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Uvod

Adipocytarni protein vazajici mastné kyseliny (A-
FABP, synonymum ALBP, gen FABP4) je protein o veli-
kosti 14,4 kDa, ktery je Clenem rodiny FABP proteint,
schopnych vazat mastné kyseliny a eikosanoidy. A-FABP
byl lokalizovan v cytosolu zralych adipocytl a makrofagt
a je povazovan za regulator produkce zanétlivych cytokind
a regulator akumulace esterii cholesterolu’.

Bylo prokézano, ze A-FABP ma vyznam pro trans-
port mastnych kyselin a zaroven ovliviiuje jejich ucinek
v burikdch. A-FABP se tcastni transportu lipidovych latek
v krevnim ob¢hu a miize tak ovliviiovat insulinovou senzi-
tivitu a energeticky metabolismus. V tomto kontextu je
zajimavé, ze exprese genu FABP4 v makrofazich mize byt
indukovéna oxidovanym LDL cholesterolem a sniZena
podavanim nékterych hypolipidemik (statint)’, které inhi-
buji syntézu cholesterolu. Experimentalné bylo také zjisté-
no, ze koncentrace A-FABP je u lidi pozitivné asociovana
s pfitomnosti obezity’. Pfesna tloha A-FABP
v metabolickém syndromu, pfedevSim signalni drahy pu-
sobeni A-FABP, jsou vSak zatim nejasné.

V soucasné dobé byla provedena tada studii, ve kte-
rych byla hodnocena hladina exprese genu FABP4, nicmé-
né nebyla k dispozici zadna komer¢ni souprava pro stano-
veni koncentrace proteinu A-FABP. V nékolika publika-
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cich byl vyznam A-FABP posuzovan pomoci zvitecich
genetickych modelt (my$i modely, u kterych chybél gen
pro A-FABP), event. pomoci nespecifickych testt zaloze-
nych na interakci A-FABP s jeho ligandy (mastnymi ky-
selinami)™®. Nagim cilem byl vyvoj, validace a klinické
testovani ELISA soupravy pro specifické stanoveni sérové
koncentrace lidského A-FABP. Potfeba tohoto testu je
podtrzena faktem, ze A-FABP se vyskytuje v krevnim
obéhu (na rozdil od jinych latek produkovanych tukovou
tkani) v pomérné vysokych koncentracich.

Experimentalni ¢ast

Ptiprava rekombinantniho lidského
A-FABP

Sekvence mRNA genu FABP4 byla ziskana
z databaze RefSeq (Accession Number NM_001442);
prislusna sekvence byla syntetizovana a optimalizovana
pro E.coli. Synteticky gen byl klonovan do restrikénich
mist expresniho vektoru pRSET (Invitrogen) a provedena
transformace bakterialniho kmene E.col/i BL21DE3. Kulti-
vace produkcéniho kmene byla provedena pfi teploté 37 °C
a indukce exprese rekombinantniho proteinu byla provede-
na pomoci isopropyl--D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG,
Sigma). Po rozbiti produkéni kultury ultrazvukem byl ze
supernatantu izolovan gelovou chromatografii rekombi-
nantni A-FABP (obr. 1).

Protein byl dialyzovan do prostfedi 50 mM NaH,PO,
(pH 7,2), cistota proteinu analyzovéana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE) (obr.2)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové cislo
BCA1-1KT).
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Obr. 1. Izolace rekombinantniho lidského A-FABP gelovou
chromatografii (GFC) Superdex 200 firmy Amersham Bios-
cience naplnény v koloné Pharmacia XK26/60; ekvilibracni
roztok: 0,1 M-NaH,PO,4, 0,3 M-NaCl, pH 7,2, prutokova rych-
lost 1 mlmin™', nastfik 3 ml, retenéni ¢as pro rekombinantni
lidsky A-FABP odpovidal 0,85 CV (objemu kolony) — pfislusny
pik je v obrazku oznacen Sipkou
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Obr. 2. 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 a v pravé draze je izolo-
vany rekombinantni lidsky A-FABP. Cistota proteinu je vétsi nez
98 %

Ptiprava specifickych protilatek
proti lidskému A-FABP

Byla pfipravena krali¢i a kozi protilatka podle imuni-
zacniho schématu: davka vzdy 1 mg proteinu pro imuniza-
ci kozy a 0,1 mg proteinu pro imunizaci kralika; prvni
davka byla v kompletnim Freundové adjuvans a nasledné
3 davky v inkompletnim Freundové adjuvans, jednotlivé
imunizace byly provadény v 30dennich intervalech.
Z pripraveného antiséra byla izolovana specificka protilat-
ka imunoafinitni chromatografii na kolon¢ s imobi-
lizovanym rekombinantnim A-FABP, imunosorbent byl
pfipraven podle nadvodu od vyrobce (POROS-AL, Applied
Biosystems, katalogové &islo 1-6022-24). Cistota protila-
tek byla analyzovdna opét elektroforézou v polyakryl-
amidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(10% homogenni gel, SDS PAGE) a v obou pfipadech
byla vétsi nez 97 %; koncentrace bilkoviny byla stanovena
metodou s kyselinou bicinchoninovou. Alikvot kralic¢i
i kozi specifické protilatky byl navic znacen modifikova-
nym biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce, katalo-
gové Cislo 21338) podle navodu od vyrobce.

