadni slozku imunity jak dospélych jedincu, tak déti. Jedinou
ttidou protilatek, ktera je v obdobi téhotenstvi prendsena z krevniho obéhu matky
do cirkulace plodu a chrani organismus novorozence v prvnich mésicich zivota, je

imunoglobulin G (IgG).

Transplacentdrni pienos IgG je zajistovdn prostiednictvim neonatdlntho Fe recep-
toru (FcRn). FcRn spadd do skupiny proteinu zvanych Fc receptory, jejichz obecnou
vlastnosti je schopnost vazby na konstantni ¢dst molekuly imunoglobulinu, fragment
Fc. Konkrétné neonatalni Fc receptor slouzi k vazbé a naslednému transportu nebo
prodluzovani zivotnosti IgG. V ptipadé prenosu IgG pres placentu ma FcRn za kol
navazat se na molekulu IgG a zprostiedkovat jeji transport z mateiské strany svrchni

vrstvy bunék placenty na stranu plodovou.

Gen kédujici protein FcRn se nachazi pouze v nékterych typech tkani. Expresi genu
nazyvame proces, kdy je prepisovana sekvence nukleové kyseliny kédujici urcity

protein, pricemz dochézi k produkci tohoto proteinu.

Predpokladem této préce bylo, ze mira exprese genu FCRN v pupecnikové (plodové)
krvi a v placentarni tkani by mohla souviset s i¢innosti transplacentarniho prenosu
IgG. U 32 perinatalné odebranych vzorku byla zkouméana koncentrace protilatek IgG
v materské a pupecnikové krvi a mira exprese mRNA genu FCRN v pupecnikové

krvi a placentarni tkani.

Byla nalezena statisticky vyznamn& pozitivni korelace mezi mirou exprese genu
FCRN v pupecnikové krvi a gradientem koncentrace IgG v pupecnikové a mateiské
krvi, zatimco mezi mirou exprese genu FCRN v placentarni tkani a fetoma-
ternalnim gradientem IgG zadna souvislost detekovéna nebyla. Ve vysledcich se
objevila také negativni korelace koncentrace IgG v mateiské krvi a gradientu IgG
v pupecnikové a matetské krvi, kterd by mohla byt vysvétlena saturovatelnosti

systému zajistujiciho pfenos IgG pies placentu.



Pokud by se vysledky préce potvrdily ve studiich s vétsim mnozstvim vzorku,
mohlo by se uvazovat o jejich vyuziti ke zvysSeni efektivity prenosu IgG ptes pla-
centu cestou ovlivnéni mnozstvi molekuly FcRn v cirkulaci plodu. To by mohlo
pomoci zejména nedonosenym novorozencum, kteii behem obdobi gestace neziskaji

dostatecné mnozstvi protilatek z krve matky.



Klicova slova

IgG, FcRn, transplacentarni prenos, exprese genu FCRN



Annotation

Antibodies form an essential component of immunity both in adults and infants.
The only antibody class that can be transferred from maternal circulation to the
fetal one during the gestation period to protect newborns for the first months of

their life is called immunoglobulin G (IgG).

This materno-fetal IgG transfer is carried out by the neonatal Fc receptor (FcRn).
FcRn belongs to a group of proteins called Fc receptors. These proteins are able to
bind a constant part of the immunoglobulin molecule, so-called Fc fragment. FcRn
is especially important for its ability to bind and transport IgG. When it comes to
the transplacental IgG transfer, the main role of FcRn lays in binding and moving
an IgG molecule from the maternal to the fetal side of placenta cross the upper layer

of placental cells.

Gene encoding the FcRn can only be found in some types of tissue. The process
of transcription of a nucleic acid sequence to mRNA and its subsequent translation
to protein and production of this protein is called gene and protein expression,

respectively.

We worked on the assumption that FCRN gene expression level in the umbilical
(fetal) blood and placental tissue may be related to the efficiency of the transpla-
cental IgG transfer. We explored FCRN gene expression levels in umbilical blood
and placental tissue and IgG concentrations in maternal and umbilical blood in 32

samples collected perinatally.

A positive correlation was found between the FCRN gene expression in the fetal
blood and the efficiency of materno-fetal IgG transfer, while no relation was detec-
ted in placental tissue. The results also showed a negative correlation between the
maternal IgG concentration and feto-maternal IgG gradient. This may be explained

by saturability of the transplacental IgG transfer.



If our results are confirmed by further studies including higher amount of samples,
they may possibly be used for implementation of a new method raising the efficiency
of materno-fetal IgG transport by increasing FcRn concentration in fetal circulation.
This may be useful especially in premature newborns that are not able to acquire

sufficient IgG amount from maternal circulation themselves.
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Seznam zkratek

NK bunky — natural killers

H tetézec — tézky tetézec

fetézec — lehky Tetézec

IgG — imunoglobulin G

IgA —imunoglobulin A

IgD — imunoglobulin D

IgM — imunoglobulin M

IgE — imunoglobulin E

FcRn — neonatdlni Fc receptor

MHC — hlavni histokompatibilni komplex
DNA — deoxyribonukleova kyselina

c¢DNA — komplementarni deoxyribonukleové kyselina
RNA — ribonukleova kyselina

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
tRNA — transferova ribonukleova kyselina
rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina
FCRN, FCGRT — gen kédujici FcRn

VNTR - variabilni pocet tandemovych repetic
rcf — relativni centrifugacni zrychleni

PCR - polymeréazova tetézova reakce

CT — treshold cycle
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Uvod

Lidské télo je denné napadano velkym mmnozstvim nebezpecnych latek z okoli.
Obecné znamym faktem je, ze pro obranu organismu pred skodlivinami je zasadné
dulezity plné funkéni imunitni systém. Tato skutecnost neplati pouze pro dospélé
jedince, ale snad v jeSté vétsi mife pro déti, zejména novorozence. Ale jakym me-

chanismem je télo schopno zabezpecit novorozenci tuto ochranu?

Vyznamnou slozkou imunity ditéte v prvnich mésicich zivota jsou protilatky ziskané
v obdobi téhotenstvi od matky. V tomto sméru mé jedna ze tiid protilatek vysadni
pozici - jednd se o imunoglobulin G (IgG). Stejné jako ostatni protilatky, také imuno-
globulin G zprostiedkovava likvidaci nebezpecnych struktur, které ohrozuji stélost
prostiedi lidského téla. IgG je ovSem jedinou tiidou protilatek, které jsou prenaseny

v obdobi téhotenstvi pres placentu z mateiské krve do obéhu plodu.

Transport IgG pres placentu ma také svého nezbytného prostiednika, neonatalni
Fc receptor. Fc receptory obecné jsou specifické proteiny, které vazou molekuly
protilatek, prenasi je a stimuluji imunitni pochody. Neonatalni Fc receptor, FcRn,
ma na starosti prodluzovani zivotnosti molekul IgG a jejich transport. Klicovou roli
hraje také ve zminéném transplacentdrnim pienosu IgG, kde zajistuje transport
protilatek z materské krve skrz plodovou ¢ast placenty do obéhu potomka. FcRn
spolecné s molekulou IgG prostupuje svrchni vrstvu bunék placenty ve vacku zvaném
endozom. Prostredi endozomu je mirné okyselené, coz je podminkou vytvotreni vazby
FcRn-IgG. Endozom se dostava zpét do prostiedi o fyziologickém pH az na opacné
strané bunky, kde je molekula IgG uvolnéna do obéhu plodu, zatimco FcRn se miuize

vratit ke strané matetské a cyklus opakovat.
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Neonatalni Fc receptor je produkovéan pouze bunkami nékterych tkani, mezi néz
patii pravé placentarni tkan nebo pupecnikové krev. V téchto bunkéch se nachézi
gen kodujici strukturu FcRn. Informace o struktufe FcRn nese primarné deoxyri-
bonukleovd kyselina (DNA), kterda se pii produkei proteinu nejprve prepisuje do
kyseliny ribonukleové (RNA), kyselina ribonukleova je jiz prekldddna do proteinu,
jenz po upravach nabude findlni podoby neonatalniho Fc receptoru. Nabizi se proto
otazka, zda existuje souvislost mezi mirou exprese genu FCRN a u¢innosti prenosu
protilatek IgG z matky na potomka. Je mozné, ze hladina RNA v pupec¢nikové krvi

a placentarni tkani ovliviiuje ti¢innost prenosu protilatek?
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1 Teorie

1.1 Funkce imunitniho systému

Imunitni systém je jednim ze zdkladnich mechanismt pro udrzovani homeostézy*
organismu. Podstatou jeho funkce je rozpoznavani Skodlivych latek a reakce na
né. Skodliviny mohou pochézet jak z vnéjstho prostiedi (exoantigeny), tak z or-
ganismu samotného (autoantigeny). Hlavnimi dlohami imunitntho systému jsou
obranyschopnost (ochrana organismu pired vnéjsimi skodlivinami), autotolerance
(rozpoznéni vlastnich tkani a tolerance vuéi nim) a imunitni dohled (rozpoznani
vnitinich Skodlivin a prubézné odstranovani starych, poskozenych nebo mutovanych

bunek).[1]

1.2 Deéleni imunity

Imunitni mechanismy muzeme rozdélit na mechanismy nespecifické (vrozené) a an-
tigenné specifické (adaptivni). Obeé tyto slozky hraji u obratloveu dulezitou roli a pii

imunitnich reakcich vzajemné spolupracuji.[1]

1.2.1 Mechanismy nespecifické

Imunita nespecifickd je evoluéné starsi a je zalozena na funkci bunék a proteinu,
které jsou schopny reagovat na typové ruzné patogeny na zékladé jejich spoleénych
znaku. Bunécnych procesu nespecifické imunity se ucastni predevsim fagocytujici
buriky? a buniky NK?, humoralni (ldtkovou) slozku tvofi ruzné proteiny rozpusténé
predevsim v krevni plazmé a na sliznicich. Mechanismy nespecifické odpovidaji na
pritomnost antigenu velmi rychle, obvykle v fadech minut, a nemaji imunologickou

pamét (nejsou ovlivnény piedchozim setkdnim s urc¢itym antigenem).[1]

LThomeostéza = udrzovéani stalosti vnitiniho prostiedi organismu
2fagocytujici buiitky = buiiky schopné pohlcovat nebezpeéné struktury
3buriky NK - pFirozené cytotoxické buiiky, bézné nazyvané NK z anglického natural killers
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1.2.2 Mechanismy specifické

V piipadé specifické imunity na antigeny reaguji vysoce specifické molekuly, které
se aktivuji az po setkdni s danou cizorodou strukturou. Radime sem mechanismy
bunécné zprostiredkované, jejichz hlavni slozkou jsou lymfocyty, a mechanismy hu-
moralni, které jsou zalozeny predevsim na protilatkach, tzv. imunoglobulinech. Kom-
pletni imunitni reakce trva nékolik dni az tydnu, ale diky imunologické paméti se

pii opakovaném setkdni s urcitym antigenem dokaze aktivovat vyrazné rychleji.[1]

1.3 Lymfocyty

Lymfocyty jsou buiiky hrajici zdsadni roli v mechanismech specifické imunity. Radi
se mezi bilé krvinky (leukocyty) a muzeme je ddle rozdélit na T-lymfocyty a B-

lymfocyty.[1]

1.3.1 T-lymfocyty

Podstatou funkce T-lymfocytu je rozpoznani antigenu ruznych mikroorganismu ¢i
jinych nebezpeénych struktur a nasledna eliminace téchto mikroorganismu nebo
jimi infikovanych bunék. T-lymfocyty pomoci specifickych receptoru identifikuji frag-
menty antigenu na povrchu tzv. bunék prezentujicich antigen?, ¢imz vyvoldvaji fadu
dalsich imunitnich odpovédi. T-lymfocyty muzeme rozdélit do dvou hlavnich skupin
- buniky cytotoxické a buniky pomocné. Zatimco cytotoxické T-lymfocyty zajistuji
piimo likvidaci cizorodych organismu nebo infikovanych bunék, T-lymfocyty po-
mocné vylucuji proteiny zvané cytokiny, které stimuluji aktivitu nejen ostatnich

lymfocytt, ale také dalsich bunék imunitniho systému.|2]

1.3.2 B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou v lidském téle jedinou skupinou bunék, které jsou schopny pro-
dukovat protilatky - imunoglobuliny. B-lymfocyty, stejné jako T-lymfocyty, nejprve

rozeznaji antigen pomoci receptoru na svém povrchu, ¢imz spusti kaskddu dalsich

4buiiky prezentujici antigen = APCs (antigen presenting cells), buiiky, které na svém povrchu vystavuji antigeny

nebo jejich ¢asti; ty maji byt rozpozndny dalsimi imunitnimi buikami a vyvolat imunitni reakci
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reakci. Tyto reakce vedou k diferenciaci® B-lymfocytll na tzv. plazmatické buiiky,
které produkuji velké mnozstvi imunoglobulinu schopnych vézat (a tim zneskodnit)

dany antigen.[2]

