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Uvod

Diagnostika chorob centralni nervové soustavy (CNS)
je Casto obtizna (pfedevs§im pro 1ékafe prvni linie — moz-
kové prihody, Alzheimerova nemoc, traumata centralni
nervové soustavy, atp.). Jde o zavazny zdravotné socialni
problém. Napi. mozkové piihody jsou tieti nejcastéjsi
pri¢inou smrti po chorobach kardiovaskularniho systému
a nadorovych onemocnénich'.

Idealni biomarker poskozeni centralni mozkové sou-
stavy, ktery by bylo mozno vysetfit v periferni krvi a spl-
noval by podobné naroky jako spliiuji napt. srde¢ni tropo-
niny nebo natriuretické peptidy pii postizeni myokardu',
nemame zatim k dispozici, nicméné probiha intenzivni
snaha o jeho hledani.

Nedavno bylo zjisténo, ze existuje vice nez 29 gen,
jejichz produkty nachazime v CNS ve vyssi koncentraci'.
Jednim z nich je pravé VILIP-I (Visin like protein I), ktery
je potencidlnim a velice slibnym biomarkerem postizeni
CNS (jde o cytoplasmaticky protein s nizkou relativni
molekuldrni hmotnosti, ktery je témét absolutné specificky
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pro CNS, vyskytuje se v mozku ve vysoké koncentraci
nezavisle na lokalizaci a typu bunék)™’.

VILIP-I je ¢lenem rodiny neuronalnich senzorickych
kalciovych proteint (existuje VILIP-1/2/3), ktery ucinkuje
zvySenim cAMP v buiikach; jeho funk¢ni role neni vsak
zcela jasnd a jde pravdépodobn€ o signdlni protein
(spekuluje se o tom, ze ve slinivce vede ke zvyseni sekrece
insulinu; v mozku zvySuje expresi nikotinovych acetyl-
cholinovych receptord a v organismu obecné ucinkuje jako
»tumor supresor” inhibici bunétné proliferace, adheze
a invazivity)*".

V soucasné dob¢ nebyla zatim provedena studie, ktera
by hodnotila koncentraci VILIP-I ujedinci s mozkovou
ptihodou. Bylo popsédno pouze né€kolik in-house diagnos-
tickych souprav na stanoveni koncentrace tohoto proteinu,
ne vSak metodou ELISA. Nasim cilem byl vyvoj, validace
a klinické testovani soupravy ELISA pro specifické stano-
veni sérové koncentrace lidského VILIP-I.
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava rekombinantniho lidského VILIP-I

Sekvence  mRNA genu VILIP-I byla ziskdna
z databaze RefSeq (Accession Number NM_001442);
pfislusna sekvence byla syntetizovdna a optimalizovéna
pro E.coli. Synteticky gen byl klonovan do restrikénich
mist expresniho vektoru pRSET (Invitrogen) s naslednou
transformaci bakteridlniho kmene E. coli BL21DE3. Pro-
dukéni kmen byl kultivovan pii teploté 37 °C a exprese
rekombinantniho proteinu byla indukovana isopropyl B-D-
-1-thiogalaktopyranosidem (IPTG, Sigma). Po rozbiti pro-
dukéni kultury ultrazvukem byl ze supernatantu izolovan
gelovou chromatografii rekombinantni VILIP-I (obr. 1).

Protein byl dialyzovan do prostfedi 50 mM NaH,PO,
(pH 7,2), Ccistota proteinu analyzovéna elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE) a koncentrace
bilkoviny stanovena metodou s kyselinou bicinchoninovou
(BCA metoda, Sigma, katalogové ¢islo BCA1-1KT).

Vyvoj sandwich ELISA testu

Hodnoty sérové ani tkanové koncentrace VILIP-I
nebyly zndmy, proto jsme se zaméfili na vyvoj sandwich
ELISA testu, ktery predstavuje pfi pouZiti biotinem znace-
né detekeni protilatky vysoce citlivou a specifickou meto-
du. K ELISA stanoveni jsme pouzili specifické polyklo-
nalni krali¢i protilatky proti lidskému VILIP-I (Biovendor
laboratorni medicina a.s.).