Vyvoj sandwich ELISA testu
pro stanoveni A-FABP v lidském séru

Hodnoty sérové ani tkanové koncentrace A-FABP
nebyly znamy, proto jsme se zaméfili na vyvoj sandwich
ELISA testu, ktery predstavuje pfi pouziti biotinem znace-
né detekéni protilatky vysoce citlivou a specifickou meto-
du.

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové ¢islo 52-00-02) bylo vazano 0,4 pg protilatky/
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jamku v 0,1 M karbonatovém pufru pH 9,0 (inkubace
12 h pti 4 °C) a po odsati vazného roztoku bylo do desky
davkovano 0,2 ml/jamku roztoku TBS (0,05 M-Tris,
0,15 M-NaCl, pH 7,2), 0,5 % BSA (hovézi sérovy albu-
min), 4% sacharosa a deska inkubovéana 30 min pfi labora-
torni teploté pro zablokovani nevyuzitych vazebnych mist
na povrchu jamky. Po odsati blokovaciho roztoku bylo na
desku davkovano 0,1ml pfislusného standardu nebo 10x
fedéného sérového vzorku (vSechna méfeni byla provade-
na 2x) a nasledné byla deska inkubovana 1 h pfi laborator-
ni teploté. Po 3nasobném promyti desky promyvacim roz-
tokem (TBS, 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo do vSech
jamek desky davkovano 0,1 ml biotinem znacené specific-
ké protilatky (0,5 ug ml™") a deska opét inkubovéana 1 h pfi
laboratorni teploté. Po 3nasobném promyti desky bylo do
vSech jamek desky davkovano 0,1ml konjugatu streptavi-
din-kfenova peroxidasa (Roche, katalogové ¢Eislo
1 089 153) natedéného 40 000x a deska inkubovana 1 h
pii pokojové teploté. Po 3nasobném promyti desky promy-
vacim roztokem bylo do vSech jamek desky davkovano
0,Iml substratu TMB (1,2 mM tetramethylbenzidin
s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, katalogové ¢islo
52-00-01) a reakéni smés inkubovana 10 min pii laborator-
ni teploté. Reakce byla zastavena piidavkem 0,1 M-H,SO,
a vzniklé Zluté zbarveni (produkt) bylo zméfeno foto-
metricky pfi vlnové délce 450 nm. Intenzita Zlutého
zbarveni je pfimo umérna obsahu analytu ve vzorku.
Hodnoty A-FABP v neznamych vzorcich byly stanoveny
z kalibra¢ni kiivky (obr. 3), ktera byla ziskana vynese-
nim absorbanci standardl oproti jejich zndmé koncentra-
ci.

Redicim roztokem pro standardy, vzorky, biotinem
znacenou protilatku a konjugat steptavidin-
kfenova peroxidasa byl roztok TBS, 0,2 % BSA, 0,01 %
thimerosal. V testu byla pouzita sada standardu 25; 10; 5;
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Obr. 3. Standardni kfivka A-FABP ELISA
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2,5; 12025 pgl™, pipravena natedénim rekombinantni-
ho lidského A-FABP. Sérové vzorky byly fedény 10x
podle schématu 1dil vzorku + 9 dilt fediciho roztoku.

Popsanym zpiisobem byly testovany vSechny kombi-
nace, které plynou z moznosti pouziti krali¢i a kozi speci-
fické protilatky v sandwich ELISA testu (data nejsou pre-
zentovana). Vsechny kombinace poskytly srovnatelné
vysledky, proto byla vybrdna ekonomicky nejvyhodné;jsi
varianta, kterd navic minimalizuje riziko ptipadné kiizové
reaktivity: na desku byla vdzédna kozi specifickd protilatka
a pro detekci byla pouzivana biotinem znacena krali¢i
specificka protilatka.

Klinické testovani testu ELISA

Bylo vySetfeno 67 neobéznich osob bez znamek me-
tabolického syndromu a 71 jedinci s metabolickym syn-
dromem. U vsech byly vyhodnoceny zakladni antropolo-
gické udaje (BMI — Body Mass Index), zméfena hodnota
krevniho tlaku, v séru byly stanoveny koncentrace insuli-
nu, cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu,
triacylglyceroll, glukosy, kyseliny mocové, adiponektinu
a A-FABP. Z hodnot koncentrace insulinu a glukosy byl
vypoéten index Quicki’.

Vysledky a diskuse
Funkc¢ni charakteristika testu ELISA

Test ELISA méfil také rekombinantni A-FABP pofi-
zeny z nezavislého zdroje (Abnova) a naopak neméfil
rekombinantni proteiny E-FABP (epitelialni isoforma FA-
BP, Biovendor), H-FABP (srde¢ni isoforma FABP, Hy-
test), I-)FABP (intestinalni isoforma FABP, R&D Systems)
a L-FABP (jaterni isoforma FABP, Abnova), leptin
(Biovendor), receptor leptinu (RDI), adiponectin
(Biovendor), resistin (Biovendor), CRP (Biovendor)
a interleukin-6 (DPC). V testu ELISA nebyla zjisténa zad-
na kiizova reaktivita v sérech nasledujicich zvifat: kralik,
koza, ovce, prase, my$, kin, kfecek, slepice, tur a krysa.
Vysledky testi tak ukazuji na jeho specifitu pro lidsky A-
FABP.

Pro ovéfeni funkénosti A-FABP ELISA byla testova-
na také spravnost a presnost metody. Spravnost metody
byla ovéfena metodou standardniho pfidavku a byla
zjisStovana vytéznost, vyjadiena jako pomér ziskané/
ocekavané hodnoty koncentrace A-FABP. Sérové vzor-
ky od 2 pacientd byly obohaceny o +10, +20 a +30 pg A-
FABP I”'. Prim&ma hodnota vytéznosti byla 88,8 %.
V testu linearity byly testovany dalsi 2 sérové vzorky,
které byly sériové fedény 10x, 20x, 40x a 80x, pfi¢emz
prumeérna hodnota vytézku byla 107,1 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkl a vyjadiena jako variacni
koeficient v sérii (n=8) i reprodukovatelnost mezi sériemi
méfeni (n=3). Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla
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ve vSech pripadech <7 %.

Mez stanovitelnosti metody, predstavujici nejnizsi
stanovitelnou koncentraci A-FABP, byla 0,1 ug 1™ (tato
hodnota je vyjadfenim koncentrace A-FABP, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota
absorbance slepého vzorku (n=8) + 3x smérodatnd odchyl-
ka priméru slepého vzorku). Mez detekce (CV < 10 %),
byla 1 ug 1™ (vzorky s hodnotami A-FABP vy$§imi mély
hodnoty CV < 10 %).

Klinické testovani testu ELISA

Pti klinickém testovani stanoveni A-FABP bylo zjis-
téno, Ze osoby s metabolickym syndromem mély vyssi
hodnoty A-FABP nez osoby bez néj (mediany 42,4 vs 23,7
pugl™; P< 001) a hodnoty A-FABP korelovaly
sinsulinem (r = 0,34, P < 0,01), glukdézou (r = 0,21,
P < 0,01), triglyceridy (r=0,4; P < 0,01), BMI
(r=0,57; P <0,01), HDL (r=-0,32; P < 0,01) a Quicki
(r=-0,23; P < 0,01). Rozdily mezi pacienty s metabo-
lickym syndromem a bez né&j pretrvaval i po korekci kon-
centrace A-FABP na hodnoty indexu Quicki nebo antropo-
logicka data (Body Mass Index — BMI) a diference ztsta-
valy statisticky vyznamné (P < 0,01).

V nasi studii byl potvrzen piedpoklad, Ze pacienti
s metabolickym syndromem maji vyssi hodnoty A-FABP
nez osoby bez néj; tyto zmény jsou nezavislé na télesné
konstituci, hodnotach glykémie ¢i insulinémie. Prvni vy-
sledky tedy podporuji nedavno publikovanou hypotézu, ze
A-FABP by mohl byt nezavislym ukazatelem metabolic-
kého syndromu.

Zavér

Byla navrzena a validovana diagnosticka souprava
(ELISA) na stanoveni sérové koncentrace A-FABP. Za-
kladni analytické charakteristiky testu spliiuji 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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Development, composition, validation and clinical
relevance of the first ELISA method for measurement of
adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) concentra-
tion in serum is presented. First results of clinical testing
confirm the hypothesis on the possible use of A-FABP as
a marker of metabolic syndrome.

Prodékan chemické sekce Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze

upozoriuje na prijimaci Fizeni do magisterského studia
v nasledujicich oborech:

analyticka chemie, anorganicka chemie, biofyzikalni chemie, biochemie,

fyzikalni chemie, jaderna chemie, makromolekularni chemie,

modelovani chemickych vlastnosti nano- a biostruktur, organicka chemie,

uditelstvi chemie pro stiedni Skoly jednooborové a dvouoborové,
klinicka a toxikologicka analyza.

Studium bude zahéjeno 1. 10. 2007. Podminkou pfijeti je absolvovani bakalaiského
studia. Ptihlasky a podrobné informace jsou na adrese: PiF UK, studijni oddéleni,
Albertov 6, 128 43 Praha 2, tel. 221 951 162, 221 951 163. Ptihlasky se pfijimaji

do 28. 2. 2007.

Dalsi informace o chemickych katedrach na PfF UK v Praze lze nalézt na

www.natur.cuni.cz

1119