1.4 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (protilatky) jsou proteiny, jejichz hlavni funkci je likvidace antigenu
ohrozujicich homeostazu. Imunoglobuliny jsou sekretovany B-lymfocyty, vétsina
z nich poté cirkuluje v krevnim obéhu, nékteré dalsi jsou napiiklad navazany na
sliznicich nebo slouzi jako antigenné specifické receptory B-lymfocytu. Protilatka
zajistuje eliminaci antigenu tim zpiisobem, Ze se navaze na jeho epitop®, ¢imz an-
tigen neutralizuje, opsonizuje’, nebo aktivuje dalsf molekuly imunitniho systému,

které jsou schopny ho zlikvidovat.[2]

1.4.1 Struktura imunoglobulint

Molekula imunoglobulinu se skldda ze dvou identickych tézkych (H) a dvou iden-
tickych lehkych (L) fetézcu (Obr. 1). Tézké fetézce jsou navzdjem spojeny cysti-
novymi mustky®, na kazdy z nich je poté dalsfm cystinovym mustkem navéizan
tetézec lehky. Kazdy z tézkych fetézcu je tvofen Ctyimi az péti strukturné po-
dobnymi tuseky o délce priblizné 110 aminokyselin, lehky fetézec ma tyto domény
pouze dvé. Oblast lehkého fetézce a k nému navazanych dvou domén fetézce tézkého
nazyvame fragment Fab (molekula imunoglobulinu mé dva identické fragmenty Fab),
spojené domény tézkych fetézcu nazyvame fragment Fc. Fragment Fab je oblasti
slouzici k vazbé antigenu. Jeho koncové domény maji jak u lehkych, tak u tézkych
fetézcu variabilni strukturu, ¢imz protilatky ziskavaji schopnost vazat siroké spek-
trum antigenu. Ostatni domény tohoto fragmentu jsou konstantni. Fragment Fc se
sklada pouze z konstantnich domén a je ligandem pro specifické molekuly imunitniho
systému, tzv. Fe-receptory. Misto spojeni fragmenttu Fc a Fab se nazyva pantova

oblast.[1]

5diferenciace = rozlisovéani, ziskavani specificity

Sepitop = ¢4st antigenu, kterd je rozpoznavana receptory T lymfocytit a imunoglobuliny

7opsonizace = ”ochuceni” molekuly antigenu pro fagocytujici buiiky, fagocyty mohou opsonizovany antigen snaze
rozeznat a pohltit

8cystinovy, také disulfidicky mustek = kovalentni vazba dvou atomi siry
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Obrézek 1: Struktura molekuly imunoglobulinu

1.4.2 Tridy imunoglobulinti

Imunoglobuliny lze podle typu tézkych fetézcu rozdélit do péti tiid (tzv. izotypu).
Molekuly protilatek ruznych tiid se navzajem lisi po¢tem a strukturou konstantnich
domén a také poctem a rozlozenim cystinovych mustku. Jednotlivé tiidy se nazyvaji
IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Tridy IgA a IgG muzeme dale rozdélit do nékolika podtiid
s drobnymi strukturnimi odlisnostmi (IgA1-2 a IgG1-4).

Imunoglobulin M se vyskytuje jak v sekretované formé, tak na povrchu B-lymfocytu,
kde slouzi jako antigenné specificky receptor. Po rozpoznani antigenu je IgM prvnim
izotypem protilatek, ktery se za¢ne produkovat. IgM velmi dobte vaze sérové pro-
teiny nespecifické imunity (tzv. komplement), které zajistuji lyzu bunék nesoucich

antigen.
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Imunoglobulin D je zastoupen v séru pouze ve stopovém mnozstvi, prakticky veskeré
molekuly IgD se nachdzeji na povrchu B-lymfocytu, kde (podobné jako IgM) plni

funkci antigenné specifickych receptoru.

Imunoglobulin G je ze vsSech izotypu protilatek v séru zastoupen nejhojnéji, vy-
skytuje se také v tkailovém moku a na povrchu epitelidlnich® bunék. Pii setkani
s antigenem molekuly IgG aktivuji komplement nebo jsou rozpoznany Fc-receptory
fagocytii, nebot antigen pro fagocyty opsonizuji. Fe-receptory se schopnosti vézat
imunoglobuliny se nevyskytuji pouze u fagocyti, a IgG se tak uplatiuje v pomérné
sirokém spektru procesu. IgG muzeme rozdélit do podtiid IgG1l-IgG4. Aktivaci
komplementu zajistuji nejucinnéji podtiidy IgGl a IgG3. Molekuly IgG jsou re-
lativné malé a snadno tak pronikaji do tkani. V obdobi téhotenstvi jsou jako jediné
prendSeny pies placentu z matky na potomka a zajistuji tak novorozenci dulezitou
slozku obranyschopnosti. Mechanismus prenosu IgG pres placentu bude blize popsan

v nasledujicich kapitolach.

Imunoglobulin A se nachazi predevsim v séru a na povrchu sliznic. Jeho funkei je
opsonizace antigenu pro fagocyty, sliznicni forma IgA se znacné podili na ochrané
pred mikroorganismy. Izotyp A muzeme rozdélit na dvé podtiidy - IgAl a IgA2.
Zatimco molekuly IgA2 jsou sekretovany vétsinou slizniénimi plazmocyty, molekuly

IgA1 jsou piitomny v cirkulaci a pochazeji zejména z kostni diené.

Imunoglubulin E je ve velmi malém mnozstvi obsazen v séru a v tkdnovém moku!®.
Jeho primarni funkci je ochrana organismu pred antigeny mnohobunéénych paraziti.
Molekuly IgE obvykle zajistuji likvidaci bunék nesoucich antigen aktivaci bunéénych

slozek nespecifické imunity.[3]

1.5 Fc-receptory

Fc-receptory jsou specifické molekuly, které jsou schopny vazat Fc fragmenty imu-
noglobulint. Podle tfidy imunoglobulinu, které jsou jednotlivé Fc-receptory schopny

vazat, je muzeme rozdélit na typy Fcu, Fcy, Fea a Fce. K jejich expresi dochazi na

9epitel = jeden ze zékladnich druht tkané, éasto tvoii povrchovou vrstvu bunék kryjicich orgény; buiky na sebe
tésné prisedaji s minimalnimi mezibunéénymi prostory
10tkaniovy mok (téz intersticidlni tekutina) = tekutina, kterd vypliiuje mezibunééné prostory, tvoii cca 15 %

télesné hmotnosti
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leukocytech nebo slizni¢nich bunkéach. Fe-receptory jsou zodpovédné predevsim za
aktivaci imunologickych mechanismu, které v koneé¢ném dusledku vedou k likvidaci
antigenu. Vyznamnou roli hraji zejména pti fagocytoze a endocytdze protilatkami
opsonizovanych castic, mohou vsak pusobit také jako negativni regulacni receptory.
Fe-receptory plni také funkci transportni. V této oblasti ma specifické postaveni

neonatalni Fe-receptor, FcRun.[1]

1.6 Neonatalni Fc-receptor

Ackoli FcRn fadime mezi Fc-receptory, vyznacuje se nékolika strukturnimi
i funkénimi odlisnostmi. Neonatdlnimu Fec-receptoru je prikladan velky vyznam
predevsim pro jeho jedinecnou schopnost prenaset molekuly imunoglobulinu G pres
placentu z matky na potomka, ktery je tak chranén pired infekcemi v prvni fazi
zivota, nez se zacne rozvijet jeho vlastni imunita. Dalsi dulezitou funkci FcRn je
prodluzovani polocasu (Zivotnosti) IgG a albuminu'! v séru. FcRn je pravdépodobné

odpovédny také za prenos imunokomplexu pres sliznice.[5]

1.6.1 Struktura FcRn

FcRn je glykoprotein, ktery se svou strukturou vyrazné podoba molekulam MHC
tiidy I (molekuly zodpovédné za vazbu fragmentu degradovanych proteinu nebo anti-
genu a jejich vystavovani pro T-lymfocyty). Od glykoproteinu MHC se vsak odlisuje
svou funkei a lokaci genu, kterym je kédovan. Sklada se ze tii domén tvoricich tzv.

transmembranovy fetézec o a f2-mikroglobulinu (Obr. 2).[4]

1.6.2 Vazba FcRn-IgG

K vazbé mezi molekulami FcRn a IgG nedochdzi pii neutrdlnim pH (7,4), ale pouze
ve slabé kyselém prostiedi (pH se pohybuje mezi 6 a 6,5). Pokud je tato podminka
splnéna, jedna z a domén Fc receptoru interaguje s Fc fragmentem imunoglobulinu.
Na strané Fc receptoru se vazby tucastni histidinovy par, na strané IgG se jedna o dva

az tii histidiny, isoleucin a tyrosin'2. Na jednu molekulu IgG se obvykle navézou dvé

Halbumin = protein podilejici se na transportu litek a udrzovani rovnovéhy slozek v séru
12histidin, isoleucin, tyrosin - aminokyseliny, zédkladni stavebni jednotky proteini
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B « doména

B (2-mikroglobulin

Obrézek 2: Struktura molekuly FcRn

molekuly FcRn. V piipadé vazby symetrické se kazda z molekul FcRn vaze na jeden
z tézkych tetézcu imunoglobulinu, vazba muze byt i asymetricka, pokud se obé

molekuly FcRn vazou na tentyz tézky retézec.[4]

1.6.3 Funkce FcRn

FcRn je exprimovan bunkami ruznych tkéni, a proto se predpoklada, ze vyse po-
psand vazba FcRn-IgG ma v lidském téle pomeérneé siroké vyuziti. Jednou z tkani, kde
k expresi FcRn dochézi, je cévni endotel. Endotelidlni bunky internalizuji komplex
FcRn-IgG, molekuly IgG jsou diky vazbé odliSeny od proteinu uréenych k degradaci
a mohou byt uvolnény zpét do krevniho obéhu, ¢imz se vyrazné prodluzuje jejich
polocas v séru. Produkce FcRn byla zaznamenana také v bunkach sttevniho epitelu,
kde pravdépodobné FcRn plni funkci prenasece komplexu [gG-antigen z lumindlni
(vnitini) strany epitelu k fagocytujicim bunkdm. Dale se uvazuje o vyznamu ex-
prese FcRn nékterymi bunkami ledvin (zde by se receptor mohl podilet na filtraci
IgG v moci), bunkami epitelu centralni nervové soustavy (zde by potencidlni funkei

FcRn mohla byt napiiklad redukce amyloidniho plaku'® v oblasti hematoencefalické

13amyloidni plak = plak vytvéafejici se v mozkové tkani pacientii trpicich Alzheimerovou chorobou
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bariéry'*) nebo epitelu dychacich cest, kde by se FcRn mohl podilet na pienosu ery-
tropoetinu (hormonu zodpovédného za tvorbu cervenych krvinek). Nejvyznamnéjsi
a zcela nezpochybnitelnou funkei neonatalntho Fec-receptoru je vsak jiz zminény

transplacentarni pfenos IgG z matefského obéhu do cirkulace plodu.[4]

1.7 Mechanismus transplacentarniho prenosu IgG

Placentu muzeme rozdélit na materskou ¢ast a plodovou ¢ast. Predél mezi témito
castmi tvori tzv. chorion, vnéjsi obal plodu, na jehoz povrchu se nachazeji tzv.
choriové klky. Zatimco z vnéjsi strany jsou klky omyvany matetskou krvi, v ka-
pilarach uvnitt klku cirkuluje krev plodu. Pii prenosu IgG ptes placentu musi mole-
kula IgG prostoupit pres syncytiotrofoblast, svrchni vrstvu bunék choriovych klk.
V bunkéach syncytiotrofoblastu proto dochézi k expresi FcRn, ktery je zodpovédny

za transcytézul®,

Transcytéza zacind internalizaci molekuly IgG z mateiské krve omyvajici choriové
klky dovnitt bunky syncytiotrofoblastu. Zde je molekula protilatky uzaviena do
vacku zvaného endozom. Nasledné dochazi k okyseleni endozomu, ¢imz je umoznéna
vazba mezi FcRn a IgG, komplex FcRn-IgG v mirné kyselém endozomu putuje
smérem k fetdlni (plodové) strané syncytiotrofoblastu. Pii kontaktu endozomu
s prostfedim fetdlniho obéhu dochéazi ke zméné pH na standardni fyziologické, ¢imz
se rozpada vazba mezi receptorem a protilatkou a molekula IgG je uvolnéna do cirku-
lace plodu. Neonatalni receptor se vraci zpét k mateiské strané syncytiotrofoblastu,

kde muze cyklus opakovat (Obr. 3).[4]

1.7.1 Ucinnost pfenosu jednotlivych typa IgG v prubéhu téhotenstvi

Transplacentarni prenos protilatek IgG zac¢ind priblizné ve 12. tydnu téhotenstvi,
do té doby k nému dochazi pouze v minimélni mite. Od 13. do 18. tydnu poté
ucinnost transportu IgG mirné stoupa. Zasadnim zlomem je obdobi mezi 22. a 25.
tydnem téhotenstvi, kdy efektivita tohoto procesu prudce roste a méteni hladiny

protilatek v obéhu plodu a choriovych klcich ukazuje vyrazné vyssi hodnoty. Nejvice

Mhematoencefalickd bariéra = bariéra tvofici piedél mezi mozkovou tkan{ a cévnim systémem
15¢ranscytéza = prostoupeni molekuly pies vnitini prostiedi bunky protildtek
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protilatek je ovSsem transportovano v pozdéjsim obdobi, ptiblizné mezi 29. a 41.
tydnem téhotenstvi. V zavéru téhotenstvi koncentrace IgG v krvi plodu obvykle
lehce prekracuje koncentraci protilatek v krvi mateiské. Toto plati predevsim pro
subtypy IgG1 a IgG3, které jsou pfes placentu prendseny nejefektivnéji. Ucinnost

prenosu IgG2 je vyrazné nizsi, subtyp IgG4 je transportovan s velmi variabilni

efektivitou.[5]

B imunoglobulin
B FcRn

B buika syneytiotrofoblastu
[ endozom

0O okyseleny endozom

Ty

Obrazek 3: Transplacentarni prenos IgG
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1.8 Kodédovani genetické informace

Genetickd informace organismu je kédovéana nukleovymi kyselinami, které se
nachdzeji uvnitt bunéénych jader. Rozlisujeme kyselinu deoxyribonukleovou (DNA)

a ribonukleovou (RNA).