V  mikrotitraéni desce (NUNC, Maxisorp) bylo
vazano 0,1 ng protilatky/jamku v 0,1 M karbonatovém
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Obr. 1. Cistota proteinu byla ovéfena elektroforézou (12%
homogenni gel, SDS PAGE, metoda: Laemmli, barveni gelu:
Coomassie blue). V levé draze je standard pfipraveny z proteind
o velikostech 14, 21, 31, 45, 66 a 97 kDa; v pravé draze je izolo-
vany rekombinantni lidsky VILIP-I (redukovany a zahtaty vzorek
a neredukovany a nezahiaty vzorek, koncentrace 5 mg/drahu).
Cistota proteinu je v&tsi nez 98 %

pufru pH 9,0 (inkubace 12 h pii 4 °C) a po odsati vazného
roztoku bylo do desky davkovano 0,2 ml/jamku roztoku
TBS (0,05M Tris, 0,15M NaCl, pH 7,2), 0,5% BSA
(hoveézi sérovy albumin), 4% sacharosa a deska inkubova-
na 30 min pii laboratorni teploté pro zablokovani nevyuzi-
tych vazebnych mist na povrchu jamky. Po odsati blokova-
ciho roztoku (promyvacka Columbus, Tecan) bylo na des-
ku davkovano 0,1 ml ptislusného standardu nebo 3x fedé-
ného sérového vzorku. K fedéni byl pouzit pufr s 1,4%
kaseinem v 0,15 M PBS (0,12 M NacCl, 0,03 M fosfat sod-
ny, pH 7,3) a vSechna méfeni byla realizovana 2x. Na-
sledné byla deska inkubovana 1 h pfi 25 °C. Po 5nésob-
ném promyti desky promyvacim roztokem (TBS, 0,05%
Tween 20, pH 7,2) bylo do vSech jamek desky davkovano
0,1 ml biotinem znacené krali¢i polyklonalni protilatky
IgG (Biovendor, proces byl realizovan na soupravé od
firmy Pierce) a deska opét inkubovéana 1 h pii 25 °C. Po
Snasobném promyti desky bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml konjugatu streptavidin-kienova pero-
xidasa (Amdex) a deska inkubovana 1h pti 25 °C. Po
promyti desky promyvacim roztokem bylo do vSech jamek
desky davkovéano 0,1 ml substratu TMB (1,2 mM tetrame-
tylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, kata-
logové cislo 52-00-01) a reakéni smés inkubovana 10 min
pii 25 °C. Reakce byla zastavena ptidavkem 0,1 M rozto-
ku kyseliny sirové (0,1 ml/jamka) a vzniklé Zluté zbarveni
(produkt) bylo zméfeno fotometricky pii vinové délce
450 nm. Intenzita zlutého zbarveni je pfimo iimérna obsa-
hu analytu ve vzorku (ELISA reader Biotek EL80S).
Hodnoty VILIP-I v neznamych vzorcich byly stano-
veny z kalibraéni kiivky (obr. 2), ktera byla ziskana vynese-
nim absorbanci standardd oproti jejich znamé koncentraci.
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Obr. 2. Standardni kiivka VILIP-1 ELISA. Pro ur¢eni hodno-
ty VILIP-1 vneznamych vzorcich byla sestrojena kalibra¢ni
kiivka, ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standardd (4)
oproti jejich zndmé koncentraci (méfeno pifi 450nm; ELISA rea-
der Biotek EL808)

Redicim roztokem pro standardy, vzorky, biotinem
zna¢enou protilatku a konjugat steptavidin-
kfenova peroxidasa byl roztok TBS, 0,2 % BSA, 0,01 %
thimerosal.

V testu byla pouzita sada standarda 6, 3, 1,5, 0,6,
0,15, 0,06 a 0,03 pgl™ v pufru s kaseinem (viz vy3e),
pfipravend fedénim rekombinantniho lidského VILIP-I.

Sérové vzorky byly fedény 10x podle schématu 1 dil
vzorku + 9 dilt fediciho roztoku.

Popsanym zptisobem byly testovany vSechny kombi-
nace, které plynou z moznosti pouziti krali¢i specifické
protilatky v sandwich ELISA testu (data nejsou prezento-
vana). VSechny kombinace poskytly srovnatelné vysledky,
proto byla vybrdna ekonomicky nejvyhodnéjsi varianta,
kterd navic minimalizuje riziko ptipadné kiizové reaktivi-
ty: na desku byla vadzéana krali¢i specifickd protilatka a pro
detekcei byla pouzivana biotinem znacena krali¢i specificka
protilatka.

Klinické testovani ELISA testu

Bylo vySetfeno 10 jedincti s mozkovou piihodou.
Jako kontrolni skupina byl vyuzit soubor 10 osob bez po-
ruch metabolismu glukosy, neurologického nebo maligni-
ho onemocnéni. U vSech byla provedena lumbalni punk-
ce s analyzou bunicek, vySetfeni hematolikvorové bariéry,
lokalni imunoreakce a znamek zanétu pomoci specifickych
proteinii (indexy albuminu, imunoglobulind, ApoAl,
ApoB a CRP v séru a likvoru). U vsech jedinci bylo pro-
vedeno 1 vySetfeni mozku pocitacovou tomografii, ev. bylo
doplnéno vysetfenim nuklearni magnetické rezonance.
V séru byla u vSech osob stanovena koncentrace VILIP-I.



Chem. Listy 105, 622-624 (2011)

Vysledky
Funk¢ni charakteristika testu ELISA

V testu ELISA nebyla zjisténa zadna kiizova reaktivi-
ta v sérech nasledujicich zvirat: kralik, koza, ovce, prase,
mys, kun, kiecek, slepice, tur a krysa. Vysledky testu tak
ukazuji na jeho specifitu pro lidsky VILIP-L.

Pro ovéfeni funkcénosti VILIP-I ELISA byla testovana
také spravnost a pfesnost metody. Spravnost metody byla
ovéetena metodou standardniho ptidavku a byla zjistovana
vytéznost, vyjadtena jako pomér ziskané/ocekavané hod-
noty koncentrace VILIP-I. Sérové vzorky od 2 pacientl
(0,8 a 0,3 ug1"") byly obohaceny o +0,5, +1 a +2 pug 1™
VILIP-I. Priméma hodnota vytéznosti byla 98 %. V testu li-
nearity byly testovany dalsi 2 sérové vzorky (2,1 a 1,8 pg1™),
které byly sériové fedény 10x, 20x, 40x a 80x, pfi¢emz
primérna hodnota vytézku byla 93 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkd a vyjadiena jako variacni
koeficient v sérii (n=8) i reprodukovatelnost mezi sériemi
méfeni (n=3). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla
ve vsech pripadech < 10 %.
stanovitelnou koncentraci VILIP-I, byla 0,01 ug 1™ (tato
hodnota je vyjadienim koncentrace VILIP-I, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota
absorbance slepého vzorku (n=8) + 3x smérodatna odchyl-
ka priméru slepého vzorku). Mez detekce (CV < 10 %)
byla 0,1 ug 1.

Klinické testovani ELISA testu

Pti klinickém testovani stanoveni VILIP-I bylo zjiste-
no, Ze osoby s mozkovou ptihodou (#=10) mély vyssi hod-
noty VILIP-I nez osoby bez neurologického postizeni CNS
(vSichni jedinci s CMP méli hodnoty VILIP-I > 0,05 pg1™";
P<0,01), jedinci bez postizeni CNS méli hodnoty
< 0,05 pg I (senzitivita 85,7 %, specificnost 100 %).

V nasi studii byl potvrzen predpoklad, ze pacienti
s mozkovou piihodou maji vy$§i hodnoty VILIP-I nez
osoby bez neurologického postizeni. Prvni vysledky tedy
podporuji nedavno publikovanou hypotézu, ze VILIP-I by
mohl byt vysoce efektivnim sérovym biomarkerem pfi-
tomnosti mozkové ptihody.

624

Laboratorni pfistroje a postupy

Zavéry

Byla navrZzena a validovana diagnostickd souprava
(ELISA) na stanoveni sérové koncentrace VILIP-I. Za-
kladni analytické charakteristiky testu spliuji podminky
pro pouziti v laboratofich klinické biochemie a navic
v soucasné dob¢ byla ukoncena externi validace pro ziska-
ni CE znacky (IVD).
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