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Uvod

Isoflavonoidy patii mezi rostlinné fytoalexiny, vysky-
tujici se v Siroké Skale rostlin. Jejich typickymi producenty
jsou rostliny zceledi bobovitych, ale byly nalezeny
i v mnoha dalsich, jak dvoud€loznych tak jednod€loznych
rostlinach'. Poprvé vyvolaly isoflavonoidy zijem védct
ve 40. letech, kdy se ukazaly byt zodpovédné za poruchy
porodnosti ovci pii spasani velkého mnoZstvi jetele’,
ajejich estrogenni aktivita se stala pfedmétem dalsiho
zkoumani. Prokazalo se, Ze ucinek téchto latek nespociva
pouze v interakci s estrogennimi receptory, ale také
v inhibici nékterych dilezitych enzymu, pfedevsim tyro-
sin proteinkinas a topoisomeras, zapojenych v procesech
bunééného riistu a proliferace’. Publikované epidemiolo-
gické studie dokazuji, Ze tyto jejich schopnosti se projevuji
snizenim rizika osteopor6zy, kardiovaskuldrnich chorob
a n&kterych nadorovych onemocnéni®’. V poslednich le-
tech je provadén intenzivni vyzkum, tykajici se zvlaste
karcinomu prsu a prostaty. Pocetné studie jak na zvitatech
tak na tkanovych kulturdch ukazuji, Ze isoflavonoidy inhi-
buji rast uréitych nadorovych linii a indukuji jejich apo-
ptézu. Nejvyznamé;jsi aktivita byla pozorovéna u genistei-
nu®’.

Pro stanoveni isoflavoni se bézné pouzivaji chroma-
tografické techniky, pfedev§im HPLC-MS, dale pak
HPLC s UV detektorem s diodovym polem (HPLC-UV-
DAD) a v posledni dobé HPLC s elektrochemickou detek-
¢i (HPLC-ED, cit.* "), tyto metody v3ak vyzaduji naklad-
né instrumentalni vybaveni a neumoznuji rychlé stanoveni
velkého poctu vzorkll. Jmenované nevyhody pfekonavaji
metody imunochemické. Diive vyvinuté radioimunoche-
mické stanoveni isoflavonoida'>™'* jsme v této praci pie-
vedli na metody ELISA, které maji oproti RIA vyhodu
veétsi stability znacky a nemusi se potykat s technickymi
a legislativnimi omezenimi, ktera jsou spojena s pouZzitim
radioaktivnich latek.

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Isoflavonoidy daidzein, daidzin, genistein, genistin
a biochanin A a dale O-fenylendiamin (OPD), peroxid vodi-
ku, Tween-20, ovalbumin (OVA) a hovézi sérovy albumin
(BSA) byly od firmy Sigma (St. Louis, USA); 3’-hydro-
xydaidzein, formononetin a sissotrin byly od firmy Indofi-
ne (Somerville, USA). Isoformononetin a prunetin byly
pripraveny selektivni methylaci daidzeinu a genisteinu'.
Struktury uvedenych isoflavonoidii jsou znazornény na
obr. 1.

Praseci protilatky (tzv.,,druhé protilatky) proti krali-
¢im imunoglobulinim znacené peroxidasou (SwaR/Px)
byly od firmy SEVAC (Praha), mikrotitracni desticky
COSTAR (cat No. 9018) byly dodény firmou Corning
Incorporated (USA). VSechny dalsi pouzité chemikalie
pochazely z Lachemy (Brno). Specifické krali¢i polyklo-
nalni protilatky proti jednotlivym isoflavonoidim byly
pfipraveny v predchozi praci'”.

Konjugaty isoflavonid s proteiny

Jelikoz isoflavonoidy jsou nizkomolekuldrni latky,
bylo nutné je pro imunizaci i pro imobilizaci na mikrotitrac-
ni desticku navazat na vysokomolekularni nosi¢. Timto
nosi¢em byl hovézi sérovy albumin (BSA) a syntéza byla
provedena podle Yatsimirské a spol.'®. Podrobny postup pro
jednotlivé konjugaty byl popsan diive'>'. V ptipadé daid-
zeinu a genisteinu byly vytvoreny konjugaty pomoci vazby
v polohach 7 a 4’, pro biochanin pouze pies polohu 7. Stej-
ny postup byl pouzit pro syntézu konjugatu 7-karboxy-
methylgenisteinu s ovalbuminem (OVA).

Molarni pomér hapten : nosi¢ byl zjistén UV spektro-
fotometrii pfi 258 nm a pohyboval se pro jednotlivé konju-
gaty v rozmezi od 7 do 25 molekul haptenu na 1 molekulu
bilkoviny.

Daidzein: R'=R*= OH, R*=H;

Genistein: R'=R’>=R*=0H;

Formononetin: R'=OH, R*= OCH,, R*=H;
Isoformononetin: R'= OCH;, R*= OH, R*=H;
Biochanin: R'=R*= OH, R’>= OCHj;
Prunetin: R'= OCH;, R*=R*=OH;

Daidzin: R'= glukosa, R’*= OH, R*=H;
Genistin: R'= glukosa, R*=R*=OH.

Sissotrin: R1=glukosa, R’>=0CH;, R*>= OH

Obr. 1. Struktura duleZitych isoflavonoida
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Enzymova imunoanalyza

Byla pouzita kompetitivni nepfima enzymova imuno-
analyza (ELISA) se separaci vazanych a volnych imunore-
aktantd prostfednictvim zakotveni na pevnou fazi. Nejprve
byl na stény jamek mikrotitracnich desti¢ek imobilizovan
prislusny antigen (konjugat isoflavonu s BSA nebo OVA).
Zasobni roztok antigenu byl vhodné nafedén karbonat-
bikarbonatovym pufrem (0,05 mol.I"", pH 9,6) a pipetovan
do jamek v mnoZstvi 100 pl; po inkubaci pfes noc pii la-
boratorni teploté byl roztok konjugatu vylit a jamky ctyfi-
krat promyty 400 pl PBS-Tw (0,01 mol.I"" fosfatovy puft,
pH 7.4; 0,05% Tween 20). Vlastni kompetitivni imunoche-
micka reakce byla zahdjena pipetovanim 50 pl roztoku
antigenu (kalibraéniho standardu nebo vzorku) v PBS
a 50 pl vhodné€ natedéné protilatky v PBS-Tw-0,1%BSA.
Reakéni roztoky byly inkubovany 1,5 hodiny pfi laborator-
ni teploté za mirného tfepani. Poté byly jamky ctyfikrat
promyty 400 ul PBS-Tw. Kvantifikace navazanych proti-
latek byla ucinéna pomoci tzv. druhé protilatky znacené
peroxidasou (100 pl konjugatu SWAR/Px fedéného 1:2000
v PBS-Tw). Po inkubaci 1 h pfi laboratorni teplot¢ byl
nenavazany konjugat odstranén Ctyindsobnym promytim
400 ul PBS-Tw. Dale bylo do jamek pipetovano 100 pl
roztoku peroxidasového substratu a chromogenni latky
(0,03% H,O, vcitratovém pufru 0,1 mol.I"}, pH 5,0
s 0,05% o-fenylendiaminem). Enzymova reakce byla po
15 minutach zastavena piidavkem 50 ul H,SO4 (2 mol.I™").
Absorbance reakéni smési byla méfena v jamkach mikro-
titracni  desticky na  pfistroji  Multiscan MCC/340
(Labsystems, Finsko).

Kalibrac¢ni kfivka byla vytvorena jako zavislost absor-
bance na dekadickému logaritmu koncentrace antigenu
(v pg na jamku), pficemz zavislost je prokladana Ctyipara-
metrovou regresni rovnici (sigmoida) v programu MS Ex-
cel:

D-C
C+
1+ exp(-2-(a + f-log(c))

kde A4 je absorbance pii 492 nm, C je dolni asymptota kiiv-
ky, D je horni asymptota, o charakterizuje posun linedrni
Casti  sigmoidni  kiivky v systému  soufadnic
a B3 charakterizuje sklon linearni ¢ésti sigmoidni kiivky.
Dulezité zjistované parametry kalibracni kiivky byly:
50% intercept (Iso), ktery pfedstavuje koncentraci analytu
potfebnou k vyvazani 50 % protilatek piitomnych
v reakénim roztoku, a detek¢ni limit — nejmensi koncentra-
ce analytu, stanovitelnd se spravnosti 95 %. Pro vypocet
lze pouZit vztah, ktery detek¢ni limit definuje jako koncen-
traci cym, ktera odpovida podle kalibra¢ni kfivky absorban-
ci Ajim=Ablank—3-9, kde Apnk je prumér z absorbanci pro
slepy vzorek a 6 je smérodatna odchylka z téchto absor-

banci.
! -(ln +2- aJ
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Dale byly stanoveny kiizové reakce jednotlivych pro-
tilatek. Kiizové reakce vyjadruji specifitu protilatky viici
antigenu, proti kterému byla pfipravena, a tedy jeji schop-
nost reagovat se strukturné¢ podobnymi analyty. Tyto in-
terakce byly stanoveny jako pomér 5, vlastniho analytu
a Iy ki'izove reagujiciho analytu.

Optimalizace metod ELISA

Viiv syceni desticky

Béhem experimentu mize dochazet k nespecifickym
sorpcim reagujicich latek na sténu mikrotitracni desticky.
Z tohoto divodu bylo testovano pouziti riznych syticich
roztokl.. Konkrétné se jednalo o Tween 20, Zelatinu, suse-
né mléko, kasein a jejich kombinace tak, Ze roztok byl
vzdy 1% (w/w).

Délka imunochemické reakce

Pii reakci protilatky s navdzanym a kompetujicim
antigenem by mélo byt dosazeno rovnovahy, ovSem pfi
prilis dlouhém casovém tuseku dochazi k vétsim nespeci-
fickym interakcim a také se ztraci jedna z vyhod metody,
jeji rychlost. Je tedy nutné nalézt kompromis mezi témito
faktory. V naSem pfipadé¢ byla testovana délka kompeticni
reakce v rozmezi 30 min az 2 h.

Viiv organickych rozpoustedel

Extrakce isoflavonoidil z biologického materidlu se
Casto provadi smési vody a stfedné polarnich organickych
rozpoustédel, jako jsou ethanol nebo methanol. Tato roz-
poustédla mohou ovliviiovat nativni strukturu protilatek
a tedy celkovou citlivost metody, byl proto sledovan jejich
vliv na systémy ELISA. Byly pfipraveny roztoky o kon-
centracich 0,5-40 % (v/v) ethanolu v PBS a v téch natedé-
ny standardni kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé isoflavonoi-
dy. Vysledkem bylo zjiténi, jak se méni jejich parametry
v zavislosti na pouzité koncentraci rozpoustédla.

Vysledky a diskuse

Pii vyvoji formati ELISA pro stanoveni biochaninu,
daidzeinu a genisteinu jsme vychazeli z protilatek proti
biochaninu-7-BSA, daidzeinu-7-BSA, daidzeinu-4’-BSA,
genisteinu-7-BSA a genisteinu-4’-BSA, znichz nékteré
byly jiz pouzity u dfive publikovanych RIA me-
tod'>'"*. Pro kazdy antigen jsme testovali vice protilatek,
jejichz prehled spolu s odpovidajicim imunogenem a dalsi-
mi informacemi o jednotlivych metodach jsou uvedeny
v tabulce I.

