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Zpiisob stanoveni kobalaminu, kit pro provadéni zpisobu a pouziti holo- TC I1
Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka testovacich metod pro stanoveni kobalaminu nebo vitaminu B

v télesné tekutiné a zvIasi¢ testovacich metod pro metabolicky aktivni zasobu kobalaminu.

Dosavadni stav techniky

Kobalamin nebo vitamin B> je vitamin rozpustny ve vodé, ktery tvofi ¢ast komplexu vitaminu B.
které se nachazeji v potravinach. Jadro molekuly se sklada z korinového kruhu slozencho ze ¢yt
pyrrolovych jednotek, které obklopuji nezbytny atom kobaltu, Kobalamin je jediny vitamin, ktery
nemohou syntetizovat zvifala ani rostliny a musi byt absorbovan 7 potraviny ve stievé, Mlze
véak byt uchovavan v jatrech. Je syntetizovan mikroorganizmy, zvlasté anacrobnimi bakteriemi a
kvasinkami.

Kobalamin funguje in vive jako koenzym a kobalaminové enzymy katalyzuji (fi typy reakci: (1)
intramolekularni pfeusporadani, napfiklad tvorba sukcinyl CoA z L-methylmalonyl CoA, (i1)
methylace, napfiklad tvorba methioninu methylaci homocysteinu a (iii) redukee ribonukleotidi
na deoxyribonukleotidy v nékterych mikroorganizmech. U savel jsou znamy pouze dvé enzyma-
tické reakce vyzadujici kobalamin jako koenzym, a to reakce konkrétnd uvedené v ¢astech (1) a
(i) vy3e.

Pii procesu traveni vaze protein slin nazyvany haptokorin, dile oznacovany jako HC (ktery se
také v oboru oznacuje jako latka vazajici R, neboli R—binder nebo souhirnné transkobalaminy [ a
I1) kobalamin v hornim gastrointestinalnim traktu za vytvoreni komplexu, ktery prochazi pies
zaludek. Pankreatické enzymy $tépi komplex kobalamin-haptokorin (holo—HC) v ileu, piicemz je
uvolfiovan kobalamin, ktery se potom véze na protein nazyvany .vnitini (intrinsic) faktor, kiery

je sekrenovan Zaludeéni sliznici. za vytvofeni dal$iho komplexu. Komplex kobalamin — vaitini

faktor se vaze na specificky receptor ve vystelee terminalniho ilea a potom je $tépen uvoliujicim
faktorem (releasing factor) a kobalamin je aktivné transportovan pies membranu ilea do krevniho
obéhu.

Kobalamin necirkuluje v téle ve vyznamném mnozstvi ve volné formé. Pravdépodobné piiblizné
99 % kobalaminu je vazano jednim z transkobalaminovych proteinii (TC [-1II) nebo albuminem.

Protein, o kterém se predpoklada. Ze je odpovédny za transport kobalaminu do cilovych tkani., se
transkobalamin [l {TC 1), kriticky stopovy protein, bez kterého nemize kobalamin prochazet
bunéénymi membranami. Pres tuto dilezitou metabolickou funkei je pouze piiblizng 6 az 25 %
kobalaminu v séru navazano na TC I, a vétSina je prendSena HC. TC 1l jc jednofetéecovy
polypeptid s molekulovou hmotnosti 45 kDa (45 000), ktery se primarné naléza v séru, semenné
kapaliné a cerebrospindlni tekuting. Kobalamin navazany na TC Il nebo holo-TC 1l, se viZe na
specifické receptory na bunéénych membrinach. a jakmile je navazan. komplex holo-TC i1 s¢ do
bunék prevadi mechanizmem pinocytozy.

TC 11 je syntetizovan v jatrech, cévnim endotheliu. enterocylech, makrofazich a fibroblastech a
cirkuluje prevazné ve formé apo-TC L. tj. bez navazaného kobalaminu. Ma kratsi polotas, pfi-
blizné 90 min.

STC 11 je spojena pouze méné nez jedna étvrtina celkového kobalaminu v plazmé. Zbytek je
navazan na jiné transkobalaminy nebo albumin, jak bylo uvedeno vyse.
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Protoze kobalamin musi byt absorbovan z potravy. jakykoli stav, jehoz dlsledkem je napiiklad
nespravna zalude¢ni funkce. gastroenteritida nebo stavy vedouci k atrofii zaludku. nebo neschop-
nost produkovat funkéni haptokorin. vnitfni faktor, uvoliujici (releasing) faktor. TC 1l nebo
receptory TC Il miize vést k nespravnému pfijmu kobalaminu a k jeho deficitu.

Nékteré populaéni podskupiny, napiiklad starsi osoby. téhotné Zeny, pacienti s chronickym nebo
akutnim gastrointestinalnim onemocnénim, osoby trpici uréitymi autoimunitnimi onemocnénimi,
osoby s rodinnou historii perniciozni anemie a osoby trpici AIDS, jsou k deficitu kobalaminu
zvI&51¢ nachylné.

Klinické projevy delicitu kobalaminu jsou riizné a pocetné, ale primarng zahrnuji ancmii, mega-
loblastickou hematopoézu a funkéni a strukturni poruchy nervového systému. Priblizné 60 %
jednotlived, u kterych je deficit kobalaminu diagnostikovan, je anemickych, ale u mnoha jsou
jedinymi pozorovanymi klinickymi pfiznaky ncurologické projevy. Piiblizngé 10 % pacientu ma
psychiatricke pfiznaky a piblizné 40 % ma jak neurologické, tak i psychiatrické piriznaky.

Casna diagnoza deficitu kobalaminu je klicova pro zajisténi dobré progndzy pro pacienty, pro-
toze nékteré z projevu deficitu kobalaminu, zvlasté neuropsychiatrické projevy. jsou ireverzibilni.
Jestlize nejsou rychle detckovany a lé¢eny kobalammovou terapii.

Proto je Zadouci presné zjistit hladinu kobalaminu u jednotlivee rychlym a Géinnym zplsobem,
s cilem zjistit, zda miZze jednothvee trpét deficitem kobatlaminu nebo ne.

Meéreni celkové koncentrace kobalaminu v plazmé, tj. kobalaminu (a latek podobnych kobalami-
nu) naviazan¢ho na néktery z transkobalaminovych {(TC) proteind 1. 1l a I, 11z bylo ve snaze
7jistit deficit kobalaminu pouzivano. Tento zplisob vede k Siroké distribuei koncentraci u popu-
lace, ktera je povazovana za normalni a tim se ziska Siroké referenéni rozmezi. U jednotlivee
viak je rozmezi dostupného kobalaminu povazované pro tohoto jednotlivee za normalni velim
nzké. Bylo pozorovano. Ze | kdyZ se u jednotlivee posunula koncentrace metabolicky aktivniho
kobalaminu mimo jeho vlastni referenéni rozmezi, celkova hladina kobalaminu zistiva
v rozmezi, které je povazovano pro populaci za normélni. Za téchto podminek maze castat deficit
kobalaminu nedetekovan. Takova nespolehliva metoda je jasné nezadouci a je dobre zjisténo. ze
takova méteni kobalaminu v séru nebo plazmé maji nizkou diagnostickou citlivost a specificitu.

Pro méfeni koncentrace kobalaminu v plazmé byly vyvinuty a pouzivany mikrobialni testy zahr-
nujici mikroorganizmy. jejichz rast je zavisly na kobalaminu, aviak navic k obtizim pfi odhado-
vani vhodného referenéniho rozmezi vyzaduji tyto metody extrakei a konverzi kobalaminu, ktera
Je velmi éasové narocna. obtizna a zeela nevhodna pro rychlé laboratori vySetfeni.

Alternativii metody pro zjistovani deficitu kobalaminu zahrnuji méfeni akumulace metabolitd
v plazmé, které vyrzaduji pro svou konverzi kobalamin, Hodnoty methylmalonatu v plaziné a
homocysteinu v plazmé se u jednotliveil s deficitem kobalaminu zvySuji {Chanarin, The megalo-
blastic anaemia; London, Blackwell Scientific Publications. 1991) a tyto latky fsou proto dobrymi
zastupci molekul vhodnyeh pro korelaci s deficitem vitaminu By,. Ukazalo se viak. ze metody
ealozend na z)istovani homocysteinu jsou komplikované, neprakticke a maji $patnou specificitu a
citlivost. | kdyZ metody zalozené na méreni methylmalonatu jsou piesné a spolehlivé, jsou
nakladné a vyzaduji analyzu kombinaci plynové chromatografic a hmotnostni spektrometrie, a
Jsou tedy drahé a opét nevhodné pro rutinni klinicky screening (Nexo a dalsi (1994) Scand. J.
Clin. Lab. Invest. 54: 61 — 76).

Bylo také navrhovano, ze spolehlivy klinicky ukazatel deficitu kobalaminu mize byt méfeni
kobalaminu navazaného na TC Il jako protiklad celkové kencentrace kobalaminu v plazmé (Her-
bert a dalsi (1990) Am. J. Hematol. 34: 132 — 139: Wickramasinghe a Iida (1993) J. Clin. Pathol.
46: 537 — 339, patent LIS 4 680 273). Tyto snahy o stanoveni koncentrace holo=TC II viak byly
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dosud vétsinou nepiimé, tedy odhadujici koncentraci holo-TC 1 jako rozdil mezi celkovou kon-
centraci kobalaminu v plazmé a koncentraci kobalaminu v plazmé zbavené TC 1.

Toto odstrafiovani TC II se maze provadét adsorpei na siran amonny (Carmel (1974) Am. J. Clin.
Pathol. 62: 367 — 372), mikrocastice silikagelu (Herzlich & Hubert (1988) Lab. Invest. 58; 332 -
337, Wickramasinghe & Fida (1993) ). Clin. Pathol. 46: 537 — 339), mikrojemné sklo {Vu a dal3i
{(1993) Am. J. Hematol. 42: 202 - 211) nebo imaobilizované polyklonalni protilatky anti-TC Il
(Lindemans a dalsi (1983) Clin. Chim, Acta 132: 33 - 61). Koncentrace kobalaminu v celkové
plazme a frakci zbavené TC Il se provadi metodami dobfe znamymi v oboru, jako jsou radio-
aktivné nebo enzymaticky znacené imunologické testy. Tylo metody jsou nevhodné pro rutinni
automatizovany i neautomatizovany screening. protoze jsou slozit¢ a casové narocne, a protoze
nizky stupen specificity pouzitych adsorpénich materidla vede k nedostateéné separaci holo TC
[l a holo-HC, coZ mi za nésledek nadhodnoceni holo-TC I1. Variace od Sarie k 3ar7i adsorpé-
niho materialu zavadi dal3i chyby, a co je nejdulezitgjsi, odecitani jednoho velkého objemu od
dalsiho velkého objemu vede k nepiijatclnym nepfesnostem a nespolehlivosti,

Dal3i pokusy o stanoveni TC Il zahrmovaly separaci TC Il od daldich slozek séra. véetné 1C I a
TC TH, zaloZzenou na lipofilnim charakteru TC 11, Tak napfiklad Kapel a dalsi (1988) Clin chim.
Acta 172: 297 - 310, Benhayoun a dalsi (1993) Acta Hacmatol. 89: 1935 — 199 a Toft a dalsi
(1994) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 54: 62 popisuji metody pro separaci TC 11 od jinych trans-
kobalamini s pouzitim materialu heparin—sepharose, silikagelu, poptipadé celulézy. Tylo metody
v8ak maji stejné nevyhody jako neptimé metody. protoze jsou zalozeny na stejnych adsorpénich
matcridlech, Rovnéz nizka koncentrace holo TC 11 v plazmé zpiisobuje nevhodnost téchto metod
pro kombinaci s existujicimi metodami kvantitativiiho stanoveni kobalaminu. Normalni rozmezi
koncentraci holo-TC 11 je 35 az 160 pM a jako ukazatelé deficitu kobalaminu jsou obecné pova-
zovany )iz hodnoty niz3i ne7 35 pM. Uvadéna analyticka citlivost vétSiny rutinnich metod pro
stanoveni kobalaminu v plazmé je priblizne 40 pM. ale v praxi je c¢asto mnohem vyisi, typicky
v okoli 90 pM. Proto jsou normalni plazmatické koncentrace holo TC 11 nizéi nez mezi citlivosti
neho v blizkosti této meze pro rutinni metody pro kvantifikaci kobalaminu,

Nejpfesnéjsi soucasnd metoda pro zjistovani kobalaminu navézaného na 1C 1l zahruje adsorpei
TC Il na oxid kiemicity a potom testovani navazané frakce na obsah kobalaminu s pouzitim bud’
imunologického testu, jak je napfiklad popsan v Kuemmerle a dalsi (1992) Clin. Chem. 38/10:
2073 2077. nebo mikrobiologick¢ho testu. ktery ziejmé poskytuje nejlepsi vysledky. Tato
metoda vyzaduje pro proveden pouze dvaceti analyz cely pracovni den. Je velmi nakiadna a
nepraktickd a 3patné se hodi pro rutinni klinicka diagnosticka laboratorni vysetieni.

Existuji tedy velka potfeba zlepsenyeh metod pro testovani hladiny metabolicky aktivniho kobal-
aminu v télesné tekuting, s ohledem na korelaci hladiny kobalaminu s pravdépodobnosti deficitu
kobalaminu, kicr¢ jsou pouZitelné v rutinnich klinickych diagnostickych aplikacich.

Podstata vynalezu

Vynilez poskytuje zpuisob stanoveni kobalaminu navazaného na transkobalamin 11 (TC 1)
v t€lesném vzorku, pfi kterém se bezbunédny vzorek télesné kapaliny piivede do kontaktu s imo-
bilizovanym kobalaminem ncbo jeho analogem nebo fragmentem. ktery selektivné vaze apo-
formy TC 1t a haptokorin, a potom sc tento vzorek uvede do kontaktu s imobilizovanym nebo
imobilizovatelnym specifickym vazebnym ligandem pro TC 1l nebo pro TC 1l navizany na
kobalamin neboli holo—TC [l. frakce navdzand na ligand se oddéli od frakce nenavizané na
ligand a méfi se obsah holo=TC [I nebo kobalaminu navazaného na TC 11 ve vzorku.

Pod specifickym vazebnym ligandem se mini tigand, ktery se vaze na TC I (tj. apo~TC 1T a
holo—TC [I) nebo holo-TC 11 pisobenim specifické chemické struktury nebo konformace a nejen

jednoduse piisobenim vieobecnych tyzikalng chemickych vlastnosti (jako je lipofilnost), které




10

20

30

40

45

CZ 298310 Bo

mohou byt spolecné mnoha slozkdm vzorku télesné tekutiny. Vazebna afinita a specificita ligan-
du vhodnych pro pouziti v predkladané metodé s vvhodow umozije trojnasobné, vyhodnéji péti-
nasobné a jesté vyhodnéji desetinasobné a nejvyhodnéji vice nez desetinasobné zakoncentrovani
TC [ nebo holo-[C Il ve vzorku. a tim je takova metoda schopna poskytnout presné a spolchlivé
hadnoty pro holo-TC II v dolni hranici normainiho rozmezi holo-TC 11 a také v subnormalni
oblasti. Tato separace a zakoncentrovani cilovych molekul neni béznymi existujicimi metodami.
které nejsou schopny ucinné separovat TC 11 nebo holo-TC 1l od HC nebo holo-HC. mozna.
Schopnost zakoncentrovat TC 11 nebo holo-TC I alespofi trojnasobné umoZiiuje pouziti automa-
tick¢ho analytického vybaveni pfi provadéni testu. Bez takového kroku zakoncentrovani bude
mnozstvi analytu piitomné ve vzorku pravdépodobné nizsi nez dolni detekéni limit. Takové auto-
maticke analyticke zafizeni typicky vyzaduje pro sviij provoz mezi 40 a 100 pl vzorku v celko-
vem objemu typicky 150 ul nebo vy3sim. Analyt s nizkou koncentrac sc tedy pro analvzu jesté
dale fedi. PouZitim festovaci metody podle vyndlezu je viak analyt zakoncentrovan alespor
trojnasobné. Protoze pouziti takového automatického analytick¢ho zatizeni typicky zahrnuje roz-
mezi 100 az 700 pM s dolnim limitem citlivosti priblizné 40 pM, ale praktickym dolnim Hmitem
priblizn¢ 90 pM, pétindsobné zakoncentrovani umoziuje méfeni holo- TC 1 jiz v koncentraci do
18 pM a desetinasobné zakoncentrovani umozni méfeni az do koncentrace 9 pM holo—TC II.
Protoze predkladany vynalez umozinje zakoncentrovani vice nez desetindsobné. odbornik v obo-
ru snadno porozumi miru zvyseni citlivosti za ziskani velmi vykonné analytické metody. Schop-
nost zakoncentrovani analytu takovvm zptsobem. Ze je umoznéna jeho analyza témito automati-
zovanymi postupy, je dillezitou vyhodou pfedkladané testovaci metody.

Bude vytvofeno s vyhodou od 600 pl vychoziho vzorku télesné kapaliny, objemu az do 150 pl,
vyhodnéji az do 100 pl a nejvvhodnéji méné nez 60 pl, ktery mize byt analyzovin, popripadé
s pouzitim automatickych postupi. Pfi zpisobu podle vynilezu mize byt pouzit jakykoli ligand,
ktery se specificky vaze na TC 11, bud” jako zachycujici. koneentrujici a separujici ligand nebo
detekeni ligand, a v zavislosti na konkrétnim provedeni vynalezu se miize vazat na TC Il jak
vapoformé, tak i holoformé, nebo sc mize specificky nebo prednostng vazat na holoformu.
Ligand. ktery se vize na TC [l, bude s vyhodou vykazovat vysoky stupefi selektivity a specificity
vzhledem k'TC Il a bude mit s vyhodou nizkou, ncho vvhodnéji v podstaté 7adnou afinitu
k jinym proteinim TC, tj. TC 1 ncho I, jak v apoformé. tak i holoformé. nebo jakémukoli
Jinému proteinu vézajicimu kobalamin. Jestlize ligand vazajici TC 11 je ligand specificky vazajici
holo—TC 1L, dalSim pozadavkem je. aby vykazoval nizkou nebo s vyhodou zadnou aktivitu vzhle-
dem k apo-TC 1.

Ligand vazajici TC Il nebo holo-TC 11 bude obecné bud’ protilatka. nebo fragment protilatky
nebo stoucenina s afinitou pro TC 11 nebo holo-TC I, jako je receptor na povrchu buiky,
polypeptid nebo oligopeptid. mala organicka molekula apod. Dalsimi vazebnymi ligandy mohou
byt specifické vazajici se slouceniny vybrané ze sbirky kombinacni chemie nebo sbirky prezen-
tované fagem nebo specificky se vazajici sekvence DNA nebo RNA.

Jestlize je vazebnym ligandem protilatka, mize byt polyklonalni. ale s vyhodou bude monoklo-
nalni. Monoklonalni protilatky mohou byt vytvareny s mnohem vysii specificitou a stejnorodosti
nez polyklonalni protilatky, co7 snizuje zkizenou reaktivitu s jinymi slozkami télesné tekutiny.
zv1asté jinymi transkobalaminy. a kde je to vhodné, altemnativni konformaci. tj. apoformou cilo-
vého analytu. Stejnorodost a reprodukovatelnost poskylovana monoklonalnimi protilatkami
vehledem k polykiondlnim protilatkam zajistuje vv3si presnost, ktera je Klicova pro jakykoli test.
pfi kterém ma analyt tak nizkou koncentraci. Alternativné muze byt ligandem fragment proti-
latky, naptiklad F(ab), F(ab"), nebo F(v) fragment. Protilatky nebo fragmenty protilatek mohou
byt monovalentni nebo divalentni a mohou byt produkovany hybridomovou technologii nebo
mohou byt syntetického phvodu, a mohou byt vytvareny technologii rekombinantni DNA nebo
chemickou syntézou. Mohou byt naptiklad pouzivany jednofetézeove protilatky a jiné derivaty
protilatek, nebo latky, které je napodobuji. Protilitka miize byt podle potieby vyivofena nebo
smérovana proti jakémukoli epitopu, slozee nebo struktufe proteinu TC Il nebo holo-TC 1N,
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Vhodné protildtky pro pouziti jako vazebné ligandy v ramei predklidaného vynélezu se popisuji
napfiklad v Quadros a dal3i (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 222: 149 — 154; McLean a
dal3i (1997) Blood 89(1): 235 — 242,

Podobné mohou byt pouzity receptorové molekuly schopné vazat apo a holoformy TC I1, nebo
preferentné nebo specificky vazat formu holo-1C I1. Vhodné receptory jsou receptory pro TC 1
nebo holo- TC 1l navazané na povrch bunék nebo membranu, a zkiizen druhova reaktivita zna-
mena. ze mohou byt pouzity receptorové molekuly 7 jakéhokoli savéiho druhu, i kdyz s vvhodou
pochazejici z téchto receptortl ¢loveéka nebo skotu. 1 kdvz jsou molckuly receptorii s vvhodou
izolovany v relativné purifikované formé. mozné je také pouziti bunéénych membran nebo smi-
senych membranovych frakei obsahujicich receptory, s vyhodou v koncentrované forme. Tyto
receptory nebo membrany s obsahcm receptori nebo membranové frakce s obsahem receptort
mohou byt vyhodné izolovany 7 bunck ledviny, placenty nebo tumoru. Jako zdroj téchto recep-
tori by obecné nemély byt pouzity buiky z tkanovyeh kultur. Bunky z tkafiovych kultur viak
mohou byt pouzity jako zdroj haptokorinovyeh receptorii.

Membranova frakce obohacena o receptor TC Il miZe byt ziskana podle popisu v Seligman a
dalsi, J. Biol. Chem. 233: 1766  §772 (1978) a Nexo a dalsi. Biochem, Biophys. Act. 628: 190 —
200 (1980). Tkan, napfiklad lidska placenta nebo kralici ledvina, se v podstaté nakraji na malé
kousky a homogenizuje se v tris pufru, pl1 7.4, obsahujicim 0.15M NaCl a 10 mM EDTA. potom
se provede centrifugace pii 25 000 x g 30 min. Pro odstranéni zbytkové krve se jesté alespon

Jednou opakuje proces homogenizace/centrifugace. Tato membranova frakce se déle extrahuje

detergentem. napfiklad Ammonyx-LO, Triton X-160 nchbo Chapso. a vyceii centrifugaci pii
100 000 x g 30 min pii 4 °C. Supernatant se pouzije jako zdroj pro receptor TC [I.

Jako pfiklad vhodn¢ receptorové molekuly, kterd se preferenéné vaze na komplex holo=1C 11 je
mozno uvest jednofetézcovy glykoprotein s molekulovou hmotnosti 62 kDa (62 000), ktery
existuje jako nekovalentni homodimer, a nachazi se na bunééném povrchu viech tkani
(Rothenberg & Quadros (1996) Balliere’s Clinical Hacmatology 8(3) 499  514: WO 96/085150).
Dalsi protein vhodny pro pouziti v testovaci metodé podle vynalezu je protein gp300, membra-
novy protein umoziujict endocytozu s molekulovou hmotnosti 600 kDa (600 000). ktery je
exprimovan v absorptivnich cpithelialnich buiikach, napfiklad v bufikach ledvinovych proximal-
nich tubuld, jak se popisuje v Moestrup a dalsi (1996) Proceedings National Academy Science
93: 8613 — 8617 Tento reeeptor je receptor LDL a vaze jak apo, tak i holoformy TC IL. Jestlize
se pouzije receptor bunééncho povrehu, maze byt imobilizovan konjugaci k povrehu, napiiklad
kulickam nebo vrstvé, nebo miize byt alternativn¢ frakee bunééné membrany obsahujici recep-
tory upravena do vacki nebo vrstev, které na povrchu vystavuji receptory.

Jestlize je ligand imobilizovany. miize byt imobilizovan naptiklad na povrchu pevné latky. napii-
klad filtracniho filmu nebo vrstvy, nebo v zahybu nebo trubici, i kdyz 2v1a$te vyhodna je imobili-
zace na casticich. napriklad mikrokulickach, které vyrabi firma Dyno Industrier ASA. Norsko.
Tyto castice mohou byt porézni nebo neporézni. a v pripadé potieby mohou byt opatieny pro-
stfedky, které umoziiuji jejich oddéleni. napfiklad zahrnutim &astic s magnetickou odezvou,
napfiklad superparamagnetickych krystalii oxidu zeleza. Tyto mikrokuli¢ky reagujici na magne-
tické pole jsou dostupné u firmy Dyno Industricr ASA stejné jako u firmy Dynal AS, Norsko,
Bang Particles, USA a Prolabo. Francie. Jestlize ma byt ligand imobilizovatelny, na rozdil od
imobilizovaného. miize to byt provedeno vazbou ligandu na &lena specifického vazebného paru
(napf. biotin/streptavidin} a pouzitim dal§iho &lenu vazebného paru, popiipadé navazaného na
substral, pro aglomeraci nebo jinou imobilizaci ligandu nebo komplexu ligand @ TC 11 nebo
ligand : holo-TC 11, pfed separaci frakce navazané na ligand od frakce nenavazané na ligand pfi
provadéni metody podle vynalezu,

Zpisob imobilizace afinitnich molekul. napfiklad protilatek a fragmentii protilatek pro separacni
ucely je v oboru dobfe znamy, a provadi se napfiklad vazbou nebo reakei higandG, popfipadé
pomoci propojovaci molekuly, k jakémukoli dobie znamému pevnému nosiéi nebo matrici, kleré
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jsou v soucasnosti bézné pouzivané nebo navrhované pro separaci nebo imobilizaci na kolonach,
a mize byt pouZito jakékoli v oboru znamé metody. Tvto pevné fdze mohou mit formu &astic,
vrstev. gell, filtrd, membran, vidken nebo kapilar nebo mikrotitracnich prouzka, trubiek nebo
desticek, jamek apod., a vhodn¢ mohou byt vyrabény ze skla. oxidu kfemicitého, latexu nebo
polymerntho materidlu. Zpisoby vazby ligandu na pevn¥ nosi¢ jsou rovnéz extrémné dobfe
znamé a Siroce popisované v literatufe.

Vazba ligandu na substrat nebo jeden clen specifického vazebného paru mize hyt provedena
pouzitim béznych zplsobi.

Zpusob podle vynalezu, jestliZe se test provadi jako kompetitivni vazebny test, bude obecné shr-
novat piidani znacené slouceniny, Klerd soutézi o vazbu na ligand, ke vzorku. Obeené bude
vyhodné pouzivat v této souvislosti znaéeny holo-TC 1I. Pouzita znacka mize byt jakakoli
znacka. kterou je mozno pfime nebo nepiimo stanovit. napiiklad chromofor {tento termin zahr-
nuje takeé {luorofor). radioaktivni znacka (obecné navazand kovalentné nebo prostiednictvim
chelatu), enzym nebo substrat enzymu, magneticka znacka apod.

Vyhodne provedeni zplsobu podic predkladancho vynalezu zahmuje

uvedeni bezbunééného vzorku télesné kapaliny do kontaktu s imobilizovanym kobalaminem
nebo jeho analogem nebo fragmentem, ktery selektivné vaze apotormy TC 11 a haptokorin

uvedeni imobitizovaného nebo imobilizovatelného higandu vazajiciho TC 11 nebo holo TC 11 do
kontaktu se zkoumanym vzorkem:

oddélent frakec navazané na ligand od frakee nenavazané na ligand:

odstépeni navazaného kobalaminu z molekul holo—TC 11 v navazané frakci a stanoveni koncent-
race uvolnéncho kobalaminu, s vyhodou pii takovém provedeni odsiépeni. Zze koneentrace uvol-
néného kobalaminu je alespoi tiikrat. s vvhodou pétkrat a jesté vyhodnéji desetkrat vyssi ne?
koncentrace holo-TC 1l v po¢ateénim vzorku.

Podstata tohoto provedeni vynalezu je oddéleni a zakoncentrovani TC Il nebo holo=TC 11, co?
umoziuje Gspésné pouziti standardnich metod stanoveni kobalaminu pit této metode. Jak je uve-
deno vyse, v nepfitomnosti takového kroku zakoncentrovani nejsou metody podle dosavadniho
stavu techniky vhodné pro stanoveni kobalaminu, protoze je pfitomen ve velini nizké koncent-
raci. Pro uvolnéni kobalaminu z holo~TC Il mohou byt pouzity jakékoli vhodné prostiedky, ale
s vyhodou se bude uvoliiovani provadét teplem nebo zménou pll okolniho prostiedi. Rizné for-
my kobalaminu mohou hyt pfevedeny na kvanokobalamin méné citlivy na svétlo pusobenim
KCN. V ramci metody podle vynalezu mohou byt pouZity jakékoli vhodné prostredky pro stano-
veni volného kobalaminu, napiiklad kompetitivni test provadény uvedenim imobilizovaného
vazebného partnera Kobalaminu do kontaktu s disociovanym Kobalaminem ze vzorku v pfi-
tomnosti znaceného ligandu, ktery s izolovanym kobalaminem soutézi o vazbu na imobilizované
vazebn¢ partnery. Vhodny maze byt napfiklad zpusob popisovany v Kuemmerk a daldi (1992)
Clin. Chem. 38: 2073 - 2077. Alternativni zpisob pro stanoveni volného kobalaminu se popisuje
v patentu US 5 451 308 a zahrnuje imunologické stanoveni.

V tomto provedeni vynalezu je vyvhodné, jestlize jsou vazebné ligandy pro TC 1T imobilizovany, a
vazou se jak na holo, tak i apo—1C II.

V alternativnim vyhodném provedeni zahrnuje testovaci zplsob podle predkladaného vynalesu
uvedeni pevného nosice s imobilizovanym vazebnym ligandem TC Il nebo holo-TC 11 do kon-
taktu se zkoumanym vzorkem a také s neimobilizovanym ligandem.,

pricemz uvedeny imobilizovany ligand je schopny vazby na TC 1l nebo holo-TC 11, na uvedeny
neimobilizovany ligand nebo na komplex uvedeného TC 11 nebo holo -TC 1 a uvedeného neimo-
bilizovaného ligandu. a wvedeny neimobilizovany ligand je schopny vazby na alespon jeden
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z uvedenych imobilizovanych ligandi, TC 11 nebo holo-TC 1T a komplexi uvedeného imobilizo-
vaného ligandu a TC Il nebo holo-TC 1I:

pricemz jestlize je tato testovaci zplisob sendvicovy test. alespori jeden z uvedenyceh ligandi je
specificky pro holo-TC 11, a jestlize je tento test kompetitivni test. uvedeny imobilizovany ligand
Je specificky pro holo-TC Il a latky, které s nim soutézi:

pficem? podil uvedeného imobilizovaného ligandu vazaného TC Il nebo holo-TC 11, uvedenym
neimobilizovanym ligandem nebo komplexy uvedeného neimobilizovaného ligandu a TC 1 nebo
holo—TC 11, je zavisla na mnozstvi holo—TC Il piitomného v uvedeném vzorku, a

uvedeny neimobilizovany ligand je schopny vytvaret piimo nebo nepiimo detekovatelny signal.
Jestlize je navazany ncbo jestlize je nenavazany:

navazana frakce se oddéli od nenavazané frakee: a

pfimo nebo nepfimo se stanovi neimobilizovany ligand navazany na imobilizovany ligand (nava-
zana frakce) nebo nenavizany a v roztoku (nenavazana frakce);

pficemz uvedeni vzorku a uvedeného neimobilizovaného ligandu s pevnym nosicem mize byt
provadéno oddélené, soutasné nebo postupné, a pokud se provadi oddélené nebo postupné, mize
byt provadéno v jakémkoli pofadi.

Alternativni vyhodné provedeni metody podle vyndlezu tedy v podstaté zahrnuje stanoveni
neimobilizovaného ligandu, ktery se piimo nebo nepfimo navizal nebo se alternativné piimo
nebo nepiimo nenavazal na imobilizovany ligand. Jestlize neimobilizovany ligand soutézi o vaz-
bu na imobilizovany ligand sholo-TC 1. vysoka hladina nenavazaného neimobilizovaného
hgandu je ukazatelem vysoké koncentrace holo-TC Il ve vzorku. a nizka hladina ncnavazaného
neimobilizovaného ligandu je ukazatelem nizké koncentrace holo—1'C 11 ve vzorku. Jestlize se
neimobilizovany ligand vaze na TC Il nebo holo-TC 11, ktery s¢ zase vaze na imobilizovany
ligand, potom je vysoka hladina navazaného neimobilizovaného ligandu ukazatclem vysoké kon-
centrace holo~TC [l ve vzorku a nizka hladina navazan¢ho neimobilizovaného ligandu je ukaza-
telem nizké koncentrace holo-TC II v¢ vzorku.

P’ti metodé podie predkladaného vynalezu se proto stanovuje metabolicky aktivni zasoba (pool)
kobalaminu méfenim koncentrace komplexu holo—TC [l nebo méfenim mnozstvi kobalaminu
navazancho na melckuly TC 1 pritomné v télesném vzorku, ktery obsahuje smés jak apo. tak i
holo-TC [l a ape a holo-HC (haptokorin nebo 1'C [ a I11).

Predbézny krok separace se miize provadét pouzitim imobilizovaného kobalaminu nebo analogu
nebo fragmentu Kobalaminu, ktery se scicktivng vaze na apoformy jak TC 11, tak i haptokorinu
(HC). V takovém piedbéiném kroku se navazou imobilizovanym kobalaminem, jeho analogem
nebo fragmentem aporformy proteint TC L a HC, a oddéli se od komplext holo—1C 11 a holo-
HC.

V tomto pfipadé probiha analyza oddélenych holoforem TC 11 podle jakéhokoli provedeni vyna-
lezu tak, jak bylo popsano vyse, ale je ziejmé, Ze je uziteéngjsi. jestlize stanoveni komplexu
holo-1C 11 probiha jinak nez disociaci komplexu a naslednym stanovenim uvolnéného kobal-
aminu. Odbornikim v oboru bude zicjmé, ze jestlize pfed uvedenym alternativnim vyhodnym
provedenim piedchazi takovy predbézny krok. pozadavek na specificitu alespoii jednoho ligandu
sendvitoveho testu pro holo-TC I proti TC [l a poZadavek na specificitu imobilizovaného
ligandu v kompetitivnim testu pro holo-TC I[ a s nim soutézici latky proti TC IT jiz neni rele-
vantni, protoze apoforma TC [l jiz byla zachycena a neni jiz dostupna. Imobilizované nebo
neimobilizované ligandy mohou byt tedy specifické pro holo—TC Il nebo TC Il nebo s nimi sou-
t€zici latky.

Imobilizovany kobalamin by nemé¢l mit jakoukoli vyznamnou tendenci k disociaci od svého nosi-
Ce, protoze to by mohlo véstk vazhé apo TC 11 a jeho transformaci na holo-TC 11, Biotinylovany
kobalamin se velmi stabilné vaze na pevny povrch s navizanym avidinem/streptavidinem a nava-
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zani kobalaminu na nosi¢ timto zptisobem je pro provedeni tohoto kroku vhodné. Ve skuteénosti.
Jestlize s¢ pouziva biotinylovany kobatamin, mize byt pridan do analyzovanéhe vzorku v neimo-
bilizované formé, jestlize se vaze na apoformy TC Il a HC. Vzorek potom miize byt uveden do
kontaktu s pevnym povrchem obsahujicim imobilizovaného vazebného partnera. pro piiklad bio-
tinu avidin. Vytvori s¢ komplex avidin — biotinylovany kobalamin - TC 11, ktery miZe byt snad-
no ze vzorku izolovan.

V jednom provedeni vynalezu, jestlize probiha tento predbézny separaéni krok. zasoba holo-
TC I je v podstaté stanovena piivedenim vzorku do kontaktu s imobilizovanym ligandem 1C 1,
ktery zachyti komplex holo-TC I a ponechad haptokorin v roztoku. a potom uvedenim imobihzo-
van¢ho hoto TC 11 de kontaktu s druhym ligandem TC [l. ktery je znateny a tim detekovatelny.
Ptiklady vhodnych vazebnych liganda TC I by byly nepfekryvajici s¢ monoklonalni protilatky
nebo samoziejmé polyklonalni protilitka specificka pro TC II, které by byly v tomto provedeni
vhodne jak pro zachyceni. tak i detekei, protoze jsou na molekulich TC Il rozpoznavany riizné
epitopy.

V daldim provedeni vynalezu, kde probiha tento krok predbéiné separace, soutézi molekuly
holo=TC 1 se znacenym neimobilizovanym ligandem o vazbu na imobilizovany ligand, a mnoz-
stvi holo-TC 11 je vypocteno ve vztahu k mnoZstvi znaceného neimobilizovaného ligandu nava-
zancho nebo nenavazaného na imobilizovany ligand.

Ve vyhodném provedent. v predbézném separacnim kroku. probiha vazba apo TC Il a apo HC na
kobalamin, jcho fragmenty nebo analogy. na takovém misté ncbo takovym zplisobem, ze dojde
k inhibici nasledného rozpoznani a vazby TC |1 na imobilizovany kobalamin neimobilizovanym
ligandem nebo vazebnym partnerem TC 11 V tomto provedeni neni nutné izolovat od navéza-
nych apotorem holo TC Il a holo-11C pred provedenim testu padle vyndlezu. V tomto provedeni
Je velmi dilezité misto, proti kterému je neimobilizovany vazebny partner nebo ligand zaméfen.
a m&lo by jit o epitop na TC II. ktery se stanc maskovany nebo zastinény nebo jinak nedostupny
pro vazbu, jestlize dojde k imobilizaci apo—TC Il a apo-HC na kobalamin, jeho analog nebo
fragment.

PFi zafazeni piedbézncho kroku pocatedni separace vyuzivajiciho imobilizovaného kobalaminu,
Jeho analogii nebo fragmenti, neni aplnd separace. tj. separace veskerych proteind apo a holo TC
I1 ze vzorku pozadavkem metody a staci, jestlize s¢ od vzorhu oddéh frakee. Klera obsahuje ales-
pert Cast pozadované _podmnoziny proteint TC [17,

V nekteryeh provedenich mohou byt tedy vazebni partneii nebo ligandy a vazebné podminky
voleny tak. aby bylo dosazeno oddéleni v podstaté veskeré zvolené _podmnoziny™. V tomto pri-
padé muze byt nenavazana frakce povazovina za v podstaté prostou proteinit 1C 11 nebo holo-
TC 1L t). z alespon 80 %, 90 % nebo 95 % prostou bud” TC 11, nebo holo-TC (I, v zavislosti na
tom, kiera sloZka je zvolena jako zakiad pro frakcionaci.

V alternativnich provedenich jsou vazebni partner a podminky reakce voleny tak. aby se do
frakce oddélila pouze cast proteind TC Il ve vzorku, V tomto piipadé by méla byt vénovana
pozornost Caste¢nemu oddéleni pfi konstrukei standardni kalibracni kiivky pro test. V tomto
ohledu je vytvofeni standardni kalibraéni kiivky, pedie které je mozno uréit koncentraci deteko-
vancho proteinu holo TC 11, standardni technikou dobie znamou v oboru.

Pri kroku frakcionace, jestlize se pouzivd ligand vazajici TC 11, bude umisténa alespon éast
kobalaminu navézaného TC [I v navazané frakci. a jakykoli kobalamin pfitomny ve vzorku,
navazany na molekuly jin¢ nez 1€ (L. naptiklad HC nebo albuminu, budou v nenavazanyeh (tj.
neseparovanych) frakei nebo frakeich. TC Il v navazané frakei milze byt bud apo . nebo holo-
forma a mdze byt v komplexu s latkami podobnymi kobalaminu nebo jeho analogy navic ke
kobalaminu.




20

fae)
s

20

3

43

50

CZ 298310 B6

V pfipadé potieby mize zahmovat zpisob podle vyndlezu dal3i krok predbézné separace, pri
kterém sc vzorek uvede do kontaktu s imobilizovanym nebo imobilizovatelnym specifickym
vazgbnym ligandem pro haptokorin (v apo a holoformach nebo v samotné holoformé). Timto
zpisobem mize byt snizen piispévek k chybam pii uréeni kobalaminu navazaného na TC I
pochazejicim z holo-HC a mohou byt pouzity specifické vazebné ligandy pro TC 1T nebo holo-
TC 11, které maji ur¢itou vazebnou afinitu pro haptokoriny.

Jinymi slovy. jak je uvedeno vyse. protoze koncentrace TC 11 jak v apoformé, tak i v holoformé
Je v séru velmi nizka, jsou pro funkei vynalesu nesbytné ligandy pro vazebni partnefi se zvlasté
vysokou specificitou a afinitou,

Afinitn{ konstanty pozadované u ligandii podle predkladaného vynalezu také zavisi na tom, zda je
ligand specificky pro TC 1 nebo holo=TC 11 a také na jeho pouziti jako zachycovaciho nebo
detekéniho tigandu, protoze koncentrace TC 11 v séru je priblizng 0.5 az 1 nM. ale koncentrace
holo-TC 11 je pouze 35 az 160 pM. Pro zachycovaci ligand TC 11 je tedy Zzadouci afinitni kon-
stanta alespoi 10°M ', s vyhodou vvisi nez 2 x 10°M | a vyhodngji 10""M ' Pro zachycovaci
ligand holo=TC 11 je Zidouci afinitni konstanta alespont 10"M ' s vyhodou 2 x 10'°M ', vyhod-
n&ji vy$sinez 2 x 10"M ' a nejvyhodnéji vyssi nez 10'M Je jasne, 7e afinitni konstanta nutna
pro detekeni vazebnou latku muze byt nizsi nez afinitni konstanta pro vazebny ligand. coz Je
zpasobeno koncentraénim efektem tohoto testu.

Stupen zkfizené reaktivity vazebncho ligandu holo—TC (I nebo TC 115 HC by mél byt s vyhodou
nizsi nez 1 %, vyhodngji mezi 0.1 % a 1 % a nejvvhodnéji méné nez 0.1 %. Podobné vazchny
ligand holo TC [l by nemél mit s vyhodou stupen zkiizené reaktivity s apo—TC Il vy$si nez 1 %,
vyhodnéji mezi 0,1 % a 1 % a nejvyhodnéji by méla byt zkfizena reaktivita nizsi nez 0.1 %.

Pouzitim ligandi s takto vysokou afinitou piesahuje jejich funkce jednoduchou funkei jako
vazebnych a/nebo detekénich ligand, a tyto ligandy maji kli¢ovou Glohu pfi schopnosti separace
a 7akoneentrovani proteinu TC 11 ze vzorku pro analyzu, Vazebné ligandy pro TC [l nebo holo—
TC 1T by mély s vyhodou ligand zakoncentrovat alespoi trojnasobné, vyhodnéji pétinasabné a
Jesté vvhodngji alespon desetinasobna.

V- dalsim provedeni testovaci metody. ktera je pFibuzngjsi vyiésitovaci metodé nez kompetitivni
metode, se vzorek obsahujici komplex holo-TC Il privede do kontaktu s pevnou fazi, na kterou je
navazan cnaceny ligand rozpoznavajici stejnd vazebna mista na imobilizovanyeh ligandech jako
holo=TC I1. Holo-TC 11 ve vzorku soutézi s navazanym znacenym ligandem o mista. takze po
ckvilibraci systému je pfimo dméry vztah meei mnozstvim znadencho ligandu vytésnéného
z pevncho nosice a detekovatelného v roztoku a mnozstvim holo-TC 11 pfitomného v plivodnim
vzorku. Znaéeny ligand mize byt detckovan piimo nebo nepiimo a miize byt stanoven Jako
mnozstvi znaCeného ligandu navizaného nebo nenavazaného na pevny nosic, vidy podle
potreby. Dasledek tohoto provedeni je, e neimobilizovany ligand popisovany dfive se navaze na
imobilizovany ligand pfed nanesenim vzorku. ale nemélo by to znamenat. ze ligand je jakymkoli
zplisobem imobilizovan.

Dali vyhodné provedeni zahrnuje uvedeni vzorku obsahujiciho holo-TC [l do kontaktu s pev-
nym nosicem, na kterém je imobilizovan holo- TC 11, a znagenou neimobilizovanou latkou speci-
ficky vazajici holo-TC 1. Volny holo=TC 11 ve vzorku a imobilizovany holo=TC 1 soutézi o
vazbu se znacenym neimobilizovanym ligandem a stanoveni znageného ligandu navazaného na
pevnou fazi nebo zbyvajiciho v roztoku umozZni vypoéet koncentrace holo—TC 11, Ve zvlaste
vyhodném provedeni predkladaného vyndlezu je znatenym neimobilizovanym ligandem vazaji-
cim holo-TC Il protilatka.

V jeste dalSim provedeni se privede vzorek obsahujici analyt. ktery se stanovuje. do kontaktu se
enacenym holo-TC 11 a imobilizovanym ligandem. Znaceny a neznadeny holo-TC Il soutéZi o
vazbu na imobilizovany ligand a po dosazeni ekvilibrace j¢ mnozstvi znadeného holo-TC 1.
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navazaného na imobilizovany ligand, nepfimo dmérné mnozstvi holo-TC 1 ve vzorku. o ktery se
zajimame. Znaceny holo-TC 1T mize byt opét detekovan piimo nebo nepfimo a miize byt stano-
ven jako mnozstvi holo—TC Il navazaného nebo nenavazaného na pevny nosic podle potieby.

V dalsim provedeni predkladaného vynalezu se neimobilizovany. ale imobilizovatelny ligand
specificky pro komplex holo—TC 1f (napiiklad ligand konjugovany s biotinem nebo jinym ¢lenem
specifickcho vazebneho paru) privede do kontaktu se vzorkem za vytvofeni komplexu holo-TC
[/neimobilizovany ligand. Komplex ligand/holo TC 1l mize byt potom z roztoku vysrazen pou-
zitim znamych prostedki a izolovan pro analyzu.

V jesté dalsim provedeni vyndlezu se ke vzorku piidaji dva znaceni vazebni partnefi. popfipadé
po predbéznem kroku jako je odstranéni apoforem TC 1l a HC ze vzorku. Vazebni parmeii jsou
v tomto pripad¢ oznaceny holo-TC Il nebo jeho analog nebo [ragment a jejich znadeny vazebny
partner, napfiklad znacend protilatka. V tomto provedeni se detekovatelny signal vytvaii pouze zc
znatek. kter€ Jsou ve vzajemné 1&sné blizkosti, tj. jestlize se dva znadeni vazebni partnefi na sebe
navazou. Navic ke vzorku se tedy zna¢eny vazebny partner pro holo-TC Il mize navazal bud na
neznaceny holo=TC (I pitonny ve vzorku, pFicem v tomto piipadé sc nevytvori zadny deteko-
vany signal. nebo na znaéeny holo TC 11 nebo jeho analog, fragment nebo variantu, ktery se vaze
na znacencho vazebného partnera TC Il pficem? v tomto pripadé se detekovatelny signal
vyIvori.

Pro zafazeni do tohoto provedeni jsou vhodné znacici ldtky jako jsou testy Amersham scin-
tillation proximity assays. popisované v patentu US 4 368 649, které umozni vysokou citlivost
této metody a jsou vhodné pro testy. kde je analyt pritomen v takto nizké koncentraci. 1'ak napfi-
klad jeden clen vazebného paru by mohl byt oznagen 3-emitujicim nuklidem jako je 1" nebo 1
a druhy ¢elen je oznacen vhodnou scintilaéni molekulou. Emitované éastice B ziraceji energii
v obklopujicim vodném prostiedi, pokud neni scintilaéni latka ve vedilenosti mensi nez 1.5 pum.
coz vyzaduje vzdjemnou vazbu obou znacenych partnerd pro vznik detckovatelného signalu,
Pravdépodobnost vazby dvou znadenych partnerd navzajem je uréovana koncentraci holo-TC II
pritomneho ve vzorku, takze ¢im vy$Si signal se vytvafi, tim nizsi je koncentrace holo=TC 11 ve
vzorku.

Jak sc zde pouZiva, terminy .stanoveni™ nebo .zisténi™ zahrnuji jak kvantifikaci ve smyslu zis-
kani absolutni hodnoty mnozstvi nebo koncentrace holo-TC 11 nebo kobalaminu navizaného na
TC T ve vzorku, a také semikvantitativai a kvalitativni zjistovani nebo stanoveni. Miige byt zis-
kan index, pomér. procento nebo podobny ukazatel hladiny nebo mnozstvi kobalaminu navaza-
neho na TC 1, napiiklad relativni k celkovému mnozstvi kobalaminu,

Telesny vzorek pouzivany v testovaci metodé podle predkladaného vynalesu mize byt Jjakykoli
vzorek s obsahem kobalaminu, napfiklad télesna tekutina nebo vzorek tkané nebo suspenze atd.
S vyhodou viak bude veorek télesna tekutina. napiiklad semenna tekuting, cerebrospinalni teku-
tina nebo amnioticka tekutina, ale obecné bude vzorek odvozeny z krve. Jestlize tomu tak Je.
veorek pouzity pro analyzu je s vyhodou bezbunéény. napfiklad mize byt pouzito sérum nebo
plazma. Vzorek miZe byt pred pouzitim pfi testovaci metodé zpracovan, napiiklad miize byt
zfedén pridavkem pufru nebo jiného vodného média a maze byt pred analyzou skladovan nebo
uchovivan napiiklad 7a chlazeni nebo mrazeni.

Pfi provadéni predkladancho vynalesu, jestlize se navazana frakee oddéluje od nenavizané
frakce, miize byt tato operace provadéna jakymkoli vhodnym zplsobem, napfiklad srazenini.
centrifugaci. filtraci. chromatografickymi zpiisoby apod.

Aby nevenikaly pochybnosti, termin . kobalamin™ se zde pouziva jako synonymum s terminem
~vitamin B> a zahmuje viechny formy vitaminu B, (kyanokobalamin: $,6-dimethylbenzimida-
zolylkyanokobamid: methylkobalamin: 3'~deoxyadenosylkobalamin). které se mohou vyskytovat
a jsou metabolicky aktivni (pfi vhodné prezentaciy v organizmu.
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Jak je uvedeno vyse, pfi zplisobu podle vynalezu mize byt stanoveni kobalaminu navazaného na
TC provadéno detekei ligandu navazaného na oddéleny holo—TC 11. nebo provedenim kompeti-
tivniho testu s pouzitim znafeného kompetitora vici holo-TC 1L, pii kterém holo-TC 1l soutézi
s timto znaCenym kompetitorem o vazbu na jcho znaceny ligand. nebo detekei kobalaminu uvol-
nén¢ho ze separovaného holo—TC II.

Detekovatelny ligand muze byt pohodlné oznacen jakymkoli vhodnym zptisobem. napiiklad
znackou vytvafejici signal, ktery mize byt stanoven napiiklad luminiscenci. chemiluminiscenc,
kolorimetrickym testem. f{luorescenci. radioaktivné ncbo pomoci enzymatické aktivity. P
metodé podle vynalezu mize byt ve skuteenosti pouzito jakékoli oznaceni znamé v oboru posky-
tujici signal.

Jako piiklady je mozno uvést nékteré vhodné priklady barevnych nebo fluorescencnich slouce-
nin, které mohou byt pouzity pro znaceni vazebného ligandu tak, aby byla umoznéna v ramci
predlozeného vyndlezu detekce: antrachinony, azobarviva, azinovd barviva jako jsou oxaziny a
thiaziny, triaziny. v pfirodé se vyskytujici pigmenty jako jsou porfyriny. fykobiliproteiny, véetné
fykoerythinii a fykochaninG, chlorofyly a jejich analogy a derivaty. karotenoidy. akrinidiny.
xantheny vectné fluoresceinii a rhodamind, indigova barviva, thioxantheny. kumariny, poly-
methiny véetné di- a triarylmethini a jejich derivati, nebo ftalocyaniny a kovové flalocyaniny.

Padobné je mozno jako znatku vytvafejici signal v &asti reakéniho Cinidla pouzit v rAmei pied-
kiddaného vynalezu Siroké rozmezi radioaktivnich sloucenin. napfiklad slouteniny znadené
Jodem 125,

Alternativné mohou byt vazebné ligandy konjugovény s piirednimi nebo syntetickymi slouceni-
nami. které mohou produkovat chemiluminiscencni signal, ktery miZe byt znamym zpisobem
7iistovan (Cormier, M. J. a dalsi; Chemiluminiscence a Bioluminiscence, Plenum Press, New
York 1973). Mezi vhodné chemiluminiscenéni slouéeniny patfi luciferin, estery kyscliny $tave-
love, 1.2 dioxethan, luminol nebo jeho derivaty, ale moiné slouceniny nejsou na uvedené pii-
klady omezeny. Pokud to bude vhodné. mohou byt pro ziskdni chemiluminiscencniho signalu
z molckul produkujicich signal pouzity naptiklad peroxid vodiku, enzymy. naptiklad luciferdza
nebo dalsi chemicka ¢inidla.

Silné aniontové molekuly vytvarcjici signal nemusi byt pfi metodé podle predkladaného vvnalezu
vyhodné, protoze maji sklon vazat na sérové proteiny, jako je lidsky sérovy albumin (HSA), které
mohu byt pfitomny ve vzorku. Zvlaste vhodné priklady. které mohou byt pouzity. jsou fluores-
ceinisothiokyanat. rhodamin B nebo (N-hydroxysukcinimidester) kyseliny N -(resorufin—4-kar-
bonyl)piperidin—4—karboxylové nebo resolatky.

Podle jednoho provedeni metody podle vynalezu mize byt frakee obsahujici alespoi ¢ast TC 11
oddélena od vzorku telesné tekutiny reakei télesné tekutiny s vazebnym ligandem specifickym
pro TC 1T a potom oddélenim frakce navazané na TC 1l od zbytku vzorku, ¢imz se cilovy analyt
ve vzorku izoluje a zakoncentruje. V jednom provedeni vynalezu miZe byt pro stanoveni kom-
plexu TC [l-kobalamin, pfitomného v oddélené navizané frakei. pouzit detekovatelny vazebny
ligand proti holo-TC 11. Holo=TC 1T vazebny ligand miize byt priveden do kontaktu s testovanym
vzorkem pred, soucasné nebo po kontaktu s vazebnym ligandem TC OO a pied nebo po oddéleni
frakee navazané na 1'C Il od zbytku vzorku.

Odpovidajicim zpisobem maze byt od zbytku vzorku oddélena frakce ohsahujici kobalamin
(naptiklad obsahujici holo="TC 1l a holo HC) reakei testované 1¢lesné tekutiny s imobilizovanym
nebo navazanym kobalaminem neb jeho analogem nebo fragmentem. ktery vaze apo-TC 1l a
apo-HC. a oddélenim od navazané frakce zbythu vzorku s obsahem holo-TC 11 a holo—HC.
Detekovatelny vazebny ligand TC 1l mize byt potom pouzit pro detekei komplexu TC 11-
kobalamin, pfitomného v oddélené frakei. Detekovatelny vazebny ligand TC 11 miZe byt pive-
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den do kontaktu s testovanym vzorkem ped, soucasné s nebo po kontaktu s navazanym kobal-
aminem a pfed nebo po oddéleni navazané frakee od zbytku vzorku.

V nékterych provedenich mohou byt imobilizované ligandy pro jednu ncho daldi slozky kom-
plexd apo a/nebo holo TC IIVHC uspofadany do kolony. Télesna tekutina obsahujici komplex TC
[l — kobalamin mize byt nanesena na kolonu a pfivedena do kontaktu s vazebnym ligandem nebo
ligandy. Kolona miZe byt proplachovana nebo promyvana a mize byt pouzit eluent v pfipad¢
potteby pro uvolnéni navazané frakce z kolony a jeji jimani.

Jestlize maji byt analyzovany slozky nenavazané frakce popiipadé spolu s dalsimi stozkami,
kolona by méla byt s ohledem na dalsi slozky promyta pufrem nebo médiem pouzitim kalibro-
vané mikropipety pro zajisiéni presného znamého objemu nanesené a jimané tekutiny. Naneseny
objem je s vyhodou do 3 % pozadovaného (tj. kalibraéniho) objemu. vyhodnéji 1 nebo 2 %.
Podobné, jestlize se ma analyzovana frakce z kolony pied detekei uvolnit. eluent pouzity pro

uvolnéni komplexu by mél byt nanaSen pouzitim kalibrované mikropipety.

V alternativnim provedeni mohou byt vazebné ligandy pouzité pro separaci frakce vzorku imobi-
lizovany na pevné fazi nosice ve formé Castic, napiiklad latexovych nebo polymerovych kulic-
kach. Aby byla usnadnéna manipulace a separace. mohou byt samoziejmé ve vyvhodném prove-
deni predkladancho vynalezu pouzity magnetické kuli¢ky. Termin .magneticky™, jak se zde pou-
Ziva. znamena, Ze nosic je schopen pfi vlozeni do magnetického pole ziskat magneticky moment.
Jinymi slovy, nosi¢ obsahujici magnetické &dstice mize byt snadno odstranén shromazdénim
v magnetickem poli, coZ poskytne rychlou, jednoduchou a (&innou cestu pro oddéleni frakei po
navazani ligandu.

Pouzitim metody podle vynilezu mohou byt tedy magnetické ¢astice s navazanym komplexem
TX II - kobalamin odstranény na vhodny povrch pouzitim magnetického pole, naptiklad pouzi-
tim permanentniho magnetu. Obvykle dostacuje prilozit magnet na stranu nadoby obsahujici
smés vzorku, aby bylo dosazeno seskupeni Castic u stény nadoby a jejich izotace pro dalsi ana-
lyzu,

Zvlasté vwhodné jsou superparamagnetické ¢astice, napiiklad astice popisované Sintefem v EP—
2 N =
A 106873, protoze je mozno zabranit magnetické agreeaci a tvorbé shiuk( ¢astic pii reakei. Pro
- b b .
pouziti v ramei predkladaného vynalezu mohou byt zvlasté vhodné znamé magnetické kulicky
vyrabéné firmou Bang Practicles (USA).

PH provadeéni testovaci metody podle vynalezu budou také obeené kromé zkoumanych vzorka
testovany kalibraéni vzorky se znamym obsahem komplexu holo-TC I1. Tato stanoveni mohou
byt pouzita pro vyneseni kalibra¢ni kfivky. ze které mize byt uréen obsah kobalaminu naviza-
n¢ho na TC 11 pritomného v testovaném vzorku. Povaha kalibracnich vzorki a volba faktori pro
prevadéni nebo nastaveni pii stanoveni komplexu holo TC 11 se mize lisit napfiklad v zavislosti
na konkrétnich pfi vazb¢ pouzitych ligandech a krocich scparace pii testu a jinych znacich
metody, které ovliviuji vazbu a odd¢lovani ze vzorku, jako jsou naptiklad slozeni pufru, pod-
minky testu apod. Typicky budou mit kalibraéni vzorky obsah holo-1C 11 0 az 300 pmol/l. Refe-
renéni rozmezi, uvniti kterého se budou obecné pohybovatl nalezené hodnoty pro kobalamin
navazany na TC 11, bude 30 az 160 pmol/.

Kalibragni standard holo—TC Il maze byt typicky lidsky. pfirodni ncbo rekombinantni holo-TC
I Pouziti holo-TC jako kalibratoru v testech holo TC 11 je nové a tvoii dalsi provedeni vyna-
lezu.

Z je81€ dalsiho hlediska poskytuje vynalez kit pro diagnosticky test podle predkladancho vyna-
lezu, pficem? tento kit obsahuje:

imobilizovany ncho imobilizovatelny specificky vazebny ligand pro TC Il nebo holo—TC I;
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s vyhodou roztok holo-TC [l znamé koncentrace a vyhodnéji sadu takovych roztoki s urlitym
rozmezim koneentraci komplexu holo-TC [I;

popfipadé¢ uvolnovaci €inidlo pro uvolnéni kebalaminu od holo—TC 11: a

popfipadé¢ znaceny ligand.

h

Testovaci zpisob podle vynalezu uréuje metabolicky aktivni zasobu (pool) kobalaminu stanove-

nim komplexu holo-TC Il nebo izolaci komplexu holo- TC 11 a potom stanovenim s timto kom-

plexem spojencho kobalaminu pred nebo po nastupu klinickych projevii této deficience. Testo-

vaci metoda muze byt s vyhodou pouita pred nastupem pfiznaki, protoze ma piesnou predpovi-
1o daci hodnotu negativni rovnovahy kobalaminu.

Predkladany vynélez bude nyni ilustrovan na nasledujicich ncomezujicich prikladech a vykre-
sech.

Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1 je standardni kiivka pro holo=TC 11;

obr. 2 je vyneseni ukazujici vztah mezi celkovou koncentraci kobalaminu v séru a koncentraci
20 holo TCII; a

obr. 3 je vyneseni ukazujici vztah mezi celkovou koncentraci kobalaminu v séru a koncentraci
holo HC.

[ =]
L

Priklady provedeni vynalezu

Piklad 1

30 Kalikvolu séra (100 az 500 pl) se prida nadbytek biotinylovaného kobalaminu tak. aby s¢ navé-
zal veskery apo-TC 1l a apo-1IC. Po inkubaci 10 min se na vzorek séra pasobi magnetickymi
casticemi potazenymi avidinem 10 min. Castice se ponechaji sedimentovat uzitim silného mag-
netu. Supernatant se oddéli a smisi se dvéma m,prn,]\ryvzmuml se monoklonalnimi protilatkami
anti=TC [1, pficem? jedna je radioaktivng znacena 1'” a druhd je Konjugovana s biotinem. Po

35 10 min se ptidaji magnctizovatelné ¢astice potazené avidinem a ponechaji se vazat na biotinylo-
vane addukty 10 minut. Potom se provede sedimentace Gastic silnym magnetem a promyti PBS.
Zméefi se radioaktivita a koncentrace holo TC Il se stanovi interpolaci na standardni kfivee.

40 Priklad 2

Stejnym 7pu<;0bun Jako v pfikladu 1. ale s odstranénym apo-TC 1L, s¢ sérum smisi s peviym

mnozstvim ' znaceného holo-1C 1l a omezenym mnoZstvim protilatky anti-TC 11 imobilizo-

vane na mdgnf.tlzovatelnyah Casticich. Po inkubaci 15 min se provede sedimentace Gastic pouzi-
45 tim silného magnetu. Castice se promyji PBS a méfi sc radioaktivita.

Piklad 3

Kobalamin se imobilizuje na magnetizovatelné mikrogastice. napiiklad kovalentni vazbou nebo
0 pouzitim vazby biotin{streptjavidin. Typicky se magnetizovatelné mikrokulicky potazené strep-
tavidinem inkubuji s 1 uM biotinylovanym kobalaminem 30 min pii laboratorni teploté a v tem-
nu. Kulicky se usadi pomoci magnetu, dvakrat promyji PBS a resuspenduji v 1% koncentraci
v PBS + 5 mg/ml HSA. K alikvotu séra (100 az 500 ul) se piida stejny objem PRS a 1/10 objemu
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magnetizovatelnych mikrokuli¢ek potazenych kobalaminem. Smés se inkubuje 30 min pfi labora-
torni teploté v temnu, aby s¢ navazal veskery apoTCIl a apoHC. Castice se ponechaji sedimen-
tovat pomoci magnetu a supernatant s¢ odd¢li a smisi se s nepickryvajicimi se monoklondlnimi
protilatkami proti lidskému TC 1I. jednou radioaktivné znacenou I'”* a druhou konjugovanou
s biotinem. Po 10 min se pfidaji (strept)avidinem potazené magnetizované mikrokulicky a pone-
chaji se vazat biotinylované addukty po dobu 10 min. Potom s¢ provede sedimentace Castic
magnetem a promyti PBS. Radioaktivita se méfi a koncentrace holo—TC Il se stanovi interpolaci
na standardni kiivce.

Ptiklad 4

Provedeni je stejn¢ jako v prikladu 3. ale nadbytek biotinylovaného kobalaminu se prida primo
ke vzorku séra + PBS. aby se navazal veskery apoTCII a apoHC. Po inkubaci 10 min se na vzo-
rek séra plsobi (streptiavidinem potazenymi magnetizovatelnymi mikrokulickami 30 minut pii
laboratorni teploté v temnu.

Priklad 5

Kraliei protilatka specificka pro lidsky TC 1l se zdanlivou vazebnou konstantou =5 x 10" M '
byla imobilizovana na magnetizovatelnych mikrokuli¢kach o priméru 1 pm potazenveh kozi
protikralici 1gG  protilatkou (Indica Diagnostics). Vzorky séra po 400l od kazdého 2
49 zdravych dobrovolnikii se smichaji se stejnym objemem PBS a 40 ul imobilizované protilatky
(1 %). Smési byly udrzovany pii laboratorni teploté v temnu | h a potom byla provedena sedi-
mentace mikrogastic pouZitim magnetu. Srazeniny byly jednou promyty ledovym promyvacim
pufrem (I’BS plus 0.02% Tween 20) a potom byly resuspendovany v 50 il 50mM dithiothreitolu,
0.001% kyanidu draseln¢ho a pevnym mnozstvim latky 57Co-CN-Cobalamin (Amersham) ve
fosfatovém pufru, pH 7.5. Smés byla ponechana stat 30 min pfi laboratorni teploté a potom bylo
pridano 25 pl 0.5M hydroxidu sodného a o 15 min pozdéji 300 pl vnitiniho vektoru imobilizova-
ného na dextranu (dostatedné mnozstvi pro navazani 50 % stopovaci latky) v boratovém pufru,
pH 8.6. Po T h pii laboratorni teplotd v temnu byly vzorky centrifugovany pii 1000 ¢ a 4 °C
10 min, supernatanty byly opatrné odstranény a sedimenty byly pocitany na pfistroji Packard
Riastar. Koncentrace kobalaminu navazaného na TC 11 byla zjistovana sc standardni kfivky
zkonstruované pomoci osmi kalibratord (0 az 500 pM holo-TC 11), které byly zpracovany stej-
nym zptsobem jako vzorky. Bylo také analyzovana 37 vzorkil séra s ohledem na celkové mnoz-
stvi kobalaminu v séru pouzitim testu Abbot [Mx B12.

Standardni kfivka pro holo-1C Il je ukazana na obr. | a vztah mesi celkovou koncentraci
kobalaminu v séru a koncentracemi holo- TC 11 u 37 zdravyeh dobrovolniki je ukazan na obr. 2.
Je ziejmé. 7e korelace je nizka. s hodnotou koeficientu r* = 0,50. Naopak korelace mezi koncent-
raci holoHC a celkovou koneentraci kobalaminu v séru je vysoka, 1 — 0,96 (obr. 3}, Primérma
koncentrace holoTC pro 49 zdravych dobrovolnikii byla 64 + 28 pM a 93% referenéni rozmezi je
23 a7 127 pM.

U testu je hodnota CV 10 %. analyticka citlivost (0 kalibrator — 3 standardni odchylky) nizi
nez 10 pM a nedochazi ke zkfizené reakei s haptokorinem.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stanoveni kobalaminu navazaného na transkobalamin [[, TC 1L, v télesném vzorku,
vyznadujici se tim, 7e se bezbunéény vzorek télesné kapaliny pfivede do kontakiu
s imobilizovanym kobalaminem nebo jeho analogem nebo fragmentem, kiery selektivné vaze
apoformy TC 11 a haptokorin, a potom s¢ tento vzorek privede do kontaktu s imobilizovanym
nebo imobilizovatelnym specifickym vazebnym ligandem pro TC 11 nebo pro TC 11 navazany na
kobalamin, (holo—TC 1), frakce navizana na ligand se oddéli od frakce nenaviazané na ligand a
méri se obsah holo—TC 1l ncho kobalaminu navazaného na TC 1T ve vzorku.

2. Zposob stanoveni podle naroku 1. vyzmadujici se tim, Ze specificky vazchny
ligand se voli ze skupiny zahrnujici polyklonalni ncbo monoklondlni protilatku, fragment proti-
latky. polypeptid, oligopeptid, malou organickou molekulu, specifickou vazebnou molekulu zvo-
lenou ze shirky kombina¢ni chemic nebo shirky prezentované fagem. specifickou vazebnou sck-
venel DNA nebo RNA nebo receptor bunééného povrchu,

3. Zposob stanoveni podle néktereho z naroki I nebo 2, vyznadujici se tim, ze speci-
ficky vazebny ligand ma vysoky stupen selektivity a specilicity vzhledem K TC [I a ma nizkou
afinitu vzhledem k jinym proteintim TC, bud’ v apo—, nebo holoformé, nebo jinym proteiniim
vazajicim kobalamin,

4. 7pisob stanoveni podle nékterého z narokii | az 3, vyznacujici se tim,Z7e kobal-
amin se uvoliuje z molekul holo=TC Il zménou teploty nebo pH ckolniho prosted:.

5. Zpusob stanoveni podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze uvolnény kobalamin se
stanovuje kompetitiviiim testem provadénym uvedenim do kontaktu imobilizovaného vazebného
partnera pro kobalamin s disociovanym kebalaminem vzorku v piitomnosti zna¢eného ligandu,
ktery soutézi s izolovanym kobalaminem o vazbu na imobilizované vazebné partnery.

6. Zplsob stanoveni podle nékterého z ndroki faz5, vyznacéujici se tim. 7e zahrnuje
uvedeni pevacho nosice, ktery ma na sob¢ imobilizovany vazebny ligand pro TC I nebo holo
TC 11, do kontaktu se zkoumanym vzorkem a rovné7 s neimobilizovanym ligandem,

pficemZ tento imobilizovany ligand je schopny véazat se na TC Il nebo holo-TC 11, na neimobili-
zovany ligand nebo na komplexy TC 1l nebo holo-TC II a neimobilizovaného ligandu, a kde
neimobilizovany ligand je schopen vazat se na alespon jeden z imobilizovanych ligandd. '1C [l
nebo holo—TC 11 a komplexy tohoto imobilizovaného ligandu a TC 11 nebo holo TC II;

pficemnz jestlize je tato testovaci metoda sendvi¢ového typu, alespoi jeden z ligandi je specificky
pro holo-TC II. a jestlize je test kompetitivhiho typu, imobilizovany ligand je specificky pro
hoto TC 1l a jeho kompetitory:

pficemz podil imobilizovaného ligandu vazaného TC Il nebo holo—TC 11, neimobilizovanym
ligandem nebo komplexy neimobilizovaného ligandu a TC 1l nebo holo-TC 1l je zavisly na
mnozstvi holo-TC 11 ptitomného ve vzorku, a

ncimobilizovany ligand je schopny vytvafet v navazaném nebo nenavazaném stavu pfimo nebo
nepfimo detekovatelny signal;

navazana frakce se oddéli od ncnavazané frakee: a

ptimo ncho nepfimo se stanovi neimobilizovany ligand navazany na imobilizovany ligand, tj.
navazana frakce, nebo nenavazany a v roztoku, {j. nenavéazana frakee:

pFicemz uvedeni vzorku a neimobilizovaného ligandu do kontaktu s peviiym nosi¢em se mize
provadét oddélené. soucasné nebo postupné, a jestlize se provadi oddéleng nebo postupné, muze
se provadét v jakémkoli poradi.
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7. Zpbsob stanoveni podle nékterého 7z naroki | az6. vyznadujict se tim, ze ligand.
ktery vaze TC I, ma afinitni konstantu alespoi 10°M ',

8. Zplsob stanoveni podle nékterého z naroku 1 az 7.vyznacujici se tim, zeafinitni
' T - 1 |
konstanta je vys$dinez 10°M .

9. Zpusob stanoveni podle néktercho z narokt | az 8, vyznacujici se tim, Ze stupen
zkfizené reaktivity vazebného ligandu holo—TC 1l nebo vazebného ligandu TC 1l s HC je mezi
0.1%al%.

10. ZpGsob stanoveni podle nékterého z narokii 1 az 9. vyznadujici se tim., Ze stupei
zkiizen¢ reaktivity vazebného ligandu holo TC [l nebo vazebného ligandu TC 1l s HC je meéné
nez (.1 %.

11. Zpisob stapoveni podle nékterého z naroki 1 az [0, vyznadujici se tim, ze vzorek
obsahujici komplex holo—=TC 1I se uvede do kontaktu s pevnou fazi, na kterou je navazan znaceny
ligand rozpoznavajici stcjud vazebna mista na imobilizovanych ligandech jako holo-1C I1; holo-
TC 11 ve vzorku soutézi s navazanym znac¢enym ligandem o tato vazebna mista. takze po ckvili-
braci systému existuje pfimo umémy vztah mezi mnozstvim znafeného ligandu vytésnéného
ztohoto pevncho nosice a detckovatelného v roztoku a mnozstvim holo-TC I pfitomného
v plivodnim vzorku: kde znaceny ligand se detekuje podle potieby piimo nebo nepiimo jako
mnozstvi znaéeného fligandu navazaného nebo nenavazaného na pevny nosic.

12. 7pisob stanoveni podle nékterého z narokd 1 az li.vyznadujici se tim, ze vzorek
obsahujici holo—TC 1l se uvede do kontaktu s pevaym nosicem, ktery méd na sobé imobilizovan
holo—TC 1. a znacenou neimobilizovanou latkou, kierd se specificky vaze na holo-1C Il, pfi-
¢emz volny holo-TC Il ve vzorku a imobilizovany holo-TC 11 soutézi o vazbu s¢ znaéenym nei-
mobilizovanym ligandem; a provede se stanoveni znacen¢ho ligandu navazaného na pevnou fazi
nebo zbylého v roztoku umoziujici uréeni konecentrace holo-TC [1.

13. 7pisob stanoveni podle nékterého z narokd 1 az 12.vyznacujici se tim, ze vzorek
obsahujici holo—TC Il se uvede do kontaktu se znacenym holo-TC 11 a jeho imobilizovanym
ligandem; znacené a neznacené komplexy holo 1C 1l soutézi o vazbu na imobilizovany ligand a
po dosazeni rovnovihy je mnozstvi znaéencého holo-TC [I navazaného na imobilizovany ligand
nepiimo tmérné mnoZstvi holo TC 11 ve vzorku.

14, Zpisob stanoveni pedle nékterého z naroklt 1 az 13, vyznacujici se tim, 7e télesny
vzorck sc voli ze skupiny vzorku semenné tekutiny, cerebrospinalni tekutiny. amniotické tekutiny
nebo vzorku odvozeného 7 krve,

15. Zplsob stanoveni podle naroku 14, vyznadujici se tim. ze vzorkem odvozenym
zkrve je sérum nebo plazma.

16. Zpisob stanoveni podle nékterého z naroki 1 az 15, vyznaéujici se tim. zZe nava-
zand frakce se oddéli od uvedené nenavizané frakee srazenim, centrifugaci, filtraci nebo chro-
matografickymi metodami.

17. 7pisob stanoveni podle nékterého z ndrokii 1 a7 16, vyznadujici se tim. Ze deteko-
vatelny ligand je znaCeny znackou vytvaiejici signal, ktery miize byt stanoven jako luminiscence.
chemiluminiscence. kolorimetrické stanoveni, Tuorescence, radioaktivita nebo jako enzymaticka
aktivita.

18. Zpusob stanoveni podle nékteré¢ho 7 naroka | az 17, vyzracujici se tim. 7 kalib-
race testu se provadi pouzitim standardu holo-TC 11
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19. Zpusob stanoveni podle naroku 18, vyznacdujici se tim, Z¢ standardem je lidsky.
pfirodni ncbo rekombinantni holo-TC 1.

20. Kit pro pouziti pfi zpisobu stanoveni podle nékterého 7 ndrokd 1 az 19. vyznadujici
se tim,Zeobsahuje:

imobilizovany kobalamin nebo jeho analog nebo fragment. kiery selektivng vaze apoformy TC Il
a haptokorin; a

imobilizovany nebo imobilizovatelny specificky vazebny ligand pro TC 11 nebo holo-TC 1.
21. Kit podle naroku 20, vyznacujici se tim. Zze navic obsahuje roztok holo-1C Il o
znamé koncentraci nebo soupravu takovych roztoki. kterd obsahuje rozmezi koncentraci kom-

plexu holo-TC 11.

22. Kit podle naroku 20 nebo 2], vyznacdujici se tim. Ze navic obsahuje uvoliovaci
¢inidlo pro uvolnéni kobalaminu od holo-TC I1.

23. Kit podle nékterého 7 naroki 20 a7 22, vyzmacdujici se tim, Zze navic obsahuje zna-
ceny ligand.

24. Pouziti holo=TC 11 jako Kalibratoru pfi zpusobu stanoveni holo-TC 11 podie nékterého
znaroka | az 19,

2 vykresy
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