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Matrix Gla protein (MGP) je cirkulujici protein s nizkou molekularni hmotnosti, ktery pisobi jako pfirozeny inhibitor
kalcifikace. Radime ho do skupiny proteinti oznaéenych jako vitamin K dependentni proteiny. Jeho hlavni funkci je pre-
vence ukladani vapniku do mékkych tkani. Pro spravné fungovani musi byt MGP dostatecné karboxylovan a fosforylovan,
coz je proces, ktery vyzaduje vitamin K, jako kofaktor gamma-glutamylkarboxylasy. Nedostatek vitaminu K se projevuje
kardiovaskularnim onemocnénim, nedostate¢nou mineralizaci kostni tkan¢€ a vznikem kalcifikujicich deposit v me¢kkych
tkénich. Cilem préce bylo navrzeni metod pro sledovani hladiny MGP a defosforylovaného nedostatecné karboxylovaného
MGP (dp-uc MGP) za vyuziti imunochemické detekce a aplikovat je na analyzu reélnych pacientskych vzorki pro pouZziti
v klinickych laboratotich, kde by tyto markery mohly slouZit jako potencionalni markery zdvaznosti kloubnich onemocné-
ni, kardiovaskularnich onemocnéni a také jako markery vypovidajici o stavu vitaminu K v organismu.

Klicova slova: ELISA; hladiny vapniku a fosforu; kostni metabolismus; matrixové proteiny, vitamin K

Uvod u sav¢ich retikulocytt in vitro je 2,8 hodiny. Zatimco se
predpoklada, Ze karboxylace ma vliv na vazbu vapniku
Heterotopické osifikace a kalcifikujici tendinitida mezi dvé rezidua karboxylové kyseliny, fosforylace ma
patfi mezi onemocnéni mekkych tkani pohybového apara- ovlivnit uvoliiovani MGP do bunék’. ProtoZe ob& modifi-
tu s neznamou etiologii?. Heterotopické osifikace jsou kace mohou byt provedeny neuplné, mohou byt identifiko-
charakterizovany jako vznik lameldrni kosti uvnitf mék- véany riizné formy téchto MGP. Ackoli uloha MGP neni
kych tkani. Vznikaji nej¢astéji po operaci nahrady kycelni- zcela znama, predpoklada se, ze jeho exprese v subendote-
ho kloubu'?. Jsou zavaznou komplikaci, kterd miZe vést lidlnich makrofazich a bunkach hladkého svalstva cév je
k omezeni hybnosti operovaného kloubu s nutnosti dalsiho zapojena do vaskularni kalcifikace jako dilezity lokalni
opera¢niho zakroku®*. P¥i¢ina vzniku t&chto osifikaci za- inhibitor®®. Syntéza MGP podléha dvéma posttranslaénim
tim stale neni jasna, nicméné existuji rizikové faktory, modifikacim: vitaminu K-dependentni y-glutamatové kar-
které vznik tohoto onemocnéni vyrazné podporuji. Jak je boxylaci a serinové fosforylaci'®™"?. Nedostatek vitaminu
ukazano na obr. 1, do procesu kostniho metabolismu je K u dialyzovanych pacientli komplikuje karboxylaci MGP
zapojena fada molekul v riznych molekularné- (cit."). V n&kolika studiich byl prokazan klinicky vyznam
biologickych procesech. Nekteré z téchto molekul by se stanoveni hladin MGP v krevnim séru pacientti pro dia-
mohly stat vhodnymi prognostickymi markery osifikace™®. gnostiku kardiovaskularnich onemocnéni a osteoartro-
Matrix y-karboxyglutamatovy (Gla) protein (MGP, 2y soudasnosti je k dispozici velmi malo infor-
9531 Daltonu, pl 8,66) patii do skupiny matrixovych pro- maci o vztahu MGP k heterotopické osifikaci. Pro analyzu
teint, jejichz vyznam je momentalné intenzivné studovan. proteint jsou vyuzivany piedev§im imunochemické meto-
MGTP je jeden z rodiny vitamin K-dependentnich proteint dy v riizném uspoiadani'™'’. Tyto metody jsou vhodné pro
(VKDP). Tato rodina ¢ita celkové 17 VKDP. Propeptid je monitorovani velmi nizkych koncentraci proteinti. Cilem
pri maturaci odstépen karboxypeptidasou N. MGP obsahu- prace bylo navrzeni metod pro sledovani hladiny MGP
je ve své molekule 5 karboxyglutamati a 3 fosfoseriny. a dp-uc MGP jako potenciadlniho markeru heterotopické
Mezi pozicemi 73 a 79 je disulfidova vazba a mezi pozice- osifikace, kalcifikujici tendinitidy ramene ¢i kardiovasku-
mi 51 a 97 je vlastni Gla doména. Biologicky polocas larnich onemocnéni.
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Obr. 1. Kostni metabolismus predstavuje celou Fadu slozitych vazeb. Na zjednoduSeném schématu jsou naznaceny vazby
k transkripénim faktorim jako je NF-kB, NAFATIC, SXR/PXR. Je pfedpokladana asociace vitaminu K, s ¢-MGP proteinem, c-OC
(osteokalcinem). Zde je interakce vapenatych iontd s kolagenovymi vlakny. Na regulaéni urovni zde vstupuji PTH (parathormon)