DNA mé podobu levotocivé dvousroubovice. Kazdy z retézcu Sroubovice je tvoren
variabilni sekvenci nukleotidi. Jednotlivé nukleotidy se skladaji z pétiuhlikatého
cukru, fosfatového zbytku a dusikaté baze. Dusikaté baze délime podle dusikatého
uhlovodiku, z néhoz byly derivovany, na baze purinové (adenin a guanin) a béze
pyrimidinové (cytosin a thymin). Nukleotidy jednotlivych Fetézcu jsou propojeny
vodikovymi mustky, pricemz jejich dusikaté baze musi byt navzajem komplementarni

- paruje se vzdy adenin s thyminem a guanin s cytosinem.

RNA je tvorena rovnéz sekvenci nukleotidi, na rozdil od DNA je vsak pouze
jednofetézcova a thymin je nahrazen uracilem. RNA muzeme rozdélit na tii zakladni

typy s odlisnymi funkcemi.

e mRNA (messenger, informa¢ni RNA) - nese genetickou informaci, kdduje struk-

turu bilkoviny

e tRNA (transferovd RNA) - slouzi k prenosu aminokyselin pii tvorbé bilkovin -

proteosyntéze (viz nize)

e TRNA (ribozomdalni RNA) - tvoii zdkladni stavebni jednotku ribozomu

(=bunécné organely, na kterych dochdzi k proteosyntéze)[17]
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1.8.1 Uspoiradani DNA v bunétném jadie

Kromé DNA obsahuje bunééné jadro také proteiny histony. Dvousroubovice DNA
se kolem téchto proteinu omotava a spoletné vytvari tzv. chromatinové vldkno.
V interfazi'® je toto vldkno neusporddané smotano uvniti jadra a tvoif hmotu zvanou
chromatin. V obdobi bunééného déleni se vldkno spiralizuje do tzv. chromozomu
(Obr. 4). Chromozom se sklddd ze dvou sesterskych chromatid a centromery. Kazda
chromatida je tvorena kratkym a dlouhym raménkem, pficemz centromera se nachazi
na jejich predélu. Na konci ramének se nachazeji repetitivni sekvence nezbytné pro
celistvost chromozomu a replikaci jaderné hmoty - telomery. Lidska somaticka bunka
obsahuje dvé identické sady po 23 chromozomech, celkem tedy 46 chromozomu,

pohlavni bunky (=gamety) maji pouze jednu sadu chromozomu.[17]

B dicuhé raménko
B kratké rameénko
[ ] centromera

B telomera

Obréazek 4: Chromozom

16interfaze = obdobi bunééného cyklu, kdy nedochézi k bunéénému déleni

26



1.8.2 Gen

Usek DNA kédujici jeden konkrétni protein nazyvame gen. Gen je tvoren kédujicimi
oblastmi, tzv. exony, a oblastmi nekédujicimi, tzv. introny. Pfestoze introny zabiraji
vetsinu délky genu, jejich vyznam dosud nebyl zcela objasnén. Housekeepingoviymi
nazyvame takové geny, které zajistuji zakladni funkce bunky a typicky se vyskytuji

ve vSech bunkéch organismu.

Konkrétni forma genu se nazyva alela. V lidském téle se kazdy gen vyskytuje jednou
na kazdé z chromozomovych sad, pro kazdy gen tedy existuji dvé alely. Jestlize ma je-
dinec obé alely urcitého genu stejné, nazyva se homozygot, pokud jsou alely odlisné,
jedna se o heterozygot. Souhrn veskeré genetické informace jedince se oznacuje jako

genotyp, souhrn vnéjsich znaku jedince predstavuje fenotyp.[17]

1.8.3 Transkripce a translace

Proces syntézy proteinu zacind transkripc? (prepisem) DNA do RNA. Na zacatku
genu kédujictho dany protein se nachéazi tzv. promotor, coz je sekvence DNA, kterou
rozpoznava enzym DNA-dependentni RNA-polymeraza (déle jen RNA-polymeraza).
RNA-polymeraza se vaze na do oblasti promotoru, dvousroubovice DNA je poté
rozvolnéna na jednoduchd vldkna a enzym postupuje podél jednoho z nich (tzv.
vldkno pracovni) ve sméru 5° - 3°. S pohybem enzymu jsou k nukleotidum vlakna
DNA piikladany komplementarni RNA nukleotidy a vznika fetézec mRNA. Na konci
daného genu se nachazi tzv. terminator, tedy specificka sekvence DNA, ktera dava
enzymu signal k ukonceni transkripce. U eukaryotickych bunék poté dochazi k tzv.

sestiihu, tedy procesu, kdy jsou ze sekvence mRNA vystiizeny nekédujici tseky.

Dalsi fazi tvorby bilkovin je translace (pteklad). Jednd se o produkei proteinu
tvoreného sekvenci aminokyselin na zdkladé informace ulozené v mRNA, pricemz
kazda aminokyselina je kédovana tfemi nukleotidy mRNA. Tento systém kodovani
aminokyselin se nazyva tripletovy kod, kazda trojice bézi (=triplet) mRNA tvoii
tzv. kodon. Proces je zahajen iniciacni tRNA, ktera na ribozomech prochazi vldkna
mRNA (opét od 5 konce ke 37 konci) a hledd specifickou iniciaéni sekvenci. Jakmile
je iniciacni sekvence nalezena, aktivizuji se dalsi molekuly tRNA. Kazdd molekula

tRNA nese jednu aminokyselinu a obsahuje trojici bazi zvanou antikodon, ktera je
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komplementarni k prislusné trojici bazi mRNA. K fetézci mRNA jsou postupné
prikladany molekuly tRNA nesouci aminokyseliny, mezi kterymi vznikaji vazby
a vytvari se tak souvisly fetézec aminokyselin - polypeptidové vlakno. Translace
je ukoncena ve chvili, kdy tRNA narazi na triplet, ktery nekéduje zadnou amino-
kyselinu. Pro ziskani finalni podoby proteinu je polypeptidové vlakno casto dale

upravovano.

Opaénym procesem transkripce je reverzni transkripce. Jeji podstatou je zpétny
prepis mRNA do DNA. Takto vznikla DNA je pouze jednofetézcova a nazyva se
cDNA (komplementarni DNA). Reverzni transkripce je katalyzovdna enzymem re-
verzni transkriptdzou. Tento jev je pro organismy mnohem méné bézny nez stan-
dardni transkripce; vyuzivaji jej napf. nékteré druhy viru (retroviry), hojné je

uplatiiovan v laboratofich k vysetieni kvality nebo kvantity exprimované mRNA.[17]

1.8.4 Polymorfismus

Nékteré geny mohou u jedincu téhoz druhu nabyvat nékolika ruznych podob. Tyto
drobné odlisnosti se poté mohou projevit na struktute a funkci exprimovaného pro-
teinu, a tim také na fenotypu'”. V pifpadé, Ze se jednotlivé varianty sekvence daného

genu objevuji u vice nez 1 % populace, nazyvame tento jev polymorfismus.

Jednou z béznych podob polymorfismu je wvariabilni pocet tandemouvych repetic

(VNTR). Jedna se o variabilitu poctu opakovani ur¢itého tiseku DNA.[17]

1.9 Gen FCRN

Gen kédujici FcRn (FCGRT, FCRN) se nachézi na 19. chromozomu, tedy mimo
oblast kédovani MHC molekul I. tiidy. Jeho délka je ptiblizné 15,5 kb (15 500 paru
bazi). Gen obsahuje 7 exonu, tedy kdédujicich oblasti sekvence DNA.[5]

7fenotyp = soubor vnéjsich znaki jedince jedince
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1.9.1 Polymorfismy genu FCRN

Pii zkoumani polymorfismu genu FCRN byl zaznamenan polymorfismus typu
VNTR promotorové oblasti. Bylo objeveno 5 ruznych alel (VNTR1-VNTRS5, znaéi
pocet opakovani sekvence promotoru), pficemz nejbéznéjsimi byly alely VNTR3
a VNTR2. Pti nasledném studiu efektivity transkripce FcRn bylo zjisténo, ze u alely
VNTR3 se gen FCRN piepisuje G¢innéji nez u alely VNTR2 [8]. Ackoli tato teorie
nebyla zatim dalsimi autory potvrzena, je pravdépodobné, Ze ti¢cinnost transkripce
FCRN tedy zavisi na poctu opakovani oblasti promotoru. Na pracovisti skolitele
nebyla nalezena souvislost mezi polymorfismy genu FCRN a fenotypem pacientu
s primarni poruchou tvorby protilatek ani prenosem protilatek IgG pres placentu
[7, 9]. Byla v8ak odhalena souvislost mezi mirou exprese genu FCRN a prubéhem
plicnich chorob u pacientu s poruchou imunity, ktery byl v pripadé pacientu s nizsi
mirou exprese genu FCRN tézsi [9]. Mozna korelace miry exprese genu FCRN

s prenosem IgG pfes placentu dosud nebyla zkoumana.
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2 C(Cile prace

e stanoveni korelace mezi mirou exprese genu FCRN v pupecnikové krvi

a pomérem koncentrace protilatek IgG pupecénikové krvi a materské krvi

e stanoveni korelace mezi mirou exprese genu FCRN v placentarni tkéni

a pomérem koncentrace protilatek IgG pupecnikové krvi a materské krvi
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3 Pouzité metody a material

Mezi metody pouzité v experimentdlni ¢asti prace patii:

1. izolace RNA z vzorku pupec¢nikové krve a placentarni tkané
2. reverzni transkripce izolované RNA do cDNA
3. kvantifika¢ni metoda Real-Time PCR

4. nefelometrie

3.1 Izolace RNA

Pouzity material:

e RiboPure RNA Purification Kit, blood, Ambion, Life Technologies

e RNeasy Plus Mini Kit, QTAGEN

RNA byla izolovana z 32 vzorku pupecnikové krve a placentarni tkané odebiranych
na porodnich sdlech FN Brno (pracovisté Obilni trh a Brno-Bohunice) po podepsani
informovaného souhlasu matkou. Pro uchovani RNA ve vzorku a zabranéni jeji de-

gradaci byl pouzit roztok RNAlater.

Pri izolaci RNA z pupecnikové krve jsme nejprve centrifugaci 1 min pii 16 000 rcf
ziskali usazeninu krvinek a proteinu. Po odstranéni supernatantu jsme zajistili lyzu
krvinek pridanim 800 u1 Lysis Solution a 50 ] Sodium Acetate Solution a dukladnym
prottepanim roztoku. Nasledné jsme ptidali 500 ul Acid-Phenol:chloroformu a ne-
chali roztok 5min stat pri laboratorni teploté. Centrifugaci 2min pti 16 000 rcf se
poté oddélila organicka faze obsahujici zbytky bunéénych membran a vodni faze
obsahujici RNA. Do oddélené vodni faze jsme pridali 600 ul 96 % etanolu. Roztok
jsme poté pipetovali do kolonky, na jejiz membrané se pii centrifugaci zachytila
RNA. Kolonku jsme poté promyvali 700 ul Wash Solution 1 a dvakrat 700 ul Wash
Solution 2/3, jednou jsme centrifugovali prazdnou kolonku pro odstranéni zbytku
roztoki, které by RNA fedily. Dalsim krokem jiz byla eluce RNA. Na membranu ko-
lonky jsme napipetovali 50 ul Elution Solution predehiatého na teplotu 75 °C, nechali
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pusobit a centrifugovali 1 min pii 16 000 rcf, tento krok jsme zopakovali jesté jednou
pro vétsi vytézek RNA. Izolovana RNA byla nasledné pro zvyseni ¢istoty oSetfovana
DN4ézou, enzymem pro odstranéni zbylé DNA. Do roztoku jsme ptidali 20X DNase
Buffer o objemu 1/20 objemu roztoku a 1 ul DNase I. Roztok jsme promichali a in-
kubovali 30 min pri teploté 37 °C. Poté jsme pridali DNase Inactivation Reagent
o objemu 1/5 objemu roztoku. Opét jsme RNA s reagenciemi promichali, nechali
stat 2min pfi laboratorni teploté a centrifugovali 1 min pii 16 000 rcf. Sediment jsme
poté odstranili a izolovanou RNA zmrazili v -80 °C. Koncentrace a ¢istota izolované

RNA byla ovéfovana pomoci pristroje NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer.

