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Zpisob stanoveni holo—transkobalaminu II

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka testovacich metod pro stanoveni kobalaminu navdzaného na trans-
kobalamin II v télesné tekutiné a zvlasté testovacich metod pro metabolicky aktivni zasobu
kobalaminu.

Dosavadni stav techniky

Kobalamin nebo vitamin B, je vitamin rozpustny ve vodé, ktery tvoii ¢ast komplexu vitamint B,
které se nachazeji v potravinach. Jadro molekuly se sklada z korinového kruhu slozeného ze Ctyf
pyrrolovych jednotek, které obklopuji atom kobaltu. Kobalamin je jediny vitamin, ktery nemohou
syntetizovat zvifata ani rostliny a musi byt absorbovan z potraviny ve stfevé. Miize vSak byt
uchovavan v jatrech. Je syntetizovan mikroorganismy, zvlasté¢ anaerobnimi bakteriemi
a kvasinkami.

Kobalamin funguje in vivo je koenzym a kobalaminové enzymy katalyzuji tfi typy reakci: (i)
intramolekularni pfeuspotradani, napiiklad tvorba sukcinyl CoA z L-methylmalonyl CoA, (ii)
methylace, napiiklad tvorba methioninu methylaci homocysteinu a (iii) redukce ribonukleotidii
na deoxyribonukleotidy v nékterych mikroorganismech. U savcii jsou znamy pouze dvé enzyma-
tické rekce vyzaduji kobalamin jako koenzym, a to rekce konkrétn€ uvedené v &astech (i) a (ii)
vyse.

Pfi procesu traveni vaze protein slin nazyvany haptokorin, dale oznacovany jako HC (ktery se
také v oboru oznacuje jako latka vazajici R, neboli R—binder nebo souhrnné transkobalaminy I
a III) kobalamin v hornim gastrointestinalnim traktu za vytvofeni komplexu, ktery prochazi ptes
Zaludek. Pankreatické enzymy §tépi komplex kobalamin—haptokorin (holo-HC) v ileu, pficemz je
uvoliiovan kobalamin, ktery se potom vaze na protein nazyvany ,,vnitini (intrinsic) faktor®, ktery
je secernovan zalude¢ni sliznici, za vytvofeni dal$iho komplexu. Komplex kobalamin — vnitini
faktor se vaze na specificky receptor ve vystelce terminélniho ilea a potom je $tépen uvoliujicim
faktorem (releasing faktor) a kobalamin je aktivné transportovan pres membranu ilea do krevniho
ob¢hu.

Kobalamin necirkuluje v téle ve vyznamném mnozstvi ve volné formé. Pravdé podobné pfiblizné
99 % kobalaminu je vazano jednim z transkobalaminovych proteint (TC I-1II) nebo albuminem.

Protein, o kterém se pfedpoklada, Ze je odpovédny za transport kobalaminu do cilovych tkani, se
transkobalamin II (TC II), kriticky stopovy protein, bez kterého nemize kobalamin prochazet
bunéénymi membrinami. Pfes tuto dilezitou metabolickou funkci je pouze pfiblizné 6 az 25 %
kobalaminu v séru navazéno n TC II, a vétSina je pfenasena HC. TC II je jednofetézcovy
polypeptid s molekulovou hmotnosti 45 kDa (45 000), ktery se primarné naléza v séru, semenné
kapalin€ a cerebrospindlni tekutin€. Kobalamin navazany na TC II nebo holo-TC II, se vaZe na
specifické receptory na bunéénych membranach, a jakmile je navazan, komplex holo-TC Il se do
bun¢k prevadi mechanismem pinocyt6zy.

TC 11 je syntetizovéan v jatrech, cévnim endotheliu, enterocytech, makrofazich a fibroblastech
a cirkuluje prevazné ve formé apo-TC II, tj. bez navazaného kobalaminu. Ma krat$i polocas,
ptiblizné 90 min.

S TC 1I je spojena pouze méné nez jedna Ctvrtina 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 disledkem je naptiklad
nespravna zaludecni funkce, gastroenteritida nebo stavy vedouci k atrofii zaludku, nebo neschop-
nost produkovat funkéni haptokorin, vnitini faktor, uvoliujici (releasing) faktor, TC II nebo
receptory TC II, mtze vést k nespravnému piijmu kobalaminu a k jeho deficienci.

Nekteré populaéni podskupiny, napiiklad starsi osoby, té¢hotné zeny, pacienti s chronickym nebo
akutnim gastrointestindlnim onemocnénim, osoby trpici uréitymi autoimunitnimi onemocnénimi,
osoby s rodinnou historii perniciézni anemie a osoby trpici AIDS, jsou k deficienci kobalaminu
zv1asté nachylné.

Klinické projevy deficience kobalaminu jsou rGizné a pocetné, ale primarné zahrnuji anemii,
megaloblastickou hematopoézu a funkéni a strukturni poruchy nervového systému. Pfiblizné
60 % jednotlived, u kterych je deficience kobalaminu diagnostikovana, je anemickych, ale
u mnoha jsou jedinymi pozorovanymi klinickymi pfiznaky neurologické projevy. Pfiblizné 10 %
pacientll ma psychiatrické ptiznaky a pfiblizné 40 % ma jak neurologické, tak i psychiatrické
ptiznaky.