Prvnim krokem pii sestavovani metody bylo urceni
vhodnych koncentraci roztoku antigenu pro imobilizaci ve
spojitosti s odpovidajicim fedénim pfislusné protilatky.
Bylo otestovano ngkolik riznych koncentraci protilatky
i imobilizac¢niho konjugatii a z nich vybrana takova kombi-
nace, kterd zaruCovala maximalni vyuziti signalu za sou-
Casné dostatecné citlivosti spektrofotometru. Jednalo se
o takové koncentrace imunoreagencii, u nichZ se maximal-
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Tabulka I

Ptehled pouzitych konjugati a protilatek pfi vyvoji metod ELISA

Laboratorni pfistroje a postupy

Symbol systému Imunogen Imobilizovany Protilatka Hlavni kompetitor
ELISA konjugat

B7 biochanin 7-BSA biochanin 7-BSA PL 29 biochanin
D4 daidzein 4’-BSA daidzein 4’-BSA PL3 daidzein
D4 daidzein 4’-BSA daidzein 4’-BSA PL 4 daidzein
D7 daidzein 7-BSA daidzein 7-BSA PL 24 daidzein
G4 genistein 4’-BSA genistein 4’-BSA PL 13 genistein
G4 genistein 4’-BSA genistein 4’-BSA PL 14 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 23 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 11 genistein
G7 genistein 7-BSA genistein 7-OVA PL 12 genistein

ni dosazena absorbance pohybovala v rozmezi 1-1,5. Pro
zvolené varianty byla sestavena kompetitivni ELISA
a stanoveny veskeré parametry a charakteristiky (59, de-
tekéni limit, sklon a délka linearni ¢asti kalibracni kiivky).
Casto bylo testovano vice kombinaci a protilatek, z nichz
byla po urceni charakteristik jejich kalibra¢nich kiivek
vybrana ta nejlepsi. Ilustrativni kalibra¢ni kfivky pro bio-
chanin a daidzein jsou uvedeny na obr. 2.

Jako imobilizovany antigen byl ve ¢tyfech metodach
pouzit stejny konjugat jako pro imunizaci. To je sice neob-
vyklé, ale jak se prokazalo, nemusi to byt problém, pokud
jsou piitomné protilatky proti BSA vyvazany piidavkem
BSA do roztoku. Bylo zjisténo, ze postacujici koncentrace
je 0,1 % BSA (w/w). Pro imunogen genistein-7-BSA se
vsak timto postupem metodu s dostatecnou citlivosti sesta-
vit nepodaftilo. Jako vhodné feSeni se ukazalo vyuziti kon-
jugatu 7-karboxymetylgenisteinu s ovalbuminem jako

0,4

0,0 . : - :
1,0E-01 1,0E+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04
¢, pgfjamka

Obr. 2. Kalibra¢ni kiivky pro daidzein (7) a biochanin A (2)
v systému D4 a B7
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imobilizovaného antigenu, diky kterému se jiz podafilo
sestrojit kalibra¢ni kfivku s vhodnymi parametry.

V dalsi praci byly testovany riizné roztoky pro fedéni
protilatek, syceni desticky, doba kompeti¢ni reakce potieb-
na pro dosazeni rovnovahy a v neposledni rad¢ vliv orga-
nickych rozpoustédel na pribéh kalibracni kiivky.

Pro vétSinu metod bylo zjisténo, Ze neni nutné syceni
desky, nebot’ nespecifickym sorpcim na desku dostateéné
zabratiuje pouziti 0,05% Tween v roztoku protilatky. Syce-
ni bylo nutné pouze v pfipadé metody pro genistein-7-
-OVA, jako nejvhodnéjsi bylo stanoveno syceni 1% Zzelati-
nou. Doba kompeti¢ni reakce byla uréena na 1,5 h, kdy se
jiz  neméni parametry kalibracni kiivky, pozadi
(nespecifické interakce) je minimalni a maximalni signal
(absorbance) je v rozsahu 1-1,5. Dale byl sledovéan vliv
ethanolu v rozsahu koncentraci 0,5-40 %, nebot’ extrakty
z rostlinného materialu, které jsou analyzovany témito
metodami, ¢asto toto rozpoustédlo obsahuji. Bylo zjisténo,
ze az do obsahu 5 % (v/v) nema ethanol vliv na stanoveni
a parametry metody. Vyssi koncentrace jiz zhorSuji de-
tek¢ni limit a prab¢eh kalibracni kiivky, predev§im puisobe-
nim na nativni strukturu protilatek. Je tedy nutné extrakty
s vyS§im obsahem ethanolu vhodné fedit.

Parametry kalibracnich kiivek ziskanych takto opti-
malizovanymi metodami jsou shrnuty v tabulce I1. Variac-
ni koeficienty pro koncentrace analytl blizké Is, se pohy-
bovaly v rozmezi 3,5-9,6 % pro stanoveni v ramci jedné
desticky, a 8—15 %, pro stanoveni na Ctyfech destickach.

Z tabulky II je ziejmé, Ze detekéni limity pro jednotli-
vé isoflavony byly vrozmezi 1,1-5,3 pg na jamku, coz
odpovida 22-105 pg.ml™ a I5y se pohybovaly v rozmezi
15,1-60 pg na jamku, coz odpovida 0,3—1,2 ng.ml™". Diive
publikované ELISA pro stanoveni isoflavont uvadéji hod-
noty detek¢nich limith 21-70 pg na jamku, ptipadné Is
0,820 ng.ml™ (cit."'®), coz sv&déi o tom, e nami sesta-
vené metody jsou srovnatelné a v nékterych piipadech
dokonce citlivéjsi.
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Tabulka II

Charakteristika kalibra¢nich kiivek ELISA

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Systém ELISA

B7 D4 D7 G4 G7
Protilatka PL 29 PL3 PL 24 PL13 PL 23
Is0, pg na jamku 60,6 £ 6,8 15,1£2,9 45,8 £2,6 15,8 £2,8 334+5,7
Detekéni limit, 93+1,2 1,L1+0,4 5,1+0,9 2,9+0,7 1,5+0,3
pg na jamku
Pracovni rozsah 4-0,001 0,25-0,001 1-0,004 0,25-0,001 4-0,001
kalibra¢ni kiivky,
ng na jamku
Koncentrace ana- 1,0 0,2 0,5 0,2 0,2
lytu pro imobiliza-
ci, pg.ml™
Redéni protilatky 1:32 000 1:40 000 1:20 000 1: 60 000 1:20 000
Sklon kalibra¢ni -0,96 + 0,11 -0,75+0,12 —-0,98 + 0,07 -1,2+0,15 -0,66 +0,13
ktivky, B
Tabulka IIT
Hodnoty kiiZovych reakci (%) vybranych isflavonoidl s antiséry vii¢i biochaninu, daidzeinu a genisteinu
Analyt Systém ELISA / Pouzita protilatka

B7/PL29 D4/PL3 D7/PL 24 G4/PL 13 G7/PL23

Biochanin 100,00 0,48 <0,01 178,20 0,41
Sissotrin 120,00 0,02 <0,01 0,13 4,80
Daidzein <0,01 100,00 100,00 14,70 9,30
3’,4’,7-Trihydroxyisoflavon <0,01 3,52 3,55 0,06 2,70
Daidzin <0,01 0,03 42,10 0,05 1,23
Genistein 2,80 0,57 8,27 100,00 100,00
4’, 7-Dihydroxy- 5 -methoxyisoflavon <0,01 0,03 5,20 0,15 1,35
5-Hydroxy-7,4’- dimethoxyisoflavon 46,50 <0,01 <0,01 0,01 0,22
Genistin <0,01 0,21 53,20 0,03 32,00
Formononetin 0,30 192,19 5,60 6,54 <0,01
Isoformononetin <0,01 0,16 342,50 0,01 42,16
Prunetin 5,00 0,02 33,85 2,42 215,00

Pro urceni specifity jednotlivych protilatek byly zmé-
feny kfizové interakce vici daidzeinu genisteinu a biocha-
ninu s dal§imi isoflavonoidy. Diky rGznym poloham (7, 4°)
pouzitym pro syntézu imuniza¢nich konjugati bylo dosa-
zeno rozdilné specifity pouzivanych metod, a tim i moz-
nosti stanoveni dalsich analyti, proti nimz nebyly protilat-
ky ptimo pfipraveny. Hodnoty zjisténych kiizovych reakci

jsou uvedeny v tabulce I1I.

Jak se dalo ocekavat, reaguji séra proti imunogentim
pripravenym pies polohu 7 s odpovidajicimi 7-methoxy-
derivaty, jak je tomu v pfipadé isoformononetinu stanove-
ného metodou D7, prunetinu metodou G7 a 5-hydroxy-
-7,4’-dimethoxy isoflavonu rozpoznavaného protilatkami
proti biochaninu-7-BSA. Je zfejmé, Ze tato antiséra reaguji
1 s pfislusnymi glykosidy danych analytl, coz dokazuje
reakce s daidzinem (7-O-glukosid daidzeinu), genisti-
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nem (7-O-glukosid genisteinu) a sissotrinem (7-O-
glukosid biochaninu). VU¢i derivatim nesoucim odlisné
substituenty v jinych polohach jsou kfizové interakce mi-
nimalni nebo zadné. V pfipad¢ antisér ziskanych vici
daidzeinu-4’-BSA a genisteinu-4’-BSA  dochazi opét
k pfedpokladané interakci s 4’-O-methoxyderivaty, bio-
chaninem a formononetinem. Ostatni isoflavony reaguji
minimaln¢ a mizeme tedy tyto metody povazovat za spe-
cifické pro uvedené analyty. Tato zjisténi jsou v dobré
shodé s dfive publikovanymi vysledky stanoveni kiizo-
vych reakei uvedenych protilatek v radioimunoanalyze'?.

Zaveér

Za pouziti polyklonalnich protilatek byly vypraco-
vany a chrakterizovany postupy nepiimé kompetitivni
enzymové imunoanalyzy pro stanoveni isoflavonoidu.
Detekéni limity pro jednotlivé analyty se pohybovaly
vrozmezi 1,1-5,3 pg na jamku. Tyto hodnoty hovofii
o vysoké citlivosti sestavenych metod, které se v tomto
parametru vyrovnaji diive publikovanym ELISA nebo je
dokonce pred¢i. Imunochemické metody jsou vhodnym
doplnénim obecné pouzivanych instrumentalnich technik.
Svoji jednoduchosti, nenakladnosti a moznosti adaptace
pro sériova vySetieni predstavuji obrovsky potencial
zejména ve screeningovém stanoveni. Také vysoka citli-
vost a zna¢ny rozsah koncentraci, v némz mohou tyto me-
tody pracovat, nam dava moznost jejich vyuziti ke stano-
veni isoflavonoidii v nejriznéjSich matricich. Zajem hu-
manni a veterinarni mediciny budi predevsim detekce
téchto estrogennich latek v potravinach, té€lnich tekutinach
a dalsich biologickych materialech. Dalsi oblasti uplatnéni
popsanych metod je fytochemicky vyzkum, jemuz se na
naSem pracovi§ti nyni vénujeme v Celedich Myrtaceae,
Rutaceae a Brassicaceae.
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M. Vitkova®, Z. Mackova®, L. Fukal®, and O. Lap-
&Kk® (“Department of Biochemistry and Microbiology,
Department of Chemistry of Natural Substances, Institute
of Chemical Technology, Prague): Enzyme Immuno-
assay for the Determination of Isoflavones

Competitive enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) for the determination of isoflavones daidzein,
genistein and biochanin were developed. Isoflavone con-
jugates coupled at positions C7 and C4’ via a carboxy-
methyl spacer to bovine serum albumin were used as
immunogens and also as coating antigens. Assay condi-
tions, including concentrations of antisera and coating
antigens, were optimized and the effect of reaction time,
various blocking agents and organic solvents was investi-
gated. The developed ELISA assays are highly sensitive,
the Iso values of standard curves ranging between 15-60
pg/well, i.e. 0.3-1.2 ng.ml™'. Cross reactivities to other
isoflavones are in an acceptable range and interference of
non-isoflavonoid molecules is negligible. The immunoas-
says have been used in phytochemical research for moni-
toring isoflavone levels in various plant families. We ex-
pect further use of the assays in analysis of food, body
fluids, cell culture media and other biological materials.