3.2 Reverzni transkripce

Pouzity material:

e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche

mRNA izolovand z nasbiranych vzorku byla pro moznost dalsi analyzy prepisovana
do jednovldknové c¢DNA. Principem metody je vyuziti enzymu reverzni tran-
skriptazy, ktery postupuje po vlaknu RNA a priklada k nému komplementarni nukle-
otidy, ¢imz vytvari fetézec cDNA. Reakce probihala v ptistroji Tprofessional TRIO

Thermocycler, Biometra.

Nejprve jsme pripravili roztok obsahujici 1-5,5 ul vzorku mRNA (podle koncentrace
RNA) doplnény RNase free vodou. Pfidali jsme 1 ul ANTP (Deoxynucleotide Mix)
a inkubovali 10 min pfi 65 °C. Nésledné jsme roztok doplnili o 2 ul pufru (Transcrip-
tor RT Reaction Buffer), 0,25 ul protektoru (Protector RNase Inhibitor) a 0,25 ul
enzymu reverzni transkriptazy (Trancriptor Reverse Transcriptase). Samotna reakce
reverzni transkripce probihala v termickych cyklech 10 min — 25°C, 30 min — 55°C,
5min — 85°C, 10 min — 20°C. ¢DNA jsme poté uchovavali pii teploté -20°C.

3.3 Real-time PCR

Pouzity material:

e 20X TagMan Gene Expression Assay Solutions (FCRN, ACTB, RPL32)
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e 2X TagMan Gene Expression Master Mix

e RNase Free Water

Standardni metoda PCR (polymerase chain reaction, polymerdzova tetézova re-
akce) je zalozena na mnozeni (amplifikaci) konkrétniho tiseku DNA pomoci enzymu
DNA polymeraza. Na vlakno DNA se nejprve vazou specifické nukleotidové sekvence
zvané primery, které jsou komplementarni k urcité ¢asti sekvence DNA a oznacuji
tak oblast sekvence naseho zajmu. Nésledné v misté primeru na 5° konec vldkna
DNA prisedd DNA-polymeréza, které ke ¢tené sekvenci postupné priklada komple-
mentarni nukleotidy a vytvari tak novy fetézec DNA. Takto enzym postupuje az

k primeru na 3~ konci vlédkna.

Pii jednom takovém cyklu se mnozstvi DNA v daném objemu zdvojnasobi. Pti
kazdém dalsim cyklu se amplifikuje také nové syntetizovana DNA a celkové mnozstvi

produktu tedy exponencialné roste.

Metoda Real-Time PCR (PCR v redlném case, kvantitativni PCR) slouzi ke kvan-
tifikaci DNA (¢cDNA) ve vzorku. Stejné jako u bézné PCR enzym DNA poly-
meraza amplifikuje primery oznaceny tusek DNA, mezi primery je vSak v nasem
piipadé navic umistén specificky oligonukleotid. Na oligonukleotid je navazana flu-
orescencni sonda a zhasec. Pokud se zhase¢ nachazi v blizkosti sondy, sonda neni
schopna emitovat zareni. Ve chvili, kdy DNA polymeraza za¢ne prepisovat sekvenci
s navazanym oligonukleotidem, zhase¢ se odstépuje a sonda zacina vyzatrovat fluo-
rescenci. S kazdym amplifikovanym vldknem se mira fluorescence zvysuje, je tedy
piimo umeérnd mnozstvi DNA obsazené ve vzorku. Pristroj emitované zareni za-
znamenava a na zakladé jeho hodnot je schopen koncentrace DNA v redlném case

vyhodnotit.

Amplifikace DNA v nasem ptipadé probihala v roztoku o objemu 10 ul. Do zkumavky

Délka cyklu [min] | Teplota [°C]
10 25
30 55
5 85
10 20

Tabulka 1: Prubéh reakce reverzni transkripce
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jsme pripravili 0,5 ul 20X TagMan Gene Expression Assay, 5 ul 2X TagMan Gene
expression MasterMix, 1 ul cDNA (v pripadé vzorku pupeénikové krve) nebo 4,5 ul
cDNA (v ptipadé vzorku pupeénikové krve) a doplnili objem do 10 ul RNase Free
vodou. Vzorky jsme poté analyzovali pomoci ptistroje 7500 Fast Real-Time PCR
System, Applied Biosystems. Ke kazdému béhu zkoumanych vzorku byla ptridana
negativni kontrola neobsahujici DNA a pozitivni kontrola v podobé tady vzorku
cDNA fedéného do stdle stejnych, vzajemné porovnatelnych koncentraci. Reakce
probihala v termickych cyklech 20 min — 50 °C, 10 min — 95°C, 15s — 95°C, 1 min —
60°C, pricemz tteti a ¢tvrty krok se 40x opakuji (Tab. 2).

Graf zaznamenavajici vysledky reakce Real-Time PCR obsahuje jednu osu udavajici
miru fluorescence a druhou osu urcujici éislo cyklu. Systém automaticky generuje
hranici fluorescence zvanou treshold. Pro kvantifikaci DNA v urcitém vzorku je poté
zésadni pravé bod, ve kterém kiivka jeho fluorescence protne treshold. Cislo cyklu,
ve kterém k prekroceni dané hranice fluorescence doslo, nazyvdme CT (treshold

cycle) a na zakladé tohoto ¢isla muzeme DNA kvantifikovat (Graf 1).

Délka cyklu [min] | Teplota [°C] | Pocet opakovéni
20 50
1x
10 95
0,25 95
40x
1 60

Tabulka 2: Prubéh reakce Real-Time PCR

3.4 Nefelometrie

Nefelometrie slouzila ke stanoveni koncentrace protilatek IgG v mateiské a fetalni
krvi. Hladina IgG ve vzorku byla stanovena na zékladé potfebného mnozstvi roztoku
anti IgG (latka, kterd vaze IgG a vytvaii s nim imunokomplexy, simuluje antigen)
pro zreagovani celého objemu IgG. Metoda byla provedena v laboratofi Ustavu
klinické imunologie a alergologie u sv. Anny na piistroji IMMAGE 800 Nephelometer

Beckman-Coulter.
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Graf 1: Real-Time PCR
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3.5 Prace se vzorky

Kazdy ze 32 vzorku RNA pupecnikové krve a 32 vzorku RNA placentdarni tkané
byl prepisovan do ¢cDNA v duplikatech. Kazdy z duplikati byl nasledné nasa-
zovan do reakce Real-time PCR v triplikatech. Pro kazdy vzorek byla zkoumana
exprese genu FCRN a housekeepingovych (referenénich) genu ACTB a RPLS32 pro
moznost vyhodnoceni miry exprese genu FCRN pomoci relativni kvantifikace (hod-
nota mnozstvi RNA pozorovaného genu FCRN byla vztazena k hodnoté pro kon-

stantné exprimované geny ACTB a RPL32).
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4 Vysledky

Po provedeni Real-Time PCR jsme ziskali 3 hodnoty Cr pro kazdy z genu FCRN,
ACTB a RPL32 u vsech duplikatu cDNA ziskanych z reverzni transkripce 32 vzorku

placentarni tkané i pupecnikové krve.

Pro kontrolu presnosti byl z hodnot Cr triplikatu pro kazdy gen kazdého vzorku
pocitan aritmeticky prumér, smérodatna odchylka a variacni koeficient. Pres
pomeérné nizky variacni koeficient byly pro dosazeni presnéjsich vysledku dalsi
vypoéty provadény s prumérem geometrickym. (Pro ilustraci je na tomto misté uve-
dena tabulka 3, veskera data pro zbyvajici geny a reverzni transkripce jsou prilozena

na konci souboru — viz tabulky ¢. 8-18.)
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Vzorek Cr(1) Cr(2) Cp(3)  Aritmeticky prumér Smeérodatnd odchylka Variaéni koeficient ~Geometricky prumeér

B15/002 26,7052 26,9599 26,6927 26,79 0,12 0,46% 26,79
B15/003 25,5951 254381 25,4144 25,48 0,08 0,31% 25,48
B15/004 25,5918 25,8245 25,9733 25,80 0,16 0,61% 25,30
B15/005 25,7121 25,5112 25,83 25,68 0,13 0,51% 25,68
B15/006 26,9237 28,0127 27,6873 27,54 0,46 1,66% 27,54
B15/007 25,9166 26,2663 26,3176 26,17 0,18 0,68% 26,17
B15/008 25,8283 25,2626 25,7912 25,63 0,26 1,01% 25,63
B15/009 26,0537 27,0065 26,2041 26,42 0,42 1,58% 26,42
B15/010 25,637 26,3537 26,179 26,06 0,31 1,17% 26,05
B15/011 22,7438 23,1742 23,7454 23,22 0,41 1,77% 23,22
B15/012 24,0847 24,2196 24,4749 24,26 0,16 0,67% 24,26
B15/013 25,3763 25,115 24,7181 25,07 0,27 1,08% 25,07
B15/014 25,5174 26,0425 25,6455 25,74 0,22 0,87% 25,73
B15/015 25,5662 25,777 26,2687 25,87 0,29 1,14% 25,87
B15/016 24,8888 25,1686 25,3034 25,12 0,17 0,69% 25,12
B15/017 25,1265 25,4809 25,5709 25,39 0,19 0,76% 25,39
B15/018 25,4363 25,4636 24,9672 25,29 0,23 0,90% 25,29
B15/019 26,0637 26,2349 26,38 26,23 0,13 0,49% 26,23
B15/020 24,3764 24,3617 23,7634 24,17 0,29 1,18% 24,17
B15/021 25,8906 26,2278 25,5988 25,91 0,26 0,99% 25,90
B15/022 26,3155 26,4124 26,5103 26,41 0,08 0,30% 26,41
B15/023 26,5575 26,5565 26,5395 26,55 0,01 0,03% 26,55
B15/024 26,6318 26,4046 26,4585 26,50 0,10 0,37% 26,50
B15/025 26,973 27,174 27,4496 27,20 0,20 0,72% 27,20
B15/026 26,2708 26,6569 26,7132 26,55 0,20 0,74% 26,55
B15/027 26,9429 27,0199 26,9157 26,96 0,04 0,16% 26,96
B15/028 26,4677 26,1673 26,0758 26,24 0,17 0,64% 26,24
B15/029 vyFazeno z technickych duvodu

015/006 27,5286 27,5392 27,6745 27,58 0,07 0,24% 27,58
015/007 27,807 29,5026 29,4157 28,91 0,78 2,70% 28,90
015/008 26,5225 26,4418 26,5341 26,50 0,04 0,15% 26,50
015/009 26,2067 26,4213 26,3395 26,32 0,09 0,34% 26,32
015/010 26,1091 26,2782 26,1573 26,18 0,07 0,27% 26,18

Tabulka 3: Kontrola rozdili mezi hodnotami Crp triplikatia pro gen FCRN z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky pupeénikové krve

Mira exprese genu FCRN v daném vzorku byla udana jako rozdil geometrického
pruméru Cr triplikatu pro gen FCRN a geometrického pruméru diléich geomet-
rickych pruméru hodnot Cp pro referencéni geny ACTB a RPL32. Hodnota uve-
deného rozdilu byla oznacena jako ACy. Linearizovany vysledek mél podobu 274¢7,
Tento postup byl uplatnén pro kazdy z duplikdti cDNA ziskanych z reverzni tran-
skripce, ¢imz jsme pro kazdy vzorek nalezli dvé hodnoty miry exprese genu FCRN.
Spocitanim aritmetického prumeéru téchto dvou hodnot byl dosazen finalni vysledek.