Casna diagnéza deficience kobalaminu je kli¢ova pro zajisténi dobré prognozy pro pacienty,
protoze n&které z projevi deficience kobalaminu, zvlasté neuropsychiatrické projevy, jsou irever-
zibilni, jestlize nejsou rychle detekovany a Ié¢eny kobalaminovou terapii.

Proto je Zadouci presné zjistit hladinu kobalaminu u jednotlivce rychlych a G¢innym zpusobem,
s cilem zjistit, zda miZze jednotlivec trpét deficienci kobalaminu nebo ne.

Méieni celkové koncentrace kobalaminu v plazmé, tj. kobalaminu (a latek podobnych kobal-
aminu) navazaného na néktery z transkobalaminovych (TC) proteind I, II a III, jiz bylo ve snaze
zjistit deficienci kobalaminu pouzivano. Tento zpisob vede k Siroké distribuci koncentraci u
populace, kterd je povazovana za normalni a tim se ziska Siroké referen¢ni rozmezi. U jednotlivce
vSak je rozmezi dostupného kobalaminu povaZované pro tohoto jednotlivce za normélni velmi
uzké. Bylo pozorovano, Ze i kdyz se u jednotlivce posunula koncentrace metabolicky aktivniho
kobalaminu mimo jeho vlastni referen¢ni rozmezi, celkova hladina kobalaminu ziistava v rozme-
zi, které je povazovéano pro populaci za normalni. Za téchto podminek mize zlstat deficience
kobalaminu nedetekovana. Takova nespolehliva metoda je jasné neZadouci a je dobie zjisténo, Ze
takova méreni 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 mikroorganismy, jejichZ rist je zavisly na kobalaminu, av§ak navic k obtizim pfi odhado-
vani vhodného referenéniho rozmezi vyzaduje tyto metody extrakci a konverzi kobalamini, ktera
je velmi Casove narocn4, obtizna a zcela nevhodna pro rychlé laboratorni vySetieni.

Alternativni metody pro zjistovani deficience kobalaminu zahrnuji méfeni akumulace metabolitd
v plazmé, ktera vyzaduji pro svou konverzi kobalamin. Hodnoty methylmalontu v plazmé
a homocysteinu v plazm¢ se u jednotlivcd s deficienci kobalaminu zvySuji (Chanarin, The
megaloblastic anaemia; London, Blackwell Scientific Publications, 1991) a tyto latky jsou proto
dobrymi zastupci molekul vhodnych pro korelaci s deficienci vitaminu By,. Ukazalo se viak, ze
metody zaloZené na zjiStovani homocysteinu jsou komplikované, nepraktické a maji $patnou
specificitu a citlivost. I kdyZz metody zaloZzené na mé&feni methylmalonétu jsou ptesné a spole-
hlivé, jsou nakladné a vyZzaduji analyzu kombinaci plynové chromatografie a hmotnostni spektro-
metrie, a jsou tedy drahé a opét nevhodné pro rutinni klinicky screening (Nex& a dalsi (1994)
Scand. . Clin. Lab. Invest. 54: 61-76).

Bylo také navrhovéano, Ze spolehlivy klinicky ukazatel deficience kobalaminu miZe byt méteni
kobalaminu navazaného na TC II jako protiklad celkové koncentrace kobalaminu v plazmé (Her-
bert a dalsi (1990) Am. J. Hematol. 34: 132 — 139; Wickramasinghe a Fida (1993) J. Clin. Pathol.
46: 537 — 539; patent US 4 680 273). Tyto snahy o stanoveni koncentrace holo-TC 1I viak byly
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dosud vétsinou nepiimé, tedy odhaduji koncentraci holo-TC II jako rozdil mezi celkovou kon-
centraci kobalaminu v plazmé a koncentraci kobalaminu v plazmé zbavené TC 1.

Toto odstrafiovani TC 1I se miZe 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) J. Clin. Pathol. 46: 537 — 539), mikrojemné sklo
(Vu a dalsi (1993) Am. J. Hematol. 42: 202 — 211) nebo imobilizované polyklonalni protilatky
anti—TC II (Lindemans a dal$i (1983) Clin. Chim. Acta 132: 53 — 61). Koncentrace kobalaminu
v celkové plazmée a frakci zbavené TC Il se provadi metodami dobfe znamymi v oboru, jako jsou
radioaktivné nebo enzymaticky znacené imunologické testy. Tyto metody jsou nevhodné pro
rutinni automatizovany i neautomatizovany screening, protoze jsou sloZité a asoveé naroc¢né,
a protoZze nizky stupeii specificity pouzitych adsorpénich materialii vede k nedostate¢né separaci
holo-TC II a holo-HC, coz ma za nasledek nadhodnoceni holo-TC II. Variace od 3arZze k Sarzi

vvvvvv

objemu od dalsiho velkého objemu vede k nepfijatelnym neptesnostem a nespolehlivosti.

