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Uvod

Tukové bunky produkuji fadu latek, které vyznam-
nym zpisobem ovliviiuji energetickou homeostazu, vznik
diabetu mellitu, aterogeneze a ucastni se mnoha dalsich
fyziologickych i patologickych pochodii i regulaci
v organismu. Jednou z téchto latek je leptin, ktery Gc¢inkuje
pres leptinovy receptor snizenim chuti k jidlu a zvySenim
energetického vydeje. Leptinovy receptor se déli na se-
kre¢ni (ObRe), dlouhou (ObRb) a kratké formy (ObRa,
ObRc, ObRd, ObRf). Pouze ObRb je pIn¢ biologicky
funkéni; ostatni receptory maji vyznam pro piestup leptinu
do mozku a vazbu leptinu v cirkulaci (ObRe). Regulace
leptinu v organismu jsou velice slozité a zdvisi na fadé
faktorti (vliv hormont a chemokind, vliv maturace orga-
nismu, tukové tkané, veéku, typu a mnozstvi potravy, kou-
feni, alkoholu, atp.).

Jelikoz nebyla jesté€ pred né€kolika lety komercné do-
stupna souprava na stanoveni koncentrace ObRe v krvi
(byly popsany pouze moznosti stanoveni exprese Db genu
— napf. pomoci PCR, Western blottingu, hydridizace in
situ, imunohistochemie, atp.) a n€kolik praci, které se mé-
fenim jeho koncentrace v cirkulaci zabyvalo pouzivalo
rizné problematické metody stanoveni (tzv. in-house me-
tody), stalo se cilem nasi prace sestaveni, optimalizace
a validace ELISA soupravy na stanoveni ObRe.
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava protildtek

Rekombinantni lidsky leptinovy receptor pro imuni-
zaci byl ziskan od vyrobce Research Diagnostics, Inc. Slo
o fizni protein sloZeny z extracelularni domény leptin recep-
toru a Fc regionu lidského imunoglobulinu G (ObRe/Fc).

Dvé BALB/c 6-8 tydnu staré mysi byly intradermal-
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n¢ injikovany v 3-tydennich intervalech. Imunizacni davku
pfedstavovalo 25 pg rekombinantniho antigenu v suspenzi
PBS/Freundovo adjuvans (0,1 M fosfore¢nan sodny, 0,1 M
NaCl, pH 7,2) s Freundovym adjuvans v objemovém po-
méru 1:1). Po paté imunizaci byly mysi utraceny a izolo-
vané slezinné buniky byly flizovény s myelomovou linii
Sp2/0. Vzniklé hybridomy byly selektovany v selekénim
médiu HAT (hypoxantin/aminopterin/thymidin) a poté
kultivovany v DMEM médiu s 15 % FCS (kultivacni mé-
dium, které obsahuje 15 % fetalni teleci sérum v DMEM
— Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Cambrex, s obsa-
hem glukosy 1 g I'" a pridavkem L-glutaminu 366 mg 17").
Buiiky produkujici pozadované protilatky byly vybirany
metodou neptimé ELISA. Vybrané monoklonalni protilatky
byly dale produkovany jako ascitické tekutiny v. BALB/c
mysich stimulovanych pristanem a purifikovany na kolon¢
s imobilizovanym proteinem G.

Nepfima ELISA

Rekombinantni ObRe/Fc byl rozpustén v 0,1 M kar-
bonatovém pufru, pH 8,5 v koncentraci 1 pg ml™" a vazan
pfes noc pii 48 °C na mikrotitracni desticky Corning
Costar, High Binding. Desticky byly promyty roztokem
TBS-Tween 20 (0,05M Tris, 0,1M NaCl, 0,05% Tween
20, pH 7,2) a ptipadna volna vazebnd mista byla zabloko-
vana roztokem TBS-Tween 20-Zelatina. Do jamek bylo
pipetovano 100 pl média s protilatkami (piipadné 300x
fedénd asciticka tekutina), po 1 h inkubaci a nasledném
promyti bylo pfidano 100 pl vhodné nafedéného konjugatu
kozi protilatky proti mySimu imunoglobulinu G s kie-
novou peroxidasou (Dako). Desticky byly inkubovany 1 h
pfi pokojové teploté, promyty a bylo pfidano 100 pl TMB
substratu (1,2 mM tetrametylbenzidin s obsahem 3 mM
peroxidu vodiku, KPL, katalogove cislo 52 00 01), enzy-
mova reakce byla zastavena ptidavkem 100 pl 0,2 M H,.
SO4 do kazdé jamky a byla zméfena absorbance pfi 450
nm. Imunoglobulinova frakce ziskana srazenim smésného
lidského séra siranem amonnym byla rozpusténa v 0,1 M
karbonatovém pufru, pH 8,5 v koncentraci 10 pg ml™
a vazana na mikrotitra¢ni desti¢ky Corning Costar, High
Binding pfes noc pii 4-8 °C.

Vybeér pozitivnich klonu

Jako pozitivni klony byly vybrany ty, které produko-
valy protilatky, které davaly v nepifimé ELISA vysokou
absorbanci (typicky vice nez 3,0) na desce s navazanym
ObRe/Fc (1 pg 1™") a soucasn& nizkou absorbanci (typicky
mén¢ nez 0,3) na desce s navazanym lidskym imunoglobu-
linem G (10 mg I'").

Sandwich ELISA
Monoklonalni protilatky proti ObRe byly znaceny

kfenovou peroxidasou (HRP, Boehringer Mannheim) stan-
dardni jodistanovou metodou. Purifikované monoklonalni



Chem. Listy 100, 809-812 (2006)

protilatky byly vazany na mikrotitracni desky stejnym
zpusobem jako antigen pro nepfimou metodu ELISA, pou-
zivané koncentrace pro vazbu se pohybovaly v rozmezi 1
az 5 mg 1", Desti¢ky s navazanymi protilatkami byly pro-
myty (0,05 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,05 % Tween 20,
pH 7,2) a zablokovany (roztok TBS — 0,05 M Tris, 0,15 M
NaCl, pH 7,2; 0,5 % BSA (hovézi sérovy albumin); 4 %
sacharosa). Rekombinantni ObRe/Fc byl fedén ve vhod-
ném pufru (TBS-Tween-Zelatina, Leptin Diluent Buffer —
BioVendor) a 100 pl roztoku bylo pipetovano do jamek
mikrotitra¢ni desky. Po 1 h inkubaci a nasledném promyti
bylo pfidano 100 pl vhodné nafedéné¢ho konjugatu anti
ObRe monoklonalni protilatky s kifenovou perixidasou.
Desky byly inkubovany 1 h pfi pokojové teploté, promyty
a bylo pridano 100 pul TMB substratu (1,2 mM tetrametyl-
benzidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, katalo-
gové Cislo 52 00 01). Enzymova reakce byla zastavena
pridavkem 100 ul 0,2 M H,SO,4 do kazdé jamky a byla
zméfena absorbance pii 450 nm.

Klinické testovani soupravy

Technika odbéru vzorku krve a stanoveni ObRe

Odbér na stanoveni ObRe byl proveden v polosedé
z periferni zily. Vzorek byl po odbéru na 60 min ulozen
v pokojové teploté. Poté byl centrifugovan (10 min,
1100xg, 4 °C) a sérum bylo po stazeni zamrazeno pfi tep-
lot¢ —80 °C. Stanoveni ObRe bylo provedeno max. do
6 tydnt od odbéru materialu. VSechny vzorky byly vySet-
feny dvojmo.

Byl vySetien soubor 568 osob (217 muzi a 351 zen).
Slo o osoby sledované v ramci preventivnich prohlidek ve
spadu Nemocnice Sternberk; podminkou zafazeni osob do
studie byla skuteCnost, ze nebyli léceni svymi Iékafi
v poslednich 6 tydnech pro zadné onemocnéni. Cilem této
studie mélo byt zjisténi normalnich hodnot ObRe
v populaci a vztah k leptinu, event. ukazatelim metabolis-
mu glukosy a lipoproteind.

Statistické zpracovani dat
Data byla zpracovdna pomoci software Medcalc
(Belgie).

Vysledky a diskuse
Ptiprava protilatek

Slezinné buriky izolované ze dvou mysi imunizova-
nych ObRe/Fc antigenem byly fuzovany s Sp2/0 myelo-
movymi buiikami. Prvni flize byla netspés$nd; hybridomy
rostly ve 30 % jamek, ale pfi screeningu metodou nepiimé
ELISA nebyl nalezen zadny klon, ktery by produkoval
protilatky proti ObRe (tedy byl prikazné pozitivni na des-
ce s imobilizovanym ObRe/Fc a negativni na desce
s imobilizovanym lidskym Ig). Po druhé fuzi rostly hybri-
domy v 50 % jamek kultivacnich desticek. Pfi screeningu

810

Laboratorni pfistroje a postupy

bylo vybrano 14 pozitivnich klond. Bunky byly pteklono-
véany, namnozeny a injikovéany intraperitonedlné do stimu-
lovanych BALB/c mysi.

Monoklonélni protilatky produkované v mysich jako
ascitické tekutiny byly purifikovany metodou HPLC na
kolong s imobilizovanym proteinem G a purifikované pro-
tilatky byly konjugovany s kienovou peroxidasou (HRP).

Vyvoj sandwich ELISA byl zah4jen testovanim ves-
kerych kombinaci monoklonalnich protilatek navazanych
na povrchu jamek mikrotitracnich desti¢ek a pouZitych
jako HRP konjugaty. Ze vzniklych 196 kombinaci reago-
valo 150 part s rekombinantnim ObRe/Fc proteinem, pii-
gemz citlivost se pohybovala v rozmezi 1-250 pg I';
u 46 variant nebyla pozorovana zadna odezva. Na zakladé
tohoto vysledku byly vybrany 4 protilatky (pro vazbu)
a 10 konjugati. Kombinace téchto komponent byly detail-
néji testovany na limitovanych souborech sér.

Definice jednotek standardu

Pro kalibraci ELISA byl pouzit rekombinantni ObRe/
Fc protein (homodimer), ktery se strukturou a pravdépo-
dobné i1 imunoreaktivitou odliSoval od nativniho ObRe
v cirkulaci. Protoze byl odlisSny od receptoru leptinu
v séru, byla pouZita k vyjadieni ObRe jednotka 1 IU, ktera
odpovida 2 ng rekombinantniho standardu.

Kritéria vybéru protilatek, resp. paru
vazebna protilatka/ konjugéat:

limit detekce pro rekombinantni ObRe/Fc niz$i nez
2ugl,

robustnost klonu produkujiciho danou protilatku —
stabilita, dobra kultivovatelnost, dobré produkéni
vlastnosti,

nejlepsi vysledky v zakladnich analytickych paramet-
rech (opakovatelnost v sérii i mezi sériemi, variacni
koeficienty, linearita, vytéznost) u vétsiho poctu vzor-
ki sér (20 pro kazdy parametr),

robustnost metody — minimalni vliv teploty, inkubacni
doby, zmény sloZeni fediciho roztoku (byly testovany
roztoky o riznych koncentracich inertniho proteinu,
TBS-Twen 20-zelatina, TBS-Twen 20-BSA a Leptin
ELISA Dilution Buffer (0,05 M Tris, 0,1 M NacCl,
0,5 % BSA, 0,01 % thimerosal),

stabilita komponent (protilatky imobilizované na mik-
rotitracni desticce, ptipadné konjugatu.

Z obr. 1 je zfejmé, ze konjugaty 1A9F8-HRP,
8C3-HRP, 8D8-HRP, 6B9-HRP a 1A9F8-HRP vydavaji
ve vzorcich prakticky totozné koncentrace ObRe, zatimco
hodnoty ziskané s konjugatem 4C6-HRP byly o 30 %
vyssi. Na zakladé uvedenych parametrit byla pro vazbu
vybrana monoklonélni protilatka 7B3H9 a konjugat pfipra-
veny z protilatky 1A9F8, se kterym byla provadéna konec-
na optimalizace metody; pro fedéni vzorkd byl zvolen
Leptin ELISA Diluent — BioVendor (pro svou schopnost
potlacovat pfipadné nespecifické interakce). Bylo ovéfeno,
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Obr. 1. Srovnani koncentraci ObRe, naméienych v sérech
s pouZitim navazané protilatky 7B3H9 a péti HRP konjugatii;
konjugaty ¢ 8C3-HRP, M 4C6-HRP, A 8D8-HRP

a O 6B9-HRP jsou porovnavany s konjugatem 1A9F8-HRP
8C3-HRP: y = 1,0477x + 0,4405; R*> = 0,9815;

4C6-HRP: y = 1,2807x + 2,6368; R* = 0,9634;

8D8-HRP: y = 1,0203x + 1,0163; R? = 0,9739;

6B9-HRP: y = 1,0226x + 0,3122; R* = 0,9824

ze vSechny komponenty jsou stabilni nejméné 12 mésici
pti 2-8 °C.

Optimalizovany postup

Purifikovand monoklonalni protilatka 7B3H9 byla
rozpustétna v 0,1 M karbonatovém pufru, pH 8.5,
v koncentraci 2—-5 mg "' a vazana na mikrotitraéni destic-
ky Corning Costar, High Binding pfes noc pii 4-8 °C.
Mikrotitracni desticky byly promyty roztokem TBS-
Tween 20 a piipadné volna vazebna mista byla zabloko-
vana roztokem TBS—BSA—sacharosa (0,05 M Tris, 0,15 M
NaCl, pH 7,2; 0,5 % BSA — hovézi sérovy albumin; 4 %
sacharosa).

Vzorky, standardy a kontrolni séra se fedi v poméru
1:3 fedicim roztokem.

100 pl nafedénych standardd (2, 5, 10, 20, 50, 100
kIU 1!, kontrolnich sér a vzorki se pipetuje do prisluinych
jamek na mikrotitratni desce. Mikrotitracni destiCka se
inkubuje pii pokojové teploté po dobu 1 h za soucasného
ttepani na orbitalni tfepacce. Nasleduje promyti jamek
promyvacim roztokem TBS-Tween 20 (0,05 M Tris, 0,1 M
NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,2 ; 3 x 0,35 ml kazdou jam-
ku).

Pridda se 100 pl roztoku konjugitu 1A9F8-HRP
(koncentrace 0,4 ng 1) ve stabilizaénim roztoku. Deska se
inkubuje pfi pokojové teploté po dobu 1 h za soucasného
ttepani na orbitalni tfepacce. Nasleduje promyti jamek
promyvacim roztokem TBS-Tween 20 (0,05 M Tris, 0,1 M
NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,2; 3 x 0,35 ml kazdou jam-
ku).

Prida se 100 upl roztoku substratu TMB/H,0,
(1,2 mM tetrametylbenzidin s obsahem 3 mM peroxidu
vodiku, KPL, katalogové ¢islo 52 00 01)a deska se inkubu-
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Obr. 2. Typicka kalibraé¢ni kiivka ObRe

je 5—10 min pii pokojové teploté (asi 25 °C; pokud je re-
akeni teplota 20 °C a méné, mize byt inkubacni doba
prodlouzena az na 20 min).

Enzymov4 reakce se ukon¢i pfidavkem 100 pl zasta-
vovaciho roztoku (0,2 M H,SO,) a zméfi se absorbance pfi
450 nm.

Koncentrace ObRe ve vzorcich se odecte z kalibracni
kfivky (obr. 2)

Analytické charakteristiky soupravy
ELISA pro stanoveni ObRe

Pro ovéteni funkénosti Ob-Re ELISA byla testovana
také spravnost a presnost metody. Spravnost metody byla
ovéfena metodou standardniho ptfidavku a byla zjistovana
vytéznost, vyjadfena jako pomér ziskané/ocekavané hod-
noty koncentrace Ob-Re. Ke ctyfem vzorkim séra byl
pridavan rekombinantni ObRe/Fc a nasledné byly vzorky
zméfeny. Primérma hodnota vytéznosti byla 85,1 %.
V testu linearity byly testovany dalsi tfi sérové vzorky,
které byly sériové fedény 2x, 4x a 8x, pfiCemz primérna
hodnota vytézku byla 101 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkl a vyjadiena jako variacni
koeficient v sérii (n=8) i reprodukovatelnost mezi sériemi
meéfeni (n=3). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla
ve vsech pripadech < 7,5 %.
stanovitelnou koncentraci Ob-Re, byla 1 kIU I"! (tato hod-
nota je vyjadfenim koncentrace Ob-Re, odpovidajici ab-
sorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota ab-
sorbance slepého vzorku (n=8) + 3x smérodatna odchylka
praméru slepého vzorku). Mez detekce (CV < 10 %), byla
5 kIU I"" (vzorky s hodnotami Ob-Re vy§§imi mé&ly hodno-
ty CV <10 %).

Vliv leptinu na hodnoty ObRe v séru byl testovan
ptidavkem 1000 mg 1" leptinu ke standardiim nebo k séru;
tento pridavek neovlivnil hodnoty ObRe.
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Klinické testovani soupravy

V ramci tohoto testovani byl vysetfen soubor 568
osob (217 muzd a 351 Zen), primérného veéku 43,4 let
(minimum 1 rok, maximum 91 let). Jedince bylo mozno
charakterizovat jako osoby s mirnou hypercholesterolémii,
hrani¢ni glykémii a hrani¢ni hodnotou BMI.

50 % hodnot ObRe u dospélé populace se pohybova-
lo mezi 20-127 kIU I"' s medianem 30,8 kIU 1" (nenor-
malni rozloZeni).

Jediné vyznamné souvislosti, které byly u ObRe nale-
zeny, byly negativni korelace mezi koncentraci ObRe
a insulinem (-0,43; P = 0,02) a ObRe a aterogennim in-
dexem plasmy (AIP, cit.®) (0,4; P = 0,02). ObRe viak vy-
svétloval pouze 19 % variability AIP, proto jej nebylo
mozno pro predikci vyuzit. Nebyly zjistény korelace mezi
ObRe a leptinem. Nepodatilo se nalézt vyznamné rozdily
v koncentraci ObRe mezi muZi a Zenami.

Po rozdéleni pacientd podle véku bylo zjisténo, Ze po
narozeni byly hodnoty ObRe velice nizké, poté stoupaly
s vrcholem mezi 5.—10. rokem véku a poté opét klesaly;
zmény vSak nebyly statisticky vyznamné.

Zaveérem lze fici, ze nami zjisténé nalezy odpovidaji
literarnim informacim a v soucasné dob¢ probiha CE certi-
fikace soupravy pro rutinni klinické pouziti.

Zaveér

Byla navrzena, optimalizovana a validovana diagnos-
ticka souprava na stanoveni ObRe.

V dobé¢ piipravy nasi prace nebyl k dispozici zadny
komer¢né dostupny rutinni postup na stanoveni koncentra-
ce solubilniho leptinového receptoru ELISA v krvi. Exis-
tovaly pouze moznosti stanoveni exprese Db genu (napf.
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pomoci PCR, Western blottingu, hydridizace in situ, ev.
imunocytohistochemie). V soupravé bylo pouZzito dvou
protilatek proti intaktnimu ObRe, coz bylo v dobé vyvoje
soupravy ojedinélé.

Z klinického testovani vyplyva, Ze leptinovy receptor
pravdépodobné hraje spoleéné s leptinem a dal§imi ptisob-
ky tukové tkané€ vyznamnou tlohu pfi vzniku poruch ener-
getické homeostazy.
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D. Stejskal® and I. Svoboda® (“Department of Labo-
ratory Medicine, Hospital, Sternberk, *Biovendor, Brno):
Analysis of Soluble Leptin Receptor by a New ELISA
Method

The article deals with the development, composition,
validation and clinical testing of the first ELISA method
for leptin receptor serum analysis. First results of clinical
testing suggest that the receptor could be one of the diag-
nostic keys for metabolic homeostasis.