i vitamin D.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

Isopropanol, hexan, diethylether a fluorid amonny
byly v LC-MS C¢istoté. Deuterizované standardy vitaminti
(MK-7-7- a K;-d7) byly zakoupeny v Toronto Research
Chemicals Inc. (Toronto, ON, Kanada). Fylochinon, MK-7
a ostatni chemikalie pouzité pro analyzu byly zakoupeny
od spolec¢nosti Merck (Darmstadt, Némecko) v Cistoté p.a.
Chemicka/biochemicka analyza vyuzivala pracovni rozto-
ky od spole¢nosti Siemens (USA).

Biologicky materidl a pfiprava roztokl a vzorkl

Pro primérni analyzu bylo ziskéno pfiblizn€ 5 ml krve
do zkumavek Vacuette s akceleratorem hemokoagulace.
Naslednou centrifugaci (Avanti J-15R, Beckman Coulter
(USA) 1500 g, 10 min, 4 °C) bylo oddéleno krevni sérum
pro biochemickou analyzu. Pfed kazdym odbérem krve
byl podepsan informovany souhlas. VSechna vySetfeni
jsou v souladu se zasadami Helsinské deklarace. Kontrolni
skupina zdravych probandii bez postizeni pohybového
aparatu byla vybrana tak, aby vékové byla podobna skupi-
né pacientd (n = 30). Skupiny pacient s onemocnénim
pohybového aparatu byly rozdéleny na skupinu
s kalcifikujici tendinitidou ramene (n = 21); dale s hetero-
topickou osifikaci ky¢le (n = 19); s kalcifikaci kolene (n =
1); a s artritidou (n = 2).

695

MGP ELISA stanoveni

Pro detekci MGP byla vyuzita metoda ELISA
(Human Matrix Gla Protein, MyBioSource, USA). Sekun-
darni protilatka byla znacend kienovou peroxidasou a jako
substrat byl pouzit 5 mmol I"' TMB (tetramethylbenzidin)
s obsahem 3 mmol I"! peroxidu vodiku. K zastaveni reak-
ce je pouzivan pridavek 0,1 mol 1" kyseliny sirové. Lid-
sky MGP byl pouzity jako kalibrator. K promyvani bylo
vyuzito TECAN zafizeni. Méfeni bylo provedeno na des-
titkovém &tecim zatizeni Infinite (Tecan, Japonsko). Cteni
barevného produktu reakce bylo nastaveno na stied jamky
pfi 540 nm. Data byla vyhodnocena metodou kalibracni

ktivky. Vice podrobnosti je uvedeno v praci Schurgerse'’.

IDS-iSYS analyza

Analyza dp-uc MGP byla provedena plné automati-
zované na IDS-iSYS (Immuno-diagnostic Systems Hol-
dings PLC, UK) za vyuziti IDS InaKtif MGP (dp-uc
MGP). K detekci je vyuzivana fluorescenéné znacena
monoklonalni protilatka dp-uc MGP. K detekci bylo vyu-
zito chemiluminiscence (CLIA). Mnozstvi davkovaného
vzorku séra bylo 50 pl. Dalsi podrobnosti jsou uvedeny
v metodice analyzy.

LC-MS/MS analyza
K analyze vitaminu K, a vitaminu K, (MK-7) v séru

byl pouzit chromatograficky systém Agilent Technologies
1290 Infinity II LC (Agilent Technologies, Santa Clara,
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CA, USA) s autosamplerem, pumpami a termostatovanou
kolonou za pouziti ionizace elektrosprejem v pozitivnim
modu. Hmotnostni detekce byla provadéna pomoci trojité-
ho kvadrupélu v moédu MRM (Agilent 1290, Triple Quad
6470, Agilent Technologies). Jako vnitini standardy byly
pouzity isotopové znacené formy vitaminu K (MK-7-d7,
K;-d7). Pfed samotnou analyzou bylo nezbytné provést
predupravu vzorku extrakci tuhou fazi (SPE). Vzorky byly
separovany na koloné¢ SB-C8 (2,1 x 100 mm, 1,8 pm,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) pii 40 °C za
pouziti gradientu mobilnich fazi (A — 0,1% fluorid amon-
ny v 50% methanolu, B — 0,1% fluorid amonny
v methanolu). Doba separace byla pfiblizn€ 9 minut. Pro
pfipravu vzorku bylo pouzito 500 pl séra, ke kterému bylo
pfidano 10 pl vnitiniho standardu. Nasledné byly pfidany
2 ml ethanolu, aby doslo k uvolnéni vitamind z vazby.
Poté byl vzorek 5 min extrahovan do 4 ml hexanu a centri-
fugovan pti 3727 g po dobu 10 min. Organické vrstva byla
nasledné odparena pod proudem dusiku a lipidovy extrakt
byl rozpustén ve 2 ml hexanu. U takto pfipraveného vzor-
ku byla provedena SPE. Extrakéni kolonky byly aktivova-
ny postupné 9 ml hexanu a k eluci byla pouzita smés di-
ethyletheru s hexanem (3:97). Takto pfipraveny vzorek byl
nasledné opét odpaten a odparek rozpustén ve 100 pl pro-
pan-2-olu. Pfipraveny vzorek se pienesl do vialky a byl
analyzovan metodou LC-MS/MS. Dalsi detaily jsou uve-
deny v praci Dunovské®.

Chemicka analyza

Pro chemickou analyzu vzorkii pacientli byl pouzit
analyzator Atellica Solutions CH 930 (Siemens, USA)
a Atellica Solutions IM (Siemens, USA), ktery pouZi-
va mikroobjemovou technologii pro fotometrické analyzy.
Byly stanoveny koncentrace Ca, P, ALP, kreatininu
a 25-(OH) vitaminu D. Ultracista voda byla pfipravena na
zafizeni ELGA (Londyn, Spojené kralovstvi), pH bylo
kontrolovano na pH metru (VWR, USA).

Statistické a matematické vyhodnoceni

Veskera analyzovana data byla ptevedena do labora-
torni databaze QINSLAB a statisticky vyhodnocena.
Vsechny analyzy byly provedeny minimalné ve
3 opakovanich. Analytické parametry LOD a LOQ byly
vypogitany podle prace Hubaouxe a Vose?'.

Vysledky a diskuse

Biochemicka a chemicka analyza krevnich
sér pacientil

Ve sledovaném pilotnim  souboru pacienti
s onemocnénim pohybového aparatu byly analyzovany
vybrané biochemické parametry souvisejici s kostnim
metabolismem (tab. I). Podle diagnéz byly vytvofeny sku-
piny. V jednotlivych skupindch byly stanoveny hladiny
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analyti biochemickych markert vyjadienych jako pramér-
né hodnoty ALP (ukat I™"): kontrola (1,2); ramena (1,3);
ky¢le (1,5); kolena (1,6); artritida (1,0); kreatinin (umol ™y
kontrola (81,6); ramena (69,4); kycle (71,2); kolena
(83,6); artritida (66,4); Ca (mmol 1"): kontrola (2,4); ra-
mena (2,4); kyCle (2,5); kolena (2,5); artritida (2,4); P
(mmol I™): kontrola (1,1); ramena (1,2); ky¢le (1,1); kole-
na (0,9); artritida (1,2); 25-(OH)-vitamin D (nmol I"):
kontrola (86); ramena (73); kyc¢le (58); kolena (62); artriti-
da (88). Zejména u vitaminu K, byl pozorovéan pozitivni
ucinek na kostni hmotu, kde plisobi na osteokalcin v prii-
béhu jeho karboxylace. Dostate¢na karboxylace je také
nezbytnd u MGP. Hladiny vybranych vitamini byly analy-
zovany technikou LC-MS/MS (cit.***). Vitamin K,
MK-7 (nmol I'): kontrola (0,31); ramena (0,30); ky¢le
(0,37); kolene (0,96); artritida (0,38). Z téchto prvotnich
experimentalnich dat byla provedena korelacni analyza
testovanych primérnych biochemickych ukazatelii stano-
venych v séru. Byla zjiSténa korelace k hladin€ sérového
25-(OH) vitaminu D a ALP (r = -0,881), dale MK-7
a MGP (r=0,995), MGP a P (r=-0,894) aMGP a Ca (r=
0,768).

Spektrofotometrické stanoveni celkového MGP

Byly publikovény studie zabyvajici se rozdily v kon-
centracich MGP v séru u zdravych probandi, u pacientl
s anginou pectoris, onemocnénimi chrupavky a osteoar-
trozy'>** 2. Autofi naznaéuji, ¢ MGP by se mohlo pouzi-
vat jako marker aktivity osteoartrozy?®.

Zavislost zmény signalu na koncentraci MGP

V nasi préci jsme optimalizovali postup pro stanoveni
celkového MGP v biologickém vzorku. Po primarnim
promyti desticky bylo k analyze pouzito 100 ul vzorku
(10% fedéné sérum). MGP se vazal na primarni protilatku
ukotvenou k povrchu desticky. K vlastni detekci byla vyuzita
protilatka znacena peroxidasou (inkubace 60 min, 37 °C,
100 rpm v 0,01 mol 1" PBS, pH 7,0). Jako vhodny sub-
strat byl vyuZivan 5 mmol I' TMB. Oxidaci TMB vzniké
typicky barevny produkt (vlozeny obrazek v obr. 2Ab).
Byla testovana zavislost signalu na koncentraci MGP (40,
20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 a 0 ng ml’l). Obr. 2Ab ukazuje
linearni &ast od 0 do 10 ng ml™". Ze ziskanych dat (n = 12)
byly vypocteny analytické parametry: r = 0,9968; RSD =
9,3 %; LOD = 1,6; LOQ = 5,4 ng ml™'; QC = koeficient
7.4 %. Ziskana zavislost byla vyuzita pro stanoveni kon-
centrace MGP v séru pacientli.

Koncentrace MGP u vzorkii pacientii

Kromé toho byla ELISA metoda dale vyuzita pro
stanoveni MGP proteinu u vybranych pacienti s dobrou
reprodukovatelnosti do 20 %. Celkem bylo analyzovano
76 vzorkd krevnich sér (obr. 3Aa). Primémaé hladina
MGP byla 25,9 ng ml"' s medianem 20,5 ng ml™" a ex-
trémy minimalni koncentrace 8 ng ml™' a maximélni kon-
centrace 73,1 ng ml™'. V tomto vzorku bylo analyzovano
29 kontrol s primémou hladinou MGP 22,9 ng ml™
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Popis biochemickych a chemickych parametrii sledované skupiny probandt®

Popis sledované Zdravi probandi Kalcifikace kolene Kalcifikace ramene Osifikace kycle Artritida

skupiny

Pocet ptipadd, n 30 1 21 19 2

Vek 58 (58) 62 (62) 50 (49) 65 (73) 59 (59)

Alkalickd fosfatasa 1,2 +0,4 (1,2) 1,6 (1,6) 1,3+£0,3(1,3) 1,5+0,5(1,5) 1,0+0,2 (1,0)
(ALP), pkat I""

Kreatinin, pumol ' 81,6 +20,5 (80,9) 83,6 (83,6) 69,4 +13,5(64,5) 71,2+20,2(72,4) 66,4+ 18,9 (66,4)
Celkové vapenaté 2,4 +0,1 (2,4) 2,5(2.5) 2,4+0,1(24) 2,5+0,2 (2,5 2,4+0,1(24)
ionty, mmol 1!

Celkové fosfaty, 1,1 £0,2(1,1) 0,9 (0,9) 1,2+£0,2 (1,2) 1,1 £0,2(1,2) 1,2+0,2 (1,2)
mmol [

25-(OHI) vitamin D, 86 + 16 (88) 62 (62) 73 £ 16 (75) 58 £ 14 (59) 85+ 16 (85)
nmol I”

MK-7, ng ml™ 0,31+0,16 (0,28) 0,96 (0,96) 0,30+0,13 (0,27) 0,37+0,26 (0,33) 0,38+ 0,09 (0,38)
MGP, ng ml™ 23 +£11(18) 65 (65) 23+£16 (19) 28 £16 (23) 33 +28(32)

# Data jsou uvedena jako primérné hodnoty a smérodatna odchylka, v zavorce je median.

a medianem 18 ng ml™'. U 21 vzorkd pacienti byla pri-
mérn4 hladina MGP 30,2 ng ml™' a median 27,9 ng ml™".
Statisticky nebyl prokazan rozdil v koncentracich MGP
mezi skupinami (p = 0,2191) (obr. 3Ba). Na obr. 3Ca je
ukazan rozdil distribuce koncentrace MGP mezi pohlavi-
mi. U muzi byla koncentrace MGP 21,4 ng ml™' s media-
nem 21,3 ng ml™' a u Zen byla priméré koncentrace MGP
16,9 ng ml"" a median17,0 ng ml™". Statisticky nebyl pro-
kazéan rozdil v koncentracich MGP mezi skupinami (p =
0,11). Podle frekven¢niho histogramu je vétSina hodnot
sérové koncentrace MGP v intervalu od 6 do 14 nmol 1"

Chemiluminiscen¢ni stanoveni celkového
dp-uc MGP

V n¢kolika studiich byl jako mozny prediktor morta-
lity popisovan dp-uc MGP (cit.>"%). dp-uc MGP by mohl
mit vyssi klinickou specificitu nez MGP, proto jsme se
pokusili tento protein stanovit. Koncentraéni hladiny dp-
uc MGP jsou velmi nizké, a proto jejich stanoveni vyzadu-
je pozornost.

Zavislost zmeény signalu na koncentraci dp-uc MGP
Analyza probihala za vyuziti pln¢ automatizovaného
systému (davkovani vzorku, promyvani, inkubace, detek-
ce). K detekci je vyuzivano fluorescenéné znacené proti-
latky, ktera se specificky vaze na detekéni komplex. Flu-
orescencni signal pozadi je pomérné nizky, a tak je mozné
rozlisit 1 velmi nizkou koncentraci stanovovaného analytu.
Na obr. 2B je zavislost fluorescen¢niho signalu na koncen-
traci dp-uc MGP (0-15 000 pmol 1™"). Zavislost nebyla
linearni a pro uréeni koncentrace ve vzorcich vyhovoval
model kvadratické kiivky (y = —19418 + 45,17x —
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0,0009x%). Kalibraéni experimenty byly provedeny
v nékolika nezavislych opakovanich (n = 8) s dobrou rela-
tivni chybou kolem 8,9 %. Ze ziskanych dat bylo mozné
uréit LOD = 105 a LOQ = 320 pmol I"". Ve vlozeném
obrazku v obr. 2B je zavislost signalu na koncentraci dp-
uc MGP linearizovéana logaritmovanim (r = 0,995).

Koncentrace dp-uc MGP u vzorkii pacientil

Na obr. 2 B ve vloZzeném obrazku je ukazana distribu-
ce mé&fenych signalti dp-uc MGP v plasmé a séru stejného
vzorku. Primérné koncentrace byly v plasmé zvysSené
v porovnani se sérem (n = 14, pramér 501 pmol ") a séru
(n = 11, pramér 492 pmol 1"). Hladina dp-uc MGP v séru
je velmi nepatrné nizsi nez v plasmé (do 10 %), coz mize
zpusobovat komplikace pfi automatizovaném vyhodnoce-
ni koncentrace ve vzorku. Celkem bylo analyzovano
41 vzorki krevnich sér (obr. 3Ab). Primérna hladina dp-
uc MGP byla 2,47 ng ml"' s medianem 2,5 ng ml™" a ex-
trémy minimalni koncentrace 2 ng ml' a maximélni kon-
centrace 4 ng ml"'. V tomto vzorku bylo analyzovano
29 kontrol s primérnou hladinou dp-uc MGP 2,5 ng ml'
a medidnem 2,4 pmol 1. U 21 vzorkd pacientt byla pri-
méma hladina dp-uc MGP 2,55 ng ml' a median
2,5 ng ml'. Statisticky nebyl prokazan rozdil v koncen-
tracich dp-uc MGP mezi skupinami (obr. 3Bb). Na
obr. 3Cb je ukazan rozdil distribuce koncentrace dp-uc
MGP mezi pohlavimi. U muzt byla koncentrace dp-uc
MGP 2,45 ng ml™' s medidnem 2,4 ng mI™" a u Zen byla
primérna koncentrace dp-uc MGP 2,52 ng ml™' a median
2,5 ng ml'. Statisticky nebyl prokazan rozdil v koncen-
tracich dp-uc MGP mezi skupinami. Podle frekvenéniho
histogramu je vétSina hodnot sérové koncentrace dp-uc
MGP v intervalu od 6 do 14 ng ml™. Hladiny dp-uc MGP
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Obr. 2. ELISA detekce MGP v krevnim séru. Zavislost na koncentraci MGP (40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 a 0 ng ml’l) (A), vloZeny
obrézek linearni zavislost (0-10 ng ml™") (Ab). Sekundarni protilatka znadena kienovou peroxidasou oxiduje substrat 5 mmol 1" TMB,
15 min, 37 °C, 100 rpm za vzniku modrého zbarveni. Enzymaticka reakce je zastavena piidavkem 0,05 mol I"! H,SO,. CLIA detekce dp-
uc MGP v krevnim séru. Zména signalu na koncentraci dp-uc MGP (B) ve vloZzeném obrazku logaritmicka linearizace koncentra¢ni za-
vislosti (Bb). Pro piepocet koncentraci dp-uc MGP bylo pouzito MW 12350. Pro vSechna testovani byl pocet jednotlivych opakovani 4,
chybové tsecky zobraceny jako CI (95 %). Dalsi podrobnosti jsou uvedeny v ¢asti Material a metody.

byly v séru velmi homogenni a vétSina hodnot se pohybo-
vala v intervalu mezi 2-3 ng ml”' s maximem kolem 2,5
ng ml™'. Na ziskaném vzorku korelaéni analyza mezi hla-
dinou primérnych koncentraci dp-uc MGP a MGP proka-
zala korela¢ni zavislost r = —0,66.

Zavér

Pfi nedostatecné karboxylaci MGP dochazi k tzv.
»kalciovému paradoxu®, kdy se nadmérné ukladaji vape-
naté ionty do mékkych tkani na ukor kostni hmoty a nasta-
va aberantni mineralizace mékkych tkani. Byly navrzeny
metody pro detekci MGP a dp-uc MGP spliujici zakladni
analytické charakteristiky pro pouziti v klinickych labora-
tofich. Postup byl aplikovan na redlné vzorky pacientl
s onemocnénim pohybového aparatu. V soucasné dobé
neni stanoveni celkového MGP v klinické praxi rutinné
vyuzivano a stanoveni dp-uc MGP je vyuZzivano rutinné
pouze u pacientd s chronickym onemocnénim ledvin. Pi-
lotné ziskana experimentalni data ukédzala na rozdily mezi
testovanymi skupinami pacientd a kontrol. Experimenty
budou dale rozsifovany na vétsi soubor pacientli pro na-
sledné vyuziti v ortopedické klinické praxi. Tyto markery
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by mohly slouzit jako potencialni ukazatele zavaZnosti
kloubnich onemocnéni (kalcifikujici tendinitida ramene,
heterotopické osifikace), kardiovaskularnich onemocnéni
a také jako markery vypovidajici o stavu vitaminu
K v organismu.

Prace byla realizovana za podpory instituciondlni
podpory MZ CR — RVO, FN v Motole 00064203.

Seznam zkratek

MGP celkovy MGP, také t-MGP
uc-MGP nedostate¢né karboxylovany MGP
dp-MGP defosforylovany MGP
dp-uc MGP defosforylovany nedostate¢né
karboxylovany MGP
ELISA enzymova imunoadsorb¢ni analyza
LC-MS/MS kapalinova chromatografie
v kombinaci s tandemovou hmotnostni
spektrometrii
VKDP vitamin K dependentni proteiny
VK2 vitamin K,
MK-7 menachinon-7
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Obr. 3. Distribuce hladin MGP a dp-uc MGP u kontrolni a pacientské skupiny. Rozvrstveni hladin MGP u v§ech analyzovanych
vzorkl krevniho séra, n = 76 (Aa) a dp-ucMGP n = 41 (Ab). Porovnani koncentraénich hladin MGP mezi kontrolni skupinou a pacient-
skou skupinou (Ba) a dp-ucMGP (Bb). Porovnani koncentra¢nich hladin MGP mezi pohlavim (Ca) a dp-ucMGP (Cb). Podrobnosti
k materialu a metodam jsou uvedeny v ¢asti materialy a metody. VSechny analyzy byly opakovany 3krat.
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Obr. 4. Frekven¢ni histogramy distribuce naméfenych hodnot. MGP (A) a dp-ucMGP (B) v celkovém souboru vzorkd krevnich sér.
Korela¢ni analyza hladin MGP a dp-uc MGP (C). Dalsi podrobnosti jsou uvedeny na obr. 3.
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E. Klapkova® (“ Department of Medical Chemistry and
Clinical Biochemistry, Second Faculty of Medicine,
Charles University in Prague and Motol University Hos-
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Chemiluminescent and Photometric Analysis of Matrix
Gla Protein from Patients with a Defect of Musculo-
skeletal System

Matrix Gla protein (MGP) is a circulating protein
with a low molecular weight that acts as a natural inhibitor
of calcification. It belongs to the group of vitamin K-de-
pendent proteins. For its proper function, MGP must un-
dergo vitamin K-dependent carboxylation and phosphory-
lation. Its main function is the prevention of soft-tissue
calcification. It requires vitamin K, as a cofactor for gam-
ma glutamyl carboxylase. Vitamin K insufficiency is man-
ifested by cardiovascular diseases, insufficient mineraliza-
tion of bone tissue and the formation of calcifying depos-
its in soft tissues. The aim of this study was to design
methods for monitoring the levels of MGP and dp-uc
MGP by using immunochemical detection and to apply
them to the analysis of real samples for use in clinical
laboratories. These markers could serve as potential mark-
ers of the severity of joint diseases, cardiovascular diseas-
es and also as markers indicating the status of vitamin K
in organism.

Keywords: ELISA, levels of calcium and phosphates,
bone metabolism, matrix Gla proteins, vitamin K

Uziti tohoto dila se fidi mezinarodni licenci Creative Commons Attribution License 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/legalcode.cs), kterd umoziuje neomezené vyuziti, distribuci a kopirovani dila pomoci jakéhokoliv média, za podminky
BY

fadného uvedeni nazvu dila, autord, zdroje a licence.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.cs
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode.cs