Dal3i pokusy o stanoveni TC II zahrnovaly separaci TC II o dalSich slozek séra, véetné TC I a TC
Ill, zaloZenou na lipofilnim charakteru TC II. Tak naptiklad Kapel a dalsi (1988) Clin Chim.
Acta 127: 297 — 310, Benzayoun a dalsi (1993) Acta Haematol. 89: 195 — 199 a Toft a dalsi
(1994) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 54: 62 popisuji metody pro separaci TC II d jinych trans-
kobalamind s pouzitim materialu heparin—sepharose, silikagelu, popfipadé celulézy. Tyto metody
vak maji stejné nevyhody jako neptimé metody, protoze jsou zaloZeny na stejnych adsorp&nich
materialech. Rovnéz nizky koncentrace holo-TC II v plazmé zpisobuje nevhodnost téchto metod
pro kombinaci s existujicimi metodami kvantitativniho stanoveni kobalaminu. Normalni rozmezi
koncentraci holo-TC II je 35 az 160 pM a jako ukazatelé deficience kobalaminu jsou obecné
povazovany jiz hodnoty nizsi nez 35 pM. Uvadéna analyticka citlivost vétSiny rutinnych metod
pro stanoveni kobalaminu v plazmé je priblizné 40 pM, ale v praxi je ¢asto mnohem vyssi,
typicky v okoli 90 pM. Proto jsou normalni plazmatické koncentrace holo—TC II niZ$i neZ mez
citlivosti nebo v blizkosti této meze pro rutinni metody pro kvantifikaci kobalaminu.

Nejpfesnéjsi soucasna metoda pro zjistovani kobalaminu navazaného na TC II zahrnuje adsorpci
TC 1I na oxid kiemicity a potom testovani navazané frakce na obsah kobalaminu s pouzitim bud’
imunologického testu, jak je naptiklad popsan v Kuemmerle a dalsi (1992) Clin. Chem. 38/10:
2073 — 2077, nebo mikrobiologického testu, ktery ziejmé poskytuje nejlepsi vysledky. Tato
metoda vyZzaduje pro provedeni pouze dvaceti analyz cely pracovni den. Je velmi nakladna
a neprakticka a Spatné€ se hodi pro rutinni klinické diagnosticka laboratorni vysetieni.

Existuje tedy velkd potfebnd zlepSenych metod pro testovani hladiny metabolicky aktivniho

kobalaminu v t€lesné tekutin€, s ohledem na korelaci hladiny kobalaminu s pravdépodobnosti
deficience kobalaminu, které jsou pouzitelné v rutinnich klinickych diagnostickych aplikacich.

Podstata vynalezu

Predkladany vynélez poskytuje zpiisob stanoveni kobalaminu navazaného na transkobalamin 11
(TC 1I) v t€lesném vzorku, pfi kterém se bezbunéény vzorek télesné kapaliny pfivede do styku se
specifickym vazebnym ligandem pro TC II nebo holo~TC II imobilizovanym na magnetizovatel-
nych Casticich, frakce navazana na ligand se oddéli pouZitim magnetického pole od frakce nena-
vazané na ligand a v této frakci navazané na ligand se méfi obsah holo—-TC II nebo kobalaminu
navazaného na TC L

Pod specifickym vazebnym ligandem se mini ligand, ktery se vaze na TC II (tj. apo-TC Il
a holo-TC II) nebo holo-TC II pisobenim specifické chemické struktury nebo konformace
a nejen jednoduSe plisobeném vseobecnych fyzikalné—chemickych vlastnosti (jako je lipofinost),
ktera mohou byt spolené mnoha slozkam vzorku télesné tekutiny. Vazebna afinita a specificita
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ligandii vhodnych pro pouziti v predkladané metodé s vyhodou umoziiuje trojnasobné, vyhodnéji
pétinasobné a jesté vyhodnéji desetinasobné a nejvyhodnéji vice nez desetinasobné zakoncentro-
vani TC II nebo holo-TC II ve vzorku, a tim je takova metoda schopna poskytnout pfesné a spo-
lehlivé hodnoty pro holo-TC II v dolni hranici normalniho rozmezi holo-TC II a také v sub-
normalni oblasti. Tato separace a zakoncentrovani cilovych molekul neni b&Znymi existujicimi
metodami, které nejsou schopny u¢inné separovat TC Il nebo holo-TC II od HC nebo holo-HC,
mozna. Schopnost zakoncentrovat TC II nebo holo—TC II alespoti trojnasobné umoziiuje pouziti
automatického analytického vybaveni pfi provadéni testu. Bez takového kroku zakoncentrovani
bude mnoZstvi analytu ptitomné ve vzorku pravdépodobné niz$i nez dolni detekéni limit. Takové
automatické analytické zatizeni typicky vyzaduje pro sviij provoz mezi 40 a 100 pl vzorku v cel-
kovém objemu typicky 150 ul nebo vy$Sim. Analyt s nizkou koncentraci se tedy pro analyzu
jesté déle fedi. Pouzitim testovaci metody podle vynalezu je v3ak analyt zakoncentrovan alespoti
trojnasobné. Protoze pouziti takového automatického analytického zafizeni typicky zahrnuje
rozmezi 100 aZ 700 pM s dolnim limitem citlivosti ptiblizné 40 pM, ale praktickym dolnim limi-
tem pfiblizné 90 pM, pétinasobné zakoncentrovani umoziluje méfeni holo-TC II jiz v kon-
centraci od 18 M a desetindsobné zakoncentrovani umozni méfeni az do koncentrace 9 pM holo—
TC 1I. Protoze ptedkladany vynalez umoziiuje zakoncentrovani vice nez desetinasobné, odbornik
v oboru snadno porozumi mife zvyseni citlivosti za ziskani velmi vykonné analytické metody.