Hodnoty miry exprese mRNA genu FCRN v pupecnikové krvi jsou uvedeny v ta-

bulce ¢. 4, hodnoty pro placentarni tkan jsou v tabulce ¢. 5.
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Mira exprese genu

Mira exprese genu

Variac¢ni koeficient

Mira exprese genu

Vzorek  FCRN (prvni RT) FCRN (druhd RT) Smérodatnd odchylka  ze dvou RT [%] FCRN v pupecnikové krvi
B15/002 0,10 0,11 0,00 4,31 0,11
B15/003 0,10 0,11 0,00 0,94 0,11
B15/004 0,14 0,12 0,01 547 0,13
B15/005 0,10 0,08 0,01 10,36 0,09
B15/006 0,05 0,04 0,01 12,48 0,04
B15/007 0,08 0,06 0,01 9,72 0,07
B15/008 0,10 0,10 0,00 1,11 0,10
B15/009 0,15 0,17 0,01 4,36 0,16
B15/010 0,07 0,17 0,05 40,91 0,12
B15/011 0,16 0,14 0,01 6,36 0,15
B15/012 0,14 0,14 0,00 0,92 0,14
B15/013 0,16 0,20 0,02 10,77 0,18
B15/014 0,11 0,11 0,00 0,06 0,11
B15/015 0,06 0,04 0,01 14,55 0,05
B15/016 vyfazeno z technickych duvodu

B15/017 0,06 0,06 0,00 0,61 0,06
B15/018 0,18 0,13 0,02 15,44 0,16
B15/019 0,14 0,09 0,02 20,67 0,12
B15/020 0,15 0,13 0,01 8,18 0,14
B15/021 0,11 0,12 0,00 0,91 0,12
B15/022 0,07 0,11 0,00 1,50 0,11
B15/023 0,15 0,09 0,00 2,92 0,09
B15/024 0,09 0,10 0,00 3,38 0,09
B15/025 0,07 0,05 0,01 11,76 0,06
B15/026 0,05 0,05 0,00 2,19 0,05
B15/027 0,08 0,07 0,01 6,96 0,07
B15/028 0,13 0,16 0,01 9,60 0,15
B15/029 vyfazeno z technickych duvodu

015/006 0,17 0,11 0,03 20,84 0,14
015/007 0,05 0,05 0,00 4,33 0,05
015/008 0,14 0,10 0,02 14,65 0,12
015/009 0,18 0,13 0,03 16,52 0,16
015/010 0,11 0,09 0,01 12,54 0,10

Tabulka 4: Mira exprese genu FCRN v pupecnikové krvi
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Mira exprese genu  Mira exprese genu Mira exprese genu
Vzorek  FCRN (prvni RT) FCRN (druhd RT) Smérodatnd odchylka  Variaéni koeficient (%] FCRN v placentdrni tkdni

B15/002 0,02 0,06 0,02 57,71 0,04
B15/003 0,14 0,16 0,01 7,21 0,15
B15/004 0,05 0,05 0,00 2,39 0,05
B15/005 0,10 0,08 0,01 10,50 0,09
B15/006 0,04 0,04 0,00 1,31 0,04
B15/007 0,20 0,15 0,03 15,55 0,18
B15/008 0,08 0,09 0,01 6,94 0,09
B15/009 0,03 0,03 0,00 1,65 0,03
B15/010 0,08 0,09 0,00 5,45 0,08
B15/011 0,04 0,05 0,00 10,12 0,04
B15/012 0,09 0,10 0,00 3,31 0,09
B15/013 0,03 0,03 0,00 0,39 0,03
B15/014 maly vytézek RNA

B15/015 0,08 0,07 0,00 3,74 0,07
B15/016 0,19 0,17 0,01 442 0,18
B15/017 0,04 0,04 0,00 4,10 0,04
B15/018 0,13 0,14 0,01 450 0,14
B15/019 0,03 0,07 0,02 36,50 0,05
B15/020 0,04 0,10 0,03 38,08 0,07
B15/021 0,06 0,01 0,02 69,16 0,03
B15/022 0,20 0,25 0,02 11,00 0,22
B15/023 0,44 0,43 0,01 1,56 0,43
B15/024 0,02 0,01 0,00 23,87 0,02
B15/025 0,05 0,05 0,00 4,41 0,05
B15/026 0,05 0,03 0,01 32,53 0,04
B15/027 0,03 0,03 0,00 0,16 0,03
B15/028 0,38 0,50 0,06 13,49 0,44
B15/029 0,07 0,04 0,01 29,62 0,05
015/006 0,06 0,10 0,02 19,75 0,08
015/007 0,03 0,09 0,03 43,54 0,06
015/008 0,04 0,04 0,00 2,10 0,04
015/009 0,20 0,21 0,01 3,25 0,20
015/010 0,14 0,14 0,00 2,94 0,14

Tabulka 5: Mira exprese genu FCRN v placentarni tkani
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Vysledné hodnoty miry exprese genu FCRN v pupecnikové krvi i v placentéarni
tkani jsme zpracovali do tabulky a grafu spoleéné s koncentracemi [gG v materské
a pupecnikové krvi a gradientem protilatek IgG v pupecnikové a mateiské krvi (viz

tabulky ¢. 6-7).

Koncentrace IgG ~ Koncentrace IgG Gradient IgG Mira exprese genu

Vzorek v matefské krvi v pupeénikové krvi v pupeénikové/matefské krvi  FCRN v pupe¢nikové krvi
B15/002 8,45 11,10 1,31 0,11
B15/003 8,82 8,41 0,95 0,11
B15/004 8,80 8,90 1,01 0,13
B15/005 7,30 10,60 1,45 0,09
B15/006 8,88 9,21 1,04 0,04
B15/007 11,40 11,10 0,97 0,07
B15/008 9,45 14,40 1,52 0,10
B15,/009 9,00 12,50 1,39 0,16
B15/010 8,30 11,50 1,39 0,12
B15/011 6,50 12,30 1,89 0,15
B15/012 9,90 12,90 1,30 0,14
B15/013 8,01 11,40 1,42 0,18
B15/014 12,40 13,10 1,06 0,11
B15/015 5,81 9,81 1,69 0,05
B15/016 vytazeno z technickych duvodu

B15/017 10,10 9,48 0,94 0,06
B15/018 7,55 9,84 1,30 0,16
B15/019 5,17 6,85 1,32 0,12
B15/020 10,60 10,60 0,14
B15/021 7,24 10,40 1,44 0,12
B15/022 7,08 9,05 1,28 0,11
B15/023 8,28 10,40 1,26 0,09
B15/024 6,28 8,82 1,40 0,09
B15/025 8,12 9,42 1,16 0,06
B15/026 10,30 12,10 1,17 0,05
B15/027 8,47 11,20 1,32 0,07
B15/028 5,22 7,60 1,46 0,15
B15/029 vyfazeno z technickych duvodu

015/006 8,18 13,30 1,63 0,14
015/007 8,83 5,83 0,66 0,05
015/008 7,91 10,50 1,33 0,09
015/009 7,71 12,10 1,57 0,16
015/010 vytazeno z technickych duvodu

Tabulka 6: Srovnani miry exprese genu FCRN v pupecnikové krvi s gradientem koncentrace IgG

v pupecénikové a matefské krvi
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Koncentrace IgG  Koncentrace IgG Gradient IgG Mira exprese genu
Vzorek v matefské krvi v pupeénikové krvi v pupeénikové/materské krvi  FCRN v placentdrni tkdni

B15/002 8,45 11,10 1,31 0,04
B15/003 8,82 8,41 0,95 0,15
B15/004 8,80 8,90 1,01 0,05
B15/005 7,30 10,60 1,45 0,09
B15/006 8,88 9,21 1,04 0,04
B15/007 11,40 11,10 0,97 0,18
B15/008 9,45 14,40 1,52 0,09
B15/009 9,00 12,50 1,39 0,03
B15/010 8,30 11,50 1,39 0,08
B15/011 6,50 12,30 1,89 0,04
B15/012 9,90 12,90 1,30 0,09
B15/013 8,01 11,40 1,42 0,03
B15/014 maly vytézek RNA

B15/015 5,81 9,81 1,69 0,07
B15/016 8,24 11,00 1,33 0,18
B15/017 10,10 9,48 0,94 0,04
B15/018 7,55 9,84 1,30 0,14
B15/019 5,17 6,85 1,32 0,05
B15/020 10,60 10,60 0,07
B15/021 7,24 10,40 1,44 0,03
B15/022 7,08 9,05 1,28 0,22
B15/023 8,28 10,40 1,26 0,43
B15/024 6,28 8,82 1,40 0,02
B15/025 8,12 9,42 1,16 0,05
B15/026 10,30 12,10 1,17 0,04
B15/027 8,47 11,20 1,32 0,03
B15/028 5,22 7,60 1,46 0,44
B15/029 11 9,7 0,88 0,05
015/006 8,18 13,30 1,63 0,08
015/007 8,83 5,83 0,66 0,06
015/008 7,91 10,50 1,33 0,04
015/009 7,71 12,10 1,57 0,20
015/010 5,97 12,40 2,08 0,14

Tabulka 7: Srovnani miry exprese genu FCRN v placentarni tkéni s gradientem koncentrace IgG

v pupecnikové a materské krvi
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Hodnoty miry exprese genu FCRN a gradientu IgG v pupecnikové a matetrské krvi
byly vyneseny do grafu (viz grafy ¢. 2-4). Pro vyhodnoceni korelace mezi zadanymi
hodnotami byl vyuzit Spearmanuv korelaéni test (vyhodnocovano pomoci programu
STATISTICA, StatSoft, Inc.). Na zdkladé Spearmanova korela¢niho koeficientu lze
urcit tzv. hodnotu p, kterd udévé statistickou vyznamnost korelace. Cim vice se
hodnota p priblizuje nule, tim je korelace vyznamnéjsi. Jako hranice statistické
vyznamnosti korelace byla pouzita standardni hodnota p = 0,05. Nékteré vzorky

nemohly byt do vyhodnoceni vysledku z technickych duvodu zahrnuty.
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Graf 2: Korelace miry exprese genu FCRN v pupecnikové krvi a gradientu pupecnikové a mateiské

koncentrace IgG

7 grafu 2 je patrny rostouci trend vyznaceny kiivkou. Po vyhodnoceni vysledki
pomoci Spearmanova testu byla nalezena statisticky vyznamnd korelace (p =
0,027) mezi mirou exprese genu FCRN a gradientem koncentrace IgG v materské

a pupecnikové krvi.
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Graf 3: Korelace miry exprese genu FCRN v placentarni tkani a gradientu pupeénikové a matetské

koncentrace IgG

Graf 3 naopak ukazuje, ze korelace miry exprese genu FCRN v placentarni tkani

a gradientu koncentrace IgG v materské a pupecnikové krvi nebyla zaznamenéna.
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Vyhodnotili jsme také korelaci mezi gradientem IgG v pupecnikové a materské krvi

a koncentraci IgG v mateiské krvi.
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Graf 4: Korelace mateiské koncentrace IgG a gradientu pupeénikové a mateiské koncentrace IgG

Z grafu 4 je patrna vyrazna negativni korelace mezi koncentraci IgG v mateiské krvi
a gradientem koncentrace IgG v pupecnikové a materské krvi. Negativni korelace je

statisticky vyznamnd (p = 0,00001).
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5 Diskuze

Jiz dlouhou dobu jsou si védci védomi nezpochybnitelného vyznamu imunoglobu-
linu G pro lidsky organismus. Pravé nepostradatelnost protilatek vedla v minulosti
k rozvijeni ruznych teorii o moznosti jejich prenosu z matky na potomka. Jiz v 60.
letech 20. stoleti vznikla prvni teze o mozné existenci proteinu, ktery by pienos
protilatek zprostiedkovaval [10]. V roce 1985 byl poprvé z krysiho tenkého stieva
izolovan protein schopny navazat se na [gG, tento protein byl nazvan neonatalnim Fc
receptorem [11]. Zahy byla popséna existence strukturné velmi podobného receptoru
také u clovéka. Trvalo necelych 20 let (béhem kterych byla detailnéji popsana dyna-
mika pfenosu IgG pres placentu; zajimava je naptiklad molekulova hmotnost IgG,
ktera je oproti ostatnim molekuldm schopnym penetrovat ptres placentu pomeérné
velkd [12]), nez se na prelomu tisicilet{ potvrdila zdsadni role neonatélniho Fc recep-
toru, FcRn, v transplacentarnim ptenosu protilatek IgG, a to jak u hlodavcu, tak

u lidského materno-fetédlntho prenosu IgG [13].

Neonatalni Fc receptor se tak stal atraktivnim objektem zkoumani mnoha védeckych
skupin. V roce 2006 byla nalezena souvislost mezi polymorfismy v genu FCRN
a urovni jeho exprese [8]. Pozdéji byly podrobnéji popsany tkané, kde je gen FCRN
v lidském téle exprimovan. Mimo jiné byla demonstrovana exprese FCRN ve svrchni
vrstvé bunék placenty zvané syncytiotrofoblast [14]. Vyznam FcRn v prenosu IgG
byl ddle potvrzen zajimavou studii, kterda ukazala, ze pfi mutaci molekuly IgG ve-
douci k naruseni vazby mezi molekulami FcRn a IgG, doslo ke snizeni efektivity

prenosu IgG [16].

V této praci jsme zkoumali, zda exprese mRNA genu FCRN v pupecnikové krvi

a placentarni tkani souvisi s efektivitou prenosu protilatek IgG pres placentu.

Nase vysledky ukdazaly, Ze mezi mirou exprese genu FCRN v pupecnikové krvi
a gradientem koncentrace IgG v pupecnikové a mateiské krvi existuje statisticky
transplacentarni prenos protilatek a jejich udrzovani v cirkulaci plodu. Z vysledku
je mozné usuzovat, ze pro vyslednou koncentraci protilatek IgG v cirkulaci plodu ma
vétsi vyznam FcRn exprimovany v pupecnikové krvi nez FcRn exprimovany v pla-

centarni tkani. Prekvapivé vSak nebyla nalezena korelace mezi mirou exprese genu
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FCRN v placentarni tkani a gradientem koncentrace IgG v pupecnikové a matetrské
krvi. Tento vysledek by mohl byt vysvétlen saturovatelnosti systému zajistujiciho
prenos IgG pres placentu. Jiz diive bylo demonstrovano, ze zvysujici se nabidka IgG
nevede k linedrnimu narustu preneseného IgG ptes vrstvu lidskych placentarnich en-
dotelidlnich bunék [13]. Je ovSem nutno ptipustit i nékteré technické limitace, které
mohly vysledek ovlivnit. Pfi odbéru nebylo z praktickych duvodu mozné dodrzet
predpokladané mnozstvi vzorku placentarni tkané a tim také pomeér mezi objemem
vzorku a vyrobcem doporuéenym mnozstvim roztoku RNAlater, ktery zajistuje sta-

bilitu RNA.

Zajimavym vysledkem nasi prace je i negativni korelace mezi koncentraci IgG
v matetské krvi a pomérem koncentrace IgG v pupecnikové a materské krvi. Také
toto pozorovani koresponduje s predpokladem, ze systém pienosu protilatek pies
placentu je saturovatelny. Vyssi koncentrace IgG v matetské cirkulaci nevedla k od-

povidajicimu narustu koncentrace IgG v pupeénikové krvi.

Podle nasich védomosti nebyla u clovéka souvislost miry exprese FCRN s efektivitou
prenosu IgG pres placentu dosud analyzovana. V roce 2015 byla ovSsem publikovana
prace zkoumajici dynamiku prenosu IgG v zavislosti na expresi genu FCRN u krys.
Mira exprese genu se s blizicim se terminem porodu zvySovala, narust koncentrace
IgG v krvi potomka byl tomuto jevu piimo dmérny [15]. Nabizi se proto otédzka,
jestli dochézi k podobné situaci také v piipadé lidského transplacentarniho prenosu
IgG. Na tuto otazku nasSe prace odpovédét nemohla, protoze nase vzorky pochazely
z téhotenstvi ukoncenych porodem v terminu a nemohli jsme tak hodnotit piipadny

narust koncentrace mRNA genu FCRN v case.

Pro potvrzeni teze o pozitivni korelaci mezi mirou exprese genu FCRN a u¢innosti
materno-fetalniho prenosu IgG, piipadné také negativni korelace mezi koncentraci
IgG v materské krvi a tc¢innosti prenosu IgG pres placentu by bylo tieba rozsitit

studii a zahrnout do zkoumani vyrazné vyssi pocet vzorku.
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Rozsiteni této prace a potvrzeni dosavadnich vysledku by v budoucnu mohlo vést
k vyvinuti lécebného postupu, ktery by cestou zvyseni koncentrace FcRn v cirkulaci
plodu vedl ke zvyseni efektivity materno-fetalniho prenosu IgG. Takovy postup by
mohl hrat vyznamnou roli pro zvysSeni obranyschopnosti nedonosenych déti nebo déti
s nedostatecnou ¢i porusenou expresi genu FCRN. Vzhledem ke gradaci prenosu IgG
béhem téhotenstvi maji nedonosené déti nedostatecné mnozstvi protilatek, coz by
mohlo Tesit pravé prenatalni zvySeni pfenosu protilatek ovlivnénim miry exprese

genu FCRN.
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Zavér

V obdobi téhotenstvi jsou pres placentu z matky na potomka prendseny protilatky
IgG. Za tento transport je zodpovédny protein zvany FcRn, neonatalni Fc recep-
tor. Gen kédujici FcRn (FCRN) je exprimovan pouze v nékterych typech bunék,
mimo jiné také v bunkach cévniho endotelu, nékterych imunitnich bunkéch nebo

placentarni tkani.

Tato prace se zabyvala hleddnim mozné korelace mezi mirou exprese genu FCRN
a uc¢innosti prenosu protilatek ptres placentu. Zajimavym vysledkem bylo zejména na-
lezeni statisticky vyznamné korelace mezi mirou exprese genu FCRN v pupecnikové
krvi a ucinnosti prenosu IgG pres placentu a negativni korelace koncentrace IgG
v materské krvi s ucinnosti transplacentdrniho prenosu protilatek IgG. Korelace
mezi mirou exprese genu FCRN v placentdarni tkani a acinnosti prenosu IgG pres

placentu detekovana nebyla.

Pokud by se vysledky vyzkumu potvrdily na Sirsim vybéru vzorku, mohly by byt
v budoucnu potencialné uplatnény k zavedeni metody vedouci ke zvySeni koncen-
trace FcRn v cirkulaci plodu za tucelem zvyseni efektivity prenosu protilatek IgG
pres placentu. Takova metoda by mohla vyrazné pozitivné ovlivnit obranyschopnost

zejména nedonosenych déti.
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Prilohy

Zpracovani vysledki Real-Time PCR

Tabulka kontroly rozdili mezi hodnotami C7p triplikdatu pro gen FCRN z prvni

reverzni transkripce pro vzorky pupecénikové krve je uvedena v kapitole Vysledky.

Aritmeticky  Smérodatna Variaéni Geometricky

Vzorek  Cr(l1) Cr(2) Cr(3) prumér odchylka  koeficient [%)] prumér
B15/002 29,1369 28,779 29,0126 98,08 0,15 0,51 98,98
B15/003 25,7798 25,7734 25,7504 25,77 0,01 0,05 25,77
B15/004 26,0456 25,7245 25,6444 25,80 0,17 0,67 25,80
B15/005 26,1828 26,2122 26,1042 26,17 0,05 0,17 26,17
B15/006 27,9631 27,8387 27,9519 97,92 0,06 0,20 97,92
B15/007 26,302 25,8758 26,1524 26,11 0,18 0,68 26,11
B15/008 25,6738 25,7154 25,7459 25,71 0,03 0,11 25,71
B15/009 26,5725 25,4822 27,6273 26,56 0,88 3,30 26,55
B15/010 25,3155 24,2581 24,1245 24,57 0,53 217 924,56
B15/011 23,8459 23,8834 23,0416 23,59 0,39 1,65 23,59
B15/012 24,0373 24,4468 24,0416 24,18 0,19 0,79 24,17
B15/013 24,5002 24,1620 24,6935 924,46 0,22 0,90 924,45
B15/014 25,6001 25,9817 25,966 25,85 0,18 0,68 25,85
B15/015 26,6126 26,7642 26,3669 26,58 0,16 0,62 26,58
B15/016 25,018 254221 24,7801 95,07 0,27 1,06 95,07
B15/017 255166 25,5811 252762 95,46 0,13 0,52 95,46
B15/018 25,9888 25,6684 25,7208 25,79 0,14 0,54 25,79
B15/019 26,6842 26,8208 26,9308 26,81 0,10 0,38 26,81
B15/020 24,0146 24,5236 24,5615 24,37 0,25 1,02 24,37
B15/021 258122 264715 255194 95,93 0,40 1,54 95,93
B15/022 26,3637 26,6138 26,2859 26,42 0,14 0,53 26,42
B15/023 26,372 26,6536 26,51 0,14 0,53 26,51
B15/024 26,4585 26,1109 26,4597 26,34 0,16 0,62 26,34
B15/025 27,4168 28,538 27,6352 27,86 0,49 1,74 27,86
B15/026 26,8838 27,0665 26,5692 26,84 0,21 0,77 26,84
B15/027 26,8217 28,1716 26,5188 27,17 0,72 2,64 27,16
B15/028 257149 2585 25,7533 95,77 0,06 0,22 95,77
B15/029 vyfazeno z technickych duvodu

015/006 27,6969 27,6758 27,807 27,73 0,06 0,21 27,73
015/007 28,8506 29,3047 28,8546 29,00 0,21 0,73 29,00
015/008 26,8917 27,0209 26,7517 26,89 0,11 0,41 26,89
015/009 26,0994 26,1555 25,9185 26,06 0,10 0,39 26,06
015/010 26,6025 26,7164 26,5821 26,63 0,06 0,22 26,63

Tabulka 8: Kontrola rozdila mezi hodnotami Cr triplikdtu pro gen FCRN z druhé reverzni tran-

skripce pro vzorky pupecnikové krve



Aritmeticky  Smérodatns, Varia¢n{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 18,8986 19,4364 19,0226 19,12 0,23 1,20 19,12
B15/003 17,8722 17,947 17,8795 17,90 0,03 0,19 17,90
B15/004 18,2004 18,35 18,3129 18,29 0,06 0,35 18,29
B15/005 17,8912 17,9169 17,8866 17,90 0,01 0,07 17,90
B15/006 18,0879 18,0875 18,2045 18,13 0,06 0,30 18,13
B15/007 18,0685 17,9852 18,1054 18,05 0,05 0,28 18,05
B15/008 17,5971 17,7217 17,6811 17,67 0,05 0,29 17,67
B15/009 18,4265 17,9974 18,2278 18,22 0,18 0,96 18,22
B15/010 16,2757 16,8182 17,0718 16,72 0,33 1,99 16,72
B15/011 15,5122 156162 16,0598 15,73 0,24 1,51 15,73
B15/012 16,8648 16,2113 16,9914 16,69 0,34 2,05 16,69
B15/013 17,2936 17,6765 17,6009 17,52 0,17 0,94 17,52
B15/014 17,963 17,871 17,7319 17,86 0,10 0,53 17,86
B15/015 17,4446 17,7387 17,8668 17,68 0,18 1,00 17,68
B15/016 17,6144 17,4671 17,6164 17,57 0,07 0,40 17,57
B15/017 17,4851 17,5432 17,6747 17,57 0,08 0,45 17,57
B15/018 17,7029 17,6521 17,8303 17,73 0,07 0,42 17,73
B15/019 18,5586 18,7375 18,3539 18,55 0,16 0,84 18,55
B15/020 17,1142 17,171 17,3198 17,20 0,09 0,50 17,20
B15/021 17,7727 17,8238 17,9987 17,87 0,10 0,54 17,86
B15/022 18,2314 18,2539 18,3777 18,29 0,06 0,35 18,29
B15/023 18,7947 18,3849 18,352 18,51 0,20 1,09 18,51
B15/024 17,9887 18,1765 17,9511 18,04 0,10 0,55 18,04
B15/025 18,6178 18,5229 18,409 18,52 0,09 0,46 18,52
B15/026 17,0136 18,0646 18,2692 18,08 0,15 0,81 18,08
B15/027 18,565 18,4324 18,5826 18,53 0,07 0,36 18,53
B15/028 18,1892 18,4118 18,2213 18,27 0,10 0,54 18,27
B15/029 18,217 18,1894 18,3073 18,24 0,05 0,28 18,24
015/006 20,3652 20,1497 20,1126 20,21 0,11 0,55 20,21
015/007 20,0211 20,1583 20,1927 20,12 0,07 0,37 20,12
015/008 19,0439 18,9626 18,8203 18,94 0,09 0,49 18,94
015/000 19,146 19,2747 18,7978 19,07 0,20 1,06 19,07
015/010 18,2162 18,358 18,0065 18,19 0,14 0,79 18,19

Tabulka 9: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cp triplikata pro gen ACTB z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky pupeénikové krve



Aritmeticky  Smérodatns, Varia¢n{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 21,0186 21,4791 21,5173 21,34 0,23 1,06 21,34
B15/003 18,3323 18,0853 18,2292 18,22 0,10 0,56 18,22
B15/004 18,0416 18,3059 18,2106 18,19 0,11 0,60 18,19
B15/005 17,6861 17,843 17,7369 17,76 0,07 0,37 17,76
B15/006 18,2642 18,1851 18,144 18,20 0,05 0,27 18,20
B15/007 17,745 17,7927 17,3787 17,64 0,18 1,05 17,64
B15/008 18,0144 17,7019 17,7007 17,81 0,15 0,83 17,81
B15/009 18,1975 18,2141 18,3903 18,27 0,09 0,48 18,27
B15/010 16,2807 16,6118 16,9142 16,60 0,26 1,56 16,60
B15/011 15,0063 15,8828 15,5102 15,47 0,36 2,32 15,46
B15/012 17,0476 16,9111 16,6866 16,88 0,15 0,88 16,88
B15/013 17,0388 16,9029 17,8473 17,26 0,42 2,41 17,26
B15/014 17,8725 17,8105 17,6629 17,78 0,09 0,49 17,78
B15/015 17,8524 17,8048 17,9428 17,90 0,04 0,21 17,90
B15/016 17,256 17,6145 17,379 17,42 0,15 0,85 17,42
B15/017 17,6266 17,7592 17,5982 17,66 0,07 0,40 17,66
B15/018 17,6962 17,8782 17,5487 17,71 0,13 0,76 17,71
B15/019 18,7008 18,4743 18,59 0,11 0,61 18,59
B15/020 17,2745 17,8424 17,2691 17,46 0,27 1,54 17,46
B15/021 17,7754 17,8535 17,6328 17,75 0,09 0,51 17,75
B15/022 18,3655 18,5316 18,1889 18,36 0,14 0,76 18,36
B15/023 18,3507 18,3215 18,3097 18,33 0,02 0,09 18,33
B15/024 18,1559 17,9088 17,8903 17,98 0,12 0,67 17,98
B15/025 18,885 18,8367 18,914 18,88 0,03 0,17 18,88
B15/026 18,2645 18,2002 17,9703 18,18 0,15 0,80 18,17
B15/027 18,3252 18,3644 18,3272 18,34 0,02 0,10 18,34
B15/028 18,145 18,1009 18,1222 18,15 0,03 0,16 18,15
B15/029 17,9683 18,2414 17,66 17,96 0,24 1,32 17,95
015/006 19,5123 19,3741 19,8007 19,56 0,18 0,91 19,56
015/007 19,8643 19,8265 19,4675 19,72 0,18 0,91 19,72
015/008 19,1273 19,1274 19,2132 19,16 0,04 0,21 19,16
015/009 18,165 18,7057 18,3499 18,41 0,22 1,22 18,41
015/010 18,7359 18,6751 18,7 18,70 0,02 0,13 18,70

Tabulka 10: Kontrola rozdilt mezi hodnotami Cp triplikdta pro gen ACTB z druhé reverzni tran-

skripce pro vzorky pupeénikové krve



Aritmeticky  Smérodatns, Varia¢n{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 28,8324 29,1393 28,75 28,91 0,17 0,58 28,91
B15/003 27,5614 27,4467 27,7483 27,59 0,12 0,45 27,59
B15/004 28,7918 28,6064 28,7081 28,70 0,08 0,26 28,70
B15/005 28,0311 28,0492 28,0535 28,04 0,01 0,03 28,04
B15/006 29,3847 29,4059 29,675 29,49 0,13 0,45 29,49
B15/007 27,9382 28,0861 27,9863 28,00 0,06 0,22 28,00
B15/008 28,4251 28,2603 27,9849 28,22 0,18 0,64 28,22
B15/009 31,0041 30,7875 30,6692 30,82 0,14 0,45 30,82
B15/010 29,4086 29,5067 29,7737 29,56 0,15 0,52 29,56
B15/011 26,4608 28,4166 26,2136 27,03 0,99 3,65 27,01
B15/012 27,6358 27,7763 27,1531 27,52 0,27 0,97 27,52
B15/013 29,1131 28,7638 28,4372 28,77 0,28 0,96 28,77
B15/014 28,5632 27,7456 28,7678 28,36 0,44 1,56 28,36
B15/015 28,3913 28,8779 28,8844 28,72 0,23 0,80 28,72
B15/016 28,2337 28,2918 28,1894 28,24 0,04 0,15 28,24
B15/017 26,7437 28,5628 27,5613 27,62 0,74 2,69 27,61
B15/018 29,3851 29,4165 29,4388 29,41 0,02 0,07 29,41
B15/019 29,1893 29,6556 29,8879 29,58 0,29 0,98 29,58
B15/020 28,8696 28,7642 29,2331 28,96 0,20 0,69 28,95
B15/021 29,0125 29,0237 29,0648 29,03 0,02 0,08 29,03
B15/022 20,2798 20,4942 29,6361 29,47 0,15 0,50 29,47
B15/023 28,7131 28,3887 28,6628 28,59 0,14 0,50 28,59
B15/024 29,3279 29,4031 29,5546 29,43 0,09 0,32 29,43
B15/025 29,4821 29,3639 29,2025 29,35 0,11 0,39 29,35
B15/026 20,4827 29,7965 30,0916 29,79 0,25 0,83 29,79
B15/027 28,7447 28,9437 29,9336 29,21 0,52 1,78 29,20
B15/028 29,833 29,6312 29,9731 29,81 0,14 0,47 29,81
B15/029 29,9336 29,1155 28,8184 29,29 0,47 1,61 29,29
015/006 30,6036 31,3942 30,7123 30,90 0,35 1,13 30,90
015/007 29,8973 29,9273 30,5772 30,13 0,31 1,04 30,13
015/008 29,2305 29,5991 29,5757 29,47 0,17 0,57 29,47
015/009 29,605 29,5331 30,624 29,92 0,50 1,66 29,92
015/010 29,7228 28,8263 28,8392 29,13 0,42 1,44 29,13

Tabulka 11: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cr triplikdtt pro gen RPL32 z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky pupeénikové krve



Aritmeticky  Smérodatns, Varia¢n{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 31,3065 31,2206 31,2268 31,25 0,04 0,13 31,25
B15/003 27,6939 27,9102 28,0219 27,88 0,14 0,49 27,88
B15/004 28,5528 28,5528 28,3561 28,49 0,09 0,33 28,49
B15/005 28,5273 28,9823 28,6889 28,73 0,19 0,66 28,73
B15/006 29,1056 29,7556 29,4013 29,42 0,27 0,90 29,42
B15/007 27,8515 27,8821 27,6885 27,81 0,08 0,31 27,81
B15/008 28,2798 28,2868 27,8489 28,14 0,20 0,73 28,14
B15/009 30,2471 30,7237 30,4363 30,47 0,20 0,64 30,47
B15/010 29,468 29,6465 28,3003 29,14 0,60 2,05 29,13
B15/011 27,8312 28,1696 27,9217 27,97 0,14 0,51 27,97
B15/012 25,8787 27,5847 27,74 27,07 0,84 3,12 27,05
B15/013 28,5692 28,3208 28,4012 28,43 0,10 0,36 28,43
B15/014 28,7702 28,6366 28,8682 28,76 0,09 0,33 28,76
B15/015 28,9718 258888 28,5087 27,82 1,37 4,94 27,79
B15/016 vyfazeno z technickych duvodu

B15/017 28,7414 28,546 28,64 0,10 0,34 28,64
B15/018 29,452 29,7634 29,559 29,59 0,13 0,44 29,59
B15/019 29,4412 29,1102 29,8568 29,47 0,31 1,04 29,47
B15/020 28,0724 27,3091 28,7942 28,06 0,61 2,16 28,05
B15/021 29,4642 29,3248 29,2676 29,35 0,08 0,28 29,35
B15/022 29,3407 29,4014 29,7038 29,48 0,16 0,54 29,48
B15/023 29,011 28,8125 29,1355 28,99 0,13 0,46 28,99
B15/024 29,4929 29,2224 29,3886 29,37 0,11 0,38 29,37
B15/025 29,4099 29,8116 29,5269 29,58 0,17 0,57 29,58
B15/026 27,6063 30,0983 30,0893 29,26 1,17 4,01 29,24
B15/027 29,4976 29,5539 29,458 29,50 0,04 0,13 29,50
B15/028 29,4964 29,7664 29,3427 29,54 0,18 0,59 29,53
B15/029 29,3275 29,5315 29,3194 29,39 0,10 0,33 29,39
015/006 30,6728 30,8521 30,7211 30,75 0,08 0,25 30,75
015/007 30,6312 30,243 31,2364 30,70 0,41 1,33 30,70
015/008 28,4843 28,8916 29,7794 29,05 0,54 1,86 29,05
015/000 29,2457 28,6638 29,3779 29,10 0,31 1,07 29,09
015/010 27,8708 28,9227 28,867 28,55 0,48 1,69 28,55

Tabulka 12: Kontrola rozdili mezi hodnotami C7p triplikdti pro gen RPL32 z druhé reverzni

transkripce pro vzorky pupeénikové krve



Aritmeticky  Smérodatns, Varia¢n{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 25,9334 29,8269 31,1758 28,98 2,22 7,67 28,89
B15/003 28,7744 26,6163 27,2003 27,53 0,91 3,31 27,52
B15/004 26,9275 27,0148 27,0374 26,99 0,05 0,18 26,99
B15/005 25,9809 25,9941 25,9113 25,96 0,04 0,14 25,96
B15/006 27,8232 27,9952 27,9596 27,93 0,07 0,27 27,93
B15/007 25,4226 254502 25,2824 25,39 0,08 0,30 25,39
B15/008 29,2537 29,5081 29,3457 29,37 0,11 0,36 29,37
B15/009 28,8192 28,9532 29,0202 28,93 0,08 0,29 28,93
B15/010 29,2243 29,3162 29,6019 29,38 0,16 0,55 29,38
B15/011 31,3401 31,0663 31,4477 31,28 0,16 0,51 31,28
B15/012 29,0731 29,1737 29,3911 29,21 0,13 0,45 29,21
B15/013 31,2265 31,4557 31,3751 31,35 0,09 0,30 31,35
B15/014 maly vitézek RNA
B15/015 30,6375 30,732 30,0441 30,77 0,13 0,42 30,77
B15/016 27,8847 27,923 27,9085 27,91 0,02 0,06 27,91
B15/017 28,6826 28,8261 28,7584 28,76 0,06 0,20 28,76
B15/018 20,2814 28,3222 28,0675 28,56 0,52 1,83 28,55
B15/019 27,7699 25,8573 26,5683 26,73 0,79 2,95 26,72
B15/020 26,5271 26,9318 25,562 26,34 0,57 2,18 26,33
B15/021 25,0287 28,4105 26,1934 26,54 1,40 5,28 26,51
B15/022 252776 24,4143 24,513 24,73 0,39 1,56 24,73
B15/023 23,3904 23,8519 24,0687 23,77 0,28 1,19 23,77
B15/024 27,4816 29,9373 30,9319 29,45 1,45 4,92 29,41
B15/025 29,2468 27,5047 27,6066 28,12 0,80 2,84 28,11
B15/026 31,589 29,914 31,6323 31,05 0,80 2,58 31,03
B15/027 27,4507 28,2826 27,3052 27,68 0,43 1,56 27,68
B15/028 26,7274 26,6345 26,7304 26,70 0,04 0,17 26,70
B15/029 28,6844 27,6776 28,0335 28,13 0,42 1,48 28,13
015/006 27,0672 26,9591 26,9354 26,99 0,06 0,21 26,99
015/007 26,9527 26,6292 26,119 26,57 0,34 1,29 26,87
015/008 30,0291 30,527 30,1351 30,23 0,21 0,71 30,23
015/000 26,0488 27,023 26,9567 26,98 0,03 0,12 26,98
015/010 26,2416 26,8095 27,0635 26,70 0,34 1,29 26,70

Tabulka 13: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cr triplikdta pro gen FCRN z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky placentarni tkané



Aritmeticky  Smérodatns, Variaén{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 26,2746 28,0256 30,0704 28,12 1,55 5,52 28,08
B15/003 28,6349 26,9445 27,3958 27,66 0,71 2,58 27,65
B15/004 26,5687 26,8076 27,1959 26,89 0,26 0,95 26,89
B15/005 26,182 26,5229 26,8092 26,50 0,26 0,97 26,50
B15/006 28,0056 27,8841 27,8841 27,92 0,06 0,21 27,92
B15/007 25,6835 255388 25,6244 25,62 0,06 0,23 25,62
B15/008 29,4619 29,2792 29,3719 29,37 0,07 0,25 29,37
B15/009 28,986 28,9373 28,8635 28,93 0,05 0,17 28,93
B15/010 29,2007 29,1781 28,9663 29,12 0,11 0,36 29,11
B15/011 31,2794 30,7153 31,1046 31,03 0,24 0,76 31,03
B15/012 29,3595 29,3567 29,4665 29,39 0,05 0,17 29,39
B15/013 31,2519 31,3753 31,2515 31,29 0,06 0,19 31,29
B15/014 mal§ vytézek RNA
B15/015 30,8662 30,6385 30,5554 30,69 0,13 0,43 30,69
B15/016 27,6535 27,723 27,7242 27,70 0,03 0,12 27,70
B15/017 29,3004 29,2525 29,2645 29,27 0,02 0,07 29,27
B15/018 27,9524 28,1876 28,8122 28,32 0,36 1,28 28,32
B15/019 24,9543 26,2564 27,7844 26,33 1,16 4,39 26,31
B15/020 23,903 25,0648 27,0446 25,34 1,30 5,12 25,30
B15/021 31,386 28,6973 27,3947 29,16 1,66 5,70 29,11
B15/022 24,7562 24,2254 24,2219 24,40 0,25 1,03 24,40
B15/023 23,8055 23,4105 24,0297 23,75 0,26 1,08 23,75
B15/024 31,3923 28,6455 30,02 1,37 4,58 29,99
B15/025 28,474 284716 28,4423 28,46 0,01 0,05 28,46
B15/026 34,5741 31,5739 31,9314 32,69 1,34 4,09 32,67
B15/027 27,3708 27,3708 27,7699 27,50 0,19 0,68 27,50
B15/028 26,7197 26,7641 26,2525 26,58 0,23 0,87 26,58
B15/020 20,5736 29,9314 27,6692 29,06 0,99 3,42 29,04
015/006 26,6669 26,8894 26,9973 26,85 0,14 0,51 26,85
015/007 24,4534 24,9233 24,9264 24,77 0,22 0,90 24,77
015/008 29,9384 29,7809 30,3927 30,04 0,26 0,86 30,04
015/009 26,4802 26,4008 26,2416 26,37 0,10 0,38 26,37
015/010 27,1669 27,3232 26,8643 27,12 0,19 0,70 27,12

Tabulka 14: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cr triplikdta pro gen FCRN z druhé reverzni tran-

skripce pro vzorky placentarni tkané



Aritmeticky  Smérodatnd Varia¢ni Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%) prumeér
B15/002 19,9863 18,95 19,11 19,35 0,46 2,35 19,34
B15/003 20,9618 21,49 21,55 21,33 0,26 1,24 21,33
B15/004 17,7243 1704 18,38 18,01 0,27 1,51 18,01
B15/005 17,8591 18,31 17,87 18,01 0,21 1,17 18,01
B15/006 19,1624 18,81 19,2 19,06 0,17 0,92 19,06
B15/007 17,7643 18,73 18,6 18,36 0,43 2,33 18,36
B15/008 21,4578 21,92 21,79 21,72 0,19 0,89 21,72
B15/009 18,8915 19,62 19,24 19,25 0,30 1,54 19,25
B15/010 213754 2118 21,3 21,29 0,08 0,39 21,29
B15/011 22,5286 22,14 2271 22,46 0,24 1,06 22,46
B15/012 21,3323 21,35 21,86 21,51 0,24 1,13 21,51
B15/013 21,4066 21,33 21,41 21,38 0,04 0,18 21,38
B15/014 maly vitézek RNA
B15/015 21,6422 2251 22,06 22,07 0,35 1,60 22,07
B15/016 20,8033 20,45 20,41 20,55 0,18 0,86 20,55
B15/017 19,6269 19,63 20,05 19,77 0,20 1,00 19,77
B15/018 19,6497 19,52 19,79 19,65 0,11 0,55 19,65
B15/019 18,6229 18,52 19,05 18,73 0,23 1,22 18,73
B15/020 18,255 18,25 18,35 18,28 0,04 0,24 18,28
B15/021 19,3385 19,31 19,49 19,38 0,08 0,41 19,38
B15/022 18,0476 17,98 18,04 18,02 0,03 0,16 18,02
B15/023 18,0973 18,12 18,07 18,10 0,02 0,10 18,10
B15/024 20,9611 21,23 21,14 21,11 0,11 0,53 21,11
B15/025 19,9729 19,65 19,85 19,82 0,13 0,67 19,82
B15/026 22,7671 22,95 23,17 22,96 0,16 0,71 22,96
B15/027 19,0035 19,15 19,12 19,09 0,06 0,33 19,09
B15/028 21,225 20,92 22,55 21,57 0,71 3,29 21,55
B15/029 19,7289 19,41 20,3 19,81 0,37 1,85 19,81
015/006 17,564 18,01 17,68 17,75 0,19 1,07 17,75
015/007 17,8946 18,14 17,72 17,92 0,17 0,97 17,92
015/008 19,9258 20,66 20,69 20,43 0,35 1,73 20,42
015/009 18,6447 19,07 19,42 19,04 0,32 1,66 19,04
015/010 18,8018 19,49 19,6 19,30 0,35 1,83 19,29

Tabulka 15: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cr triplikdta pro gen ACTB z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky placentarni tkané



Aritmeticky  Smérodatns, Variaén{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 19,8987 19,5791 19,2124 19,56 0,28 1,43 19,56
B15/003 22,0813 21,2865 21,8873 21,75 0,34 1,56 21,75
B15/004 18,0101 17,9752 17,9405 17,98 0,03 0,16 17,98
B15/005 17,9424 18,1941 17,99 18,04 0,11 0,61 18,04
B15/006 18,495 19,2034 19,5593 19,09 0,44 2,32 19,08
B15/007 17,4693 18,1599 18,0336 17,89 0,30 1,68 17,89
B15/008 21,0156 21,3927 22,3519 21,59 0,56 2,61 21,58
B15/009 18,9779 19,1043 19,3496 19,14 0,15 0,81 19,14
B15/010 20,9743 21,0153 21,1939 21,06 0,10 0,45 21,06
B15/011 22,5487 22,4073 22,6981 22,55 0,12 0,53 22,55
B15/012 21,6038 21,5914 22,1943 21,80 0,28 1,29 21,79
B15/013 20,9098 21,0774 21,76 21,25 0,37 1,73 21,25
B15/014 mal§ vytézek RNA
B15/015 21,7244 21,4772 22,1799 21,79 0,29 1,34 21,79
B15/016 20,5199 20,0141 20,5083 20,35 0,24 1,16 20,35
B15/017 20,3393 19,7985 19,5798 19,91 0,32 1,60 19,90
B15/018 19,4699 19,5451 19,6867 19,57 0,09 0,46 19,57
B15/019 19,6521 19,2657 19,3118 19,41 0,17 0,89 19,41
B15/020 18,3148 18,4005 18,3131 18,34 0,04 0,22 18,34
B15/021 19,1673 19,1073 19,3035 19,19 0,08 0,43 19,19
B15/022 17,9762 17,9753 18,0651 18,01 0,04 0,23 18,01
B15/023 18,3386 18,2074 18,1274 18,22 0,09 0,48 18,22
B15/024 21,6025 21,5955 20,8088 21,34 0,37 1,75 21,33
B15/025 20,7766 19,8957 20,1802 20,28 0,37 1,81 20,28
B15/026 23,8804 23,0404 24,1758 23,70 0,48 2,03 23,70
B15/027 19,1339 19,3069 19,0868 19,18 0,09 0,49 19,18
B15/028 21,1156 22,5358 21,8645 21,84 0,58 2,66 21,83
B15/029 20,2571 20,221 20,1436 20,21 0,05 0,23 20,21
015/006 17,696 18,4581 18,1083 18,09 0,31 1,72 18,08
015/007 17,7656 17,6003 17,369 17,58 0,16 0,93 17,58
015/008 20,0106 20,3447 20,2218 20,19 0,14 0,68 20,19
015/009 18,3648 18,8496 19,1836 18,80 0,34 1,79 18,80
015/010 18,8679 19,5619 19,7931 19,41 0,39 2,03 19,40

Tabulka 16: Kontrola rozdilt mezi hodnotami Cp triplikata pro gen ACTB z druhé reverzni tran-

skripce pro vzorky placentarni tkané



Aritmeticky  Smérodatns, Variaén{ Geometricky

Vzorek  Cp(1) Cr(2) Cr(3) prumeér odchylka  koeficient [%)] prumeér
B15/002 26,9408 27,1291 26,8016 26,96 0,13 0,50 26,96
B15/003 28,3748 28,5227 28,4079 98,44 0,06 0,22 98,44
B15/004 28,8187 28,1884 28,1229 28,38 0,31 1,11 28,37
B15/005 28,2977 28,28 28,2746 28,28 0,01 0,03 28,28
B15/006 28,502 28,7196 28,6861 28,64 0,10 0,33 28,64
B15/007 28,0038 29,0754 29,1241 29,03 0,09 0,33 29,03
B15/008 29,0828 31,1 31,2687 30,48 0,99 3,26 30,47
B15/009 28,9955 29,0583 29,3078 29,12 0,13 0,46 29,12
B15/010 30,9057 30,9607 31,2796 31,05 0,16 0,53 31,05
B15/011 30,9325 31,6768 31,7071 31,44 0,36 1,14 31,44
B15/012 30,437 30,86 31,0597 30,79 0,26 0,84 30,78
B15/013 32,3533 32,831 32,6207 32,60 0,20 0,60 32,60
B15/014 mal§ vytézek RNA
B15/015 33,0348 33,2076 33,1109 33,12 0,07 0,21 33,12
B15/016 31,2821 31,7015 31,8432 31,61 0,24 0,75 31,61
B15/017 29,6223 29,6621 29,585 29,62 0,03 0,11 29,62
B15/018 33,3934 33,4526 33,4085 33,42 0,03 0,08 33,42
B15/019 25,3141 25,7498 25,521 25,53 0,18 0,70 25,53
B15/020 26,0447 25,9316 26,0969 26,02 0,07 0,27 26,02
B15/021 25,8134 25,7825 25,5666 25,72 0,11 0,43 25,72
B15/022 27,7026 27,8527 27,8544 27,80 0,07 0,26 27,80
B15/023 27,7604 28,0662 28,7398 28,19 0,41 1,45 28,19
B15/024 27,4249 27,2582 27,3171 27,33 0,07 0,25 27,33
B15/025 28,249 28,6808 28,7154 28,55 0,21 0,74 28,55
B15/026 31,0223 31,2854 31,2568 31,19 0,12 0,38 31,19
B15/027 26,642 26,7656 26,8035 26,74 0,07 0,26 26,74
B15/028 29,603 29,7489 29,7792 29,71 0,08 0,26 29,71
B15/029 29,5025 29,3957 29,7475 29,55 0,15 0,50 29,55
015/006 29,0332 30,4364 30,268 29,91 0,63 2,09 29,91
015/007 26,4127 26,3501 26,08 26,28 0,14 0,55 26,28
015/008 32,1022 32,7223 32,4797 32,43 0,26 0,79 32,43
015/009 31,5072 31,5792 32,4565 31,85 0,43 1,36 31,84
015/010 28,8219 29,7446 29,7291 29,43 0,43 1,47 29,43

Tabulka 17: Kontrola rozdili mezi hodnotami Cr triplikdtt pro gen RPL32 z prvni reverzni tran-

skripce pro vzorky placentarni tkané



Aritmeticky  Smérodatna Varia¢ni Geometricky

Vzorek  Cr(1) Cr(2) Cr(3) prumér odchylka  koeficient [%)] prumér
B15/002 29,3416 29,1869 29,2517 29,26 0,063415 0,22 29,26
B15/003 28,7668 28,6388 28,6063 28,67 0,069283 0,24 28,67
B15/004 28,4113 27,7965 27,7665 97,99 0,297133 1,06 97,99
B15/005 28,6658 28,5276 29,3183 28,84 0,344821 1,20 28,84
B15/006 28,5776 28,7562 28,1858 28,51 0,238208 0,84 28,51
B15/007 29,2387 29,3626 29,0828 99,23 0,114482 0,39 99,23
B15/008 31,2212 31,2913 30,9416 31,15 0,151081 0,48 31,15
B15/009 29,1644 29,3763 28,936 29,16 0,179805 0,62 29,16
B15/010 31,1994 31,1231 31,025 31,12 0,071394 0,23 31,12
B15/011 31,661 31,1943 31,3555 31,40 0,193560 0,62 31,40
B15/012 31,0148 31,0745 31,0412 31,04 0,024415 0,08 31,04
B15/013 32,6558 32,5689 32,6716 32,63 0,045166 0,14 32,63
B15/014 maly vytézek RNA
B15/015 33,0099 33,2631 32,8221 33,06 0,182038 0,55 33,06
B15/016 31,0478 31,1423 31,1176 31,10 0,040004 0,13 31,10
B15/017 30,2442 30,6424 30,3128 30,40 0,173828 0,57 30,40
B15/018 33,4111 33,3964 33,0541 33,29 0,164896 0,50 33,29
B15/019 25,9849 26,307 26,3577 26,22 0,165092 0,63 26,22
B15/020 26,4682 26,3523 25,9178 26,25 0,236894 0,90 26,25
B15/021 26,1939 26,4425 26,3382 26,32 0,101914 0,39 26,32
B15/022 28,4526 28,1942 26,7813 97,81 0,734589 2,64 97,80
B15/023 27,7714 27,7717 27,9232 27,82 0,071459 0,26 27,82
B15/024 26,796 26,7033 26,7759 26,76 0,039850 0,15 26,76
B15/025 28,7912 29,1216 29,2284 29,05 0,186117 0,64 29,05
B15/026 31,8033 31,6277 31,7356 31,72 0,072309 0,23 31,72
B15/027 25,8331 26,0371 26,743 26,20 0,389872 1,49 26,20
B15/028 30,1937 29,9631 29,7514 29,97 0,180609 0,60 29,97
B15/029 28,9909 20,2280 28,9117 99,04 0,134800 0,46 99,04
015/006 30,6368 30,5619 30,2695 30,49 0,158462 0,52 30,49
015/007 25,6097 25,6768 25,7695 25,69 0,07 0,26 25,69
015/008 32,2601 32,2803 31,9409 32,16 0,155456 0,48 32,16
015/009 30,9916 30,8597 30,9743 30,94 0,058551 0,19 30,94
015/010 30,5674 30,615 30,321 30,50 0,128851 0,42 30,50

Tabulka 18: Kontrola rozdili mezi hodnotami C7p triplikdti pro gen RPL32 z druhé reverzni

transkripce pro vzorky placentarni tkane