Schopnost zakoncentrovani analytu takovym zplsobem, Ze je umoznéna jeho analyza t&mito
automatizovanymi postupy, je diileZitou vyhodou predkladané testovaci metody. Bude vytvoteno
s vyhodou od 600 ul vychoziho vzorku télesné kapaliny, objemu az do 150 pl, vyhodnéji az do
100 pl a nejvyhodnéji méné nez 60 pl, ktery mize byt analyzovan, popfipadé s pouzitim automa-
tickych postupii. Pfi zplsobu podle vynalezu miize byt pouzit jakykoli ligand, ktery se specificky
vaze na TC II, bud’ jako zachycujici, koncentrujici a separujici ligand, nebo detekéni ligand, a
v zavislosti na konkrétnim provedeni vynalezu se mize vazat na TC Il jak v apoformé, tak i holo-
formé, nebose miize specificky nebo pfednostné vazat na holoformu. Ligand, ktery se vaZe na TC
II, bude s vyhodou vykazovat vysoky stupeti selektivity a specificity vzhledem k TC II a bude
mit s vyhodou nizkou, nebo vyhodnéji v podstaté zadnou afinitu k jinym proteiniim TC, tj. TC 1
nebo IlI, jak v apoformé, tak i holoformé, nebo jakémukoli jinému proteinu vazajicimu kobal-
amin. Jestlize ligand vézajici TC II je ligand specificky vazajici holo-TC II, daldim pozadavkem
Je, aby vykazoval nizkou nebo s vyhodou Zadnou aktivitu vzhledem k apo-TC II.

Ligand vézajici TC II nebo holo-TC II bude obecn& bud’ protilatka, nebo fragment protilatky
nebo sloucenina s afinitou pro TC II nebo holo-TC I, jako je receptor na povrchu butiky, poly-
peptid nebo oligopeptid, mala organickd molekula apod. Dalimi vazebnymi ligandy mohou byt
specifické vazajici se slouceniny vybrané z knihovny kombinaéni chemie nebo knihovny prezen-
tované fagem nebo specificky se vazajici sekvence DNA nebo RNA.

Jestlize je vazebnym ligandem protilatka, miize byt polyklonalni, ale s vyhodou bude monoklo-
nalni. Monoklonalni protilatky mohou byt vytvafeny s mnohem vyssi specificitou a stejnorodosti
neZ polyklonalni protilatky, coZ snizuje zkfizenou reaktivitu s jinymi slozkami télesné tekutiny,
zv1a8té jinymi transkobalaminy, a kde je to vhodné, alternativni konformaci, tj. apoformou cilo-
vého analytu. Stejnorodost a reprodukovatelnost poskytovanid monoklonalnimi protilatkami
vzhledem k polyklonalnim protilatkam zajiStuje vys3i pfenos a je kli€ova pro jakykoli test, pfi
kterém ma analyt tak nizkou koncentraci. Alternativné miZe byt ligandem fragment protilatky,
napfiklad 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 piivodu, a mohou byt vytvafeny technologii rekombinantni DNA nebo chemic-
kou syntézou. Mohou byt napfiklad pouZivany jednofetézcové protilatky a jiné derivaty proti-
latek, nebo latky, které je napodobuji. Protilatka miize byt podle potieby vytvofena nebo sméro-
vana proti jakémukoli epitopu, sloZce nebo struktufe proteinu TC II nebo holo-TC II.
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Vhodné protilatky pro pouziti jako vazebné ligandy v ramci pfedkladaného vynalezu se popisuji
napiiklad v Quadros a dalsi (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 222: 149 az 54; McLean
a dal$i (1997) Blood 89 (1): 235 az 242.

Podobné mohou byt pouzity receptorové molekuly schopné vazat apo— a holoformy TC II, nebo
preferenené nebo specificky vazat formu holo—-TC II. Vhodné receptory jsou receptory pro TC II
nebo holo-TC II navdzané na povrch bunék nebo membranu, a zkiizena druhova reaktivita zna-
mena, ze mohou byt pouzity receptorové molekuly z jakéhokoli sav¢iho druhu, i kdyZ s vyhodou
pochazejici z t&chto receptor ¢lovéka nebo skotu. I kdyZ jsou molekuly receptori s vyhodou izo-
lovany v relativné purifikované formé, mozné je také pouziti bunéénych membran nebo smiSe-
nych membranovych frakci obsahujici receptory, s vyhodou v koncentrované forme. Tyto recep-
tory nebo membrany s obsahem receptorii nebo membranové frakce s obsahem receptori mohou
byt vyhodné izolovany z ledviny, placenty nebo tumorovych bunék. Jako zdroj téchto receptord
byl obecné nemély byt pouzity buiiky z tkafiovych kultur. Buriky z tkatiovych kultur viak mohou
byt pouzity jako zdroj haptokorinovych receptord.

Membranova frakce obohacena o receptor TC Il muize byt ziskana podle popisu v Seligman
a dalsi, J. Biol. Chem. 253: 1766 az 1772 (1978) a Nexd a dalsi, Biochem. Biophys. Act. 628:
190 az 200 (1980). Tkari, naptiklad lidska placenta nebo krali¢i ledvina, se v podstaté nakraji na
malé kousky a homogenizuje se v tris pufru, pH 7,4 obsahujicim 0,15M NaCl a 10 mM EDTA,
potom se provede centrifugace pti 25 000 x g 30 min. Pro odstranéni zbytkové krve se jeste ales-
poii jednou opakuje proces homogenizace/centrifugace. Tato membranova frakce se déle extra-
huje detergentem, napfiklad ammonyx—LO, Triton X—100 nebo Chapso, a vycefi centrifugaci pfi
100 000 x g 30 min pti 4 °C. Supernatant se pouzije jako zdroj pro receptor TC II.

Jako piiklad vhodné receptorové molekuly, ktera se preferenéné vaze na komplex holo-TC II, je
moZno uvést jednofetézcovy glykoprotein s molekulovou hmotnosti 62 kDa (62 000), ktery
existuje jako nekovalentni homodimer, a nachazi se na buné¢ném povrchu vsech tkani (Rothen-
berg & Quadros (996) balliere’s Clinical Haemotology 8(3) 499 az 514; WO 96/085150). Dalsi
protein vhodny pro pouziti v testovaci metodé podle vynalezu je protein gp300, membranovy
protein umoZziujici endocytézu s molekulovou hmotnosti 600 kDa (600 000), ktery je exprimo-
van v absorptivnich epithelidlnich burikach, napiiklad v burikich ledvinovych proximalnich
tubuld, jako se popisuje v Moestrup a dalsi (1996) Proceeding National Academy Science 39:
8613 az 8617. Tento receptor je receptor LDL a vaze jak apo, tak i holoformy TC II. Jestlize se
pouzije receptor buné&ného povrchu, mize byt imobilizovan konjugaci k povrchu, napftiklad
kulickam nebo vrstvé, nebo miize byt alternativné frakce bunéné membrany obsahujici recep-
tory upravena do vacki nebo vrstev, které na povrchu vystavuji receptory.

Jestlize je ligand imobilizovany, miZe byt imobilizovan napfiklad na povrchu pevné latky, napii-
klad filtraéniho filmu nebo vrstvy, nebo v zahybu nebo trubici, i kdyZ zvlast¢ vyhodna je imobili-
zace na &asticich, napfiklad mikrokuli¢kach, které vyrabi firma Dyno Industrie ASA, Norsko.
Tyto Eastice mohou byt porézni nebo neporézni, a v pfipadé potfeby mohou byt opatfeny pro-
sttedky, které umoziiuji jejich oddéleni, napiiklad zahrnutim &astic s magnetickou odezvou,
naptiklad superparamagnetickych krystalii oxidu Zeleza. Tyto mikrokuli¢ky reagujici na magne-
tické pole jsou dostupné u firmy Dyno Industrie ASA stejné jako u firmy Dynal AS, Norsko,
Bang Particles., USA a Prolabo, Francie. Jestlize ma byt ligand imobilizovany, na rozdil od imo-
bilizovaného, miiZze to byt provedeno vazbou ligandu na c¢lena specifického vazebného paru
(napf. biotin/streptavidin) a pouzitim dalSiho ¢lenu vazebného paru, poptipadé navazaného na
substratu, pro aglomeraci nebo jinou imobilizaci ligandu nebo komplexu ligand : TC Il nebo
ligand : holo—TC II, pted separaci frakce navazané na ligand od frakce nenavazané na ligand pfi
provadéni metody podle vynalezu.

Zpiisob imobilizace afinitnich molekul, napfiklad protilatek a fragmenta protilatek pro separacni
ucely je v oboru dobfe znamy a provadi se napiiklad vazbou nebo reakci ligandii, popiipadé
pomoci propojovaci molekuly, k jakémukoli dobfe znamému pevnému nosic¢i nebo matrici, které
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jsou v soudasnosti béZné pouzivané nebo navrhované pro separaci nebo imobilizaci na kolonach,
a mize byt pouZito jakékoli v oboru znamé metody. Tyto pevné faze mohou mit formu &astic,
vrstev, gelu, filtr, membran, vlaken nebo kapilar nebo mikrotitraénich prouzki, trubi¢ek nebo
desticek, jamek apod., a vhodné mohou byt vyrabény ze skla, oxidu kfemicitého, latexu nebo
polymerniho materialu. Zpisoby vazby ligandu na pevny nosi¢ jsou rovnéz extrémné dobie zna-
mé a Siroce popisované v literatufe.

Vazba ligandu na substrat nebo jeden ¢len specifického vazebného paru muze byt provedena
pouzitim b&znych zplisobt.

Metoda podle vynalezu, jestliZe se test provadi jako kompetitivni vazebny test, bude obecn¢ shr-
novat piidani znadené sloudeniny, ktera soutézi o vazbu na ligand, ke vzorku. Obecné bude
vyhodné pouzivat v této souvislosti znaceny holo-TC II. Pouzitd znaCka muze byt jakéakoli
znacka, kterou je mozno pfimo nebo nepfimo stanovit, napfiklad chromofor (tento termin zahr-
nuje také fluorofor), radioaktivni znacka (obecné navazana kovalentné nebo prostfednictvim
chelatu), enzym nebo substrat enzymu, magneticka znacka apod.

Vyhodné provedeni metody podle predkladaného vynalezu zahrnuje

uvedeni imobilizované nebo imobilizovatelného ligandu vazajiciho TC II nebo holo-TC II do
styku se zkoumanym vzorkem;

oddéleni frakce navazané na ligand od frakce nenavazané na ligand;

odstépeni navdzaného kobalaminu z molekul holo-TC II v navazané frakci a stanoveni koncent-
race uvolnéného kobalaminu, s vyhodou pfi takovém provedeni odstépeni, Ze koncentrace uvol-
néného kobalaminu je alespori tfikrat, s vyhodou pétkrat a jesté vyhodnéji desetkrat vyssi nez
koncentrace holo—-TC Il v po¢ate¢nim vzorku.

Podstata tohoto provedeni vynalezu je odd¢leni a zakoncentrovani TC II nebo holo-TC II, coz
umozituje uspésné pouziti standardnich metod stanoveni kobalaminu pfi této metodé. Jak je uve-
deno vyse, v nepfitomnosti takového kroku zakoncentrovani nejsou metody podle dosavadniho
stavu techniky vhodné pro stanoveni kobalaminu, protoze je pritomen ve velmi nizké koncent-
raci. Pro uvolnéni kobalaminu z holo—TC II mohou byt pouzity jakékoli vhodné prostiedky, ale
s vyhodou se bude uvoliiovani provadét teplem nebo zménou pH okolniho prostfedi. Rizné
formy kobalaminu mohou byt pfevedeny na kyanokobalamin méné citlivy na svétlo ptisobenim
KCN.

V ramci metody podle vyndlezu mohou byt pouzity jakékoli vhodné prostiedky pro stanoveni
volného kobalaminu, napfiklad kompetitivni test provadény uvedenim imobilizovaného vazeb-
ného partnera kobalaminu do styku s disociovanym kobalaminem ze vzorku v pfitomnosti znaCe-
ného ligandu, ktery s izolovanym kobalaminem soutéZi o vazbu na imobilizované vazebné part-
nery. Vhodny miize byt napiiklad zplsob popisovany v Kuemmerk a dalsi (1992) Clin. Chem.
38: 2073 az 2077. Alternativni zptisob pro stanoveni volného kobalaminu se popisuje v patentu
US 5 451 508 a zahrnuje imunologické stanoveni.

V tomto provedeni vynalezu je vyhodné, jestlize jsou vazebné ligandy pro TC II imobilizovany,
a véZou se jak na holo, tak i apo-TC II.

V alternativnim vyhodném provedeni zahrnuje testovaci metoda podle predkladaného vynalezu
uvedeni pevného nosice s imobilizovanym vazebnym ligandem TC II nebo holo-TC II do styku
se zkoumanym vzorkem a také s neimobilizovanym ligandem,

pfi¢emZ uvedeny imobilizovany ligand je schopny vazby na TC II nebo holo-TC II, na uvedeny
neimobilizovany ligand nebo na komplex uvedeného TC II nebo holo-TC II a uvedeného neimo-
bilizovaného ligandu, a uvedeny neimobilizovany ligand je schopny vazby na alespoii jeden
z uvedenych imobilizovanych ligandt, TC II nebo holo—TC II a komplexd uvedeného imobilizo-
vaného ligandu a TC II nebo holo-TC II;
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pfi¢emz jestliZe je tato testovaci metoda sendviCovy test, alespor jeden z uvedenych ligandl je
specificky pro holo-TC 11, a jestliZe je tento test kompetitivni test, uvedeny imobilizovany ligand
je specificky pro holo—TC II a latky, které s nim soutézi;

pfi¢emz podil uvedeného imobilizovaného ligandu vazaného TC II nebo holo-TC II, uvedenym
neimobilizovanym ligandem nebo komplexy uvedeného neimobilizovaného ligandu a TC II nebo
holo TC 11, je zavisly na mnozstvi holo—TC II pfitomného v uvedeném vzorku, a

uvedeny neimobilizovany ligand je schopny vytvafet pfimo nebo nepfimo detekovatelny signal,
jestlize je navazany nebo jestlize je nenavazany;

navazana frakce se oddéli od nenavazané frakce; a

piimo nebo nepiimo se stanovi neimobilizovany ligand navazany na imobilizovany ligand (nava-
zana frakce) nebo nenavazany a v roztoku (nenavazana frakce);

pfi¢emz uvedeni vzorku a uvedeného neimobilizovaného ligandu s pevnym nosi¢em miize byt
provadéno oddélené, soucasné nebo postupné, a pokud se provadi oddélené nebo postupné, miize
byt provadéno v jakémkoli potadi.

Alternativni vyhodné provedeni metody podle vynalezu tedy v podstaté zahrnuje stanoveni
neimobilizovaného ligandu, ktery se pfimo nebo nepiimo navazal nebo se alternativné pfimo
nebo nepfimo navazal na imobilizovany ligand. Jestlize neimobilizovany ligand soutézi o vazbu
na imobilizovany ligand s holo-TC II, vysoka hladina nenavazaného neimobilizovaného ligandu
je ukazatelem vysoké koncentrace holo-TC II ve vzorku, a nizk4 hladina nenavazaného neimo-
bilizovaného ligandu je ukazatelem nizké koncentrace holo-TC II ve vzorku. Jestlize se neimo-
bilizovany ligand vaze na TC Il nebo holo-TC II, ktery se zase vaze na imobilizovany ligand,
potom je vysoka hladina navazaného neimobilizovaného ligandu ukazatelem vysoké koncentrace
holo-TC II ve vzorku a nizka hladina navazaného neimobilizovaného ligandu je ukazatelem
nizké koncentrace holo—TC II ve vzorku.

Pii metodé podle pfedkladaného vynalezu se proto stanovuje metabolicky aktivni zasoba (pool)
kobalaminu méfenim koncentrace komplexu holo—-TC Il nebo méfenim mnozstvi kobalaminu
navazaného na molekuly TC II pfitomné v té€lesném vzorku, ktery obsahuje smés jak apo, tak
i holo—TC II a apo a holo-HC (haktokorin nebo TC I a III).

Uplna separace, tj. separace veskerych proteinii apo a holo TC II ze vzorku neni nezbytnym
pozadavkem metody a staci, jestlize se od vzorku oddéli frakce, ktera obsahuje alespoii Cést
pozadované ,,podmnoziny proteint TC II*.

V nékterych provedenich mohou byt tedy vazebni partnefi nebo ligandy a vazebné podminky
voleny tak, aby bylo dosazeno oddéleni v podstaté veskeré zvolené ,,podmnoziny“. V tomto pii-
padé mize byt nenavazana frakce povazovana za v podstaté prostou proteind TC II nebo
holo-TC 11, tj. z alespori 80, 90 nebo 95 % prostou bud’ TC 11, nebo holo—TC II, v zavislosti na
tom, ktera sloZka je zvolena jako zaklad pro frakcionaci.

V alternativnich provedenich jsou vazebny partner a podminky reakce voleny tak, aby se do
frakce oddélila pouze &ast proteini TC Il ve vzorku. V tomto pripadé by méla byt vénovana
pozornost ¢astenému oddéleni pfi koncentraci standardni kalibracni kiivky pro test. V tomto
ohledu je vytvofeni standardni kalibra¢ni kiivky, podle které je mozno urcit koncentrace deteko-
vaného proteinu holo—TC II, standardni technikou dobfe znamou v oboru.

Pfi kroku frakcionace, jestlize se pouziva ligand vazajici TC II, bude umisténa alesponi ¢ast
kobalaminu navazaného TC II v navazané frakci, a jakykoli kobalamin pfitomny ve vzorku,
navazany na molekuly jiné nez TC I, napiiklad HC nebo albuminu, budou v nenavazanych
(tj. neseparovanych) frakci nebo frakcich. TC Il v navazané frakci mize byt bud’ apo, nebo
holoforma a miize byt v komplexu s latkami podobnymi kobalaminu nebo jeho analogy navic ke
kobalaminu.
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V ptipadé potieby muze zahrnovat zpisob podle vynalezu dalsi krok predbézné separace, pri
kterém se vzorek uvede do styku s imobilizovanym nebo imobilizovatelnym specifickym vazeb-
nym ligandem pro haptokorin (v apo a holoformach nebo v samotné holoform¢). Timto zplso-
bem mizZe byt sniZen pfispévek k chybam pfi uréeni kobalaminu navazaného na TC Il pochazeji-
cim z holo-HC a mohou byt pouzity specifické vazebné ligandy pro TC II nebo holo-TC II, které
maji uritou vazebnou afinitu pro haptokoriny.

Jinymi slovy, jak je uvedeno vyse, protoze koncentrace TC II jak v apoformé, tak i v holoformé
je v séru velmi nizka, jsou pro funkci vynalezu nezbytné ligandy nebo vazebni partnefi se zvIaste
vysokou specificitou a afinitou.

Afinitni konstanty pozadované u ligandii podle pfedkladaného vynalezu také zavisi na tom, zda je
ligand specificky pro TC II nebo holo-TC II a také na jeho pouZiti jako zachycovaciho nebo
detekéniho ligandu, protoZe koncentrace TC II v séru je ptiblizné 0,5 az I nM, ale koncentrace
holo-TC II je pouze 35 az 160 pM. Pro zachycovaci ligand TC 1I je tedy Zadouci afinitni kon-
stanta alespori 10°M, s vyhodou vy3si nez 2 x 10°M™ a vyhodngji 10'°M™. Pro zachycovaci
ligand holo—TC II je zadouci afinitni konstanta alespoii 10'°M™, s vyhodou 2 x 10"°M™, vyhod-
n&ji vyssi nez 2 x 10"°M™ a nejvyhodngji vy3si nez 10''M™. Je jasné, e afinitni konstanta nutna
pro detekéni vazebnou latku miize byt nizs$i nez afinitni konstanta pro vazebny ligand, coZ je
zpusobeno koncentraénim efektem tohoto testu.

Stupeit kiizové reaktivity vazebného ligandu holo—TC II nebo TC II s HC byl mél byt s vyhodou
nizs$i nez 1 %, vyhodnéji mezi 0,1 a 1 % a nejvyhodné&ji méné nez 0,1 %. Podobné vazebny
ligand holo-TC Il by nemél mit s vyhodou stupenl zkiizené reaktivity a apo—TC II vyssi nez 1 %,
vyhodnéji mezi 0,1 a 1 % a nejvyhodnéji by méla byt zkiiZzena reaktivita niz$i nez 0,1 %.

Pouzitim ligandi s takto vysokou afinitou pfesahuje jejich funkce jednoduchou funkei jako
vazebnych a/nebo detekénich ligandd, a tyto ligandy maji klicovou tilohu pii schopnosti separace
a zakoncentrovani proteinu TC II ze vzorku pro analyzu. Vazebné ligandy pro TC II nebo
holo—TC II by mély s vyhodou ligand zakoncentrovat alesporii trojnasobné, vyhodnéji pétinasob-
n€ a jeSté vyhodnéji alespon desetindsobné.

V dalSim provedeni testovaci metody, ktera je pfibuzngjsi vytéstiovaci metodé nez kompetitivni
metod€, se vzorek obsahujici komplex holo—TC II pfivede do styku s pevnou fazi, na kterou je
navazan znaceny ligand rozpoznavajici stejna vazebna mista na imobilizovanych ligandech jako
holo-TC II. Holo-TC II ve vzorku soutézi s navazanym znaenym ligandem o mista, takze po
ekvilibraci systému je pfimo Gmérny vztah mezi mnozstvim znaleného ligandu vytésnéného
z pevného nosice a detekovatelného v roztoku a mnozstvi holo-TC II p¥itomného v pivodnim
vzorku. ZnaCeny ligand miZe byt detekovan pfimo nebo nepfimo a miZe byt stanoven jako
mnoZzstvi znaCeného ligandu navazaného nebo nenavazaného na pevna nosi¢, vzdy podle potieby.
Diisledek tohoto provedeni je, Ze neimobilizovany ligand popisovany dfive se navaze na imobili-
zovany ligand pfed nanesenim vzorku, ale nemélo by to znamenat, Ze ligand je jakymkoli zpiiso-
bem imobilizovan.

Dalsi vyhodné provedeni zahrnuje uvedeni vzorku obsahujiciho holo—TC II do styku s pevnym
nosicem, na kterém je imobilizovan holo-TC II, a znaéenou neimobilizovanou latkou specificky
navazajici holo-TC II. Volny holo-TC II ve vzorku a imobilizovany holo~TC II soutéZi o vazbu
se znaCenym neimobilizovanym ligandem a stanoveni znageného ligandu navazaného na pevnou
fazi nebo zbyvajiciho v roztoku umozni vypocet koncentrace holo-TC II. Ve zvlasté vyhodném
provedeni pfedkladaného vynalezu je znadenym neimobilizovanym ligandem vazajicim holo-TC
II protilatka.

V jesté dalSim provedeni se privede vzorek obsahujici analyt, ktery se stanovuje, do styku se
zna¢enym holo-TC II a imobilizovanym ligandem. Znageny a neznateny holo-TC Il sout&zi
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o vazbu na imobilizovany ligand a po dosaZeni ekvilibrace je mnozstvi zna¢eného holo-TC II,
navazaného na imobilizovany ligand, nepfimo umérné mnoZstvi holo—TC II ve vzorku, o ktery se
zajimame. Znageny holo-TC II miize byt opét detekovan pfimo nebo nepfimo a miize byt stano-
ven jako mnozstvi holo-TC II navazaného nebo nenavazaného na pevny nosi¢ podle potieby.

V dalsim provedeni predkladaného vynédlezu se neimobilizovany, ale imobilizovatelny ligand

specificky pro komplex holo-TC II (napfiklad ligand konjugovany s biotinem nebo jinym ¢lenem

specifického vazebného paru) pfivede do styku se vzorkem za vytvofeni komplexu holo-TC

[I/neimobilizovany ligand. Komplex ligand/holo-TC II mize byt potom z roztoku vysrazen pou-
10 Zitim znamych prostiedki a izolovan pro analyzu.

V jesté dal$im provedeni vynalezu se ke vzorku pfidaji dva znaCeni vazebné partnefi, popfipadé€
po predb&zném kroku jak oje odstranéni apoforem TC II a HC ze vzorku. Vazebni partnefi jsou
v tomto ptipadé oznageny holo-TC I nebo jeho analog nebo fragment a jejich znaCeny vazebny
15 partner, napiiklad znadena protilatka. V tomto provedeni se detekovatelny signal vytvafi pouze ze
znadek, které jsou ve vzajemné t&sné blizkosti, tj. jestlize se dva znaeni vazebni partnefi na sebe
navazou. Navic je vzorku se tedy znadeny vazebny partner pro holo-TC II miize navazat bud’ na
neznaceny holo-TC II piitomny ve vzorku, pfi¢emz v tomto ptipadé se nevytvoii zadny deteko-
vany signal, nebo na znagena holo—TC II nebo jeho analog, fragment nebo variantu, ktery se vaze
20 na znaleného vazebného partnera TC II, pfi€emz vtomto piipadé se detekovatelny signal

vytvofti.

Pro zatazeni do tohoto provedeni jsou vhodné zna&ici latky jako jsou tesy Amersham scintillation
proximity assays, popisované v US 4 568 649, které umozni vysokou citlivost této metody a jsou

25 vhodné pro testy, kde je analyt pfitomen v takto nizké koncentraci. Tak napfiklad jeden Clen
vazebného paru by mohl byt oznacen —emitujicim nuklidem jako je I'® nebo H a druhy &len je
oznaden vhodnou scintilaéni molekulou. Emitované &astice B ztraceji energii v obklopujicim
vodném prostiedi, pokud neni scintiladni latka ve vzdalenosti mensi nez 1,5 um, coZ vyZaduje
vzajemnou vazbu obou znalenych partnert pro vznik detekovatelného signélu. Pravdépodobnost

30  vazby dvou znaSenych partnerii navzijem je uréovana koncentraci holo-TC II pfitomného ve
vzorku, takze ¢im vy33i signal se vytvari, tim niz§i je koncentrace holo-TC II ve vzorku.

Jak se zde pouziva, terminy ,stanoveni“ nebo ,zjisténi“ zahrnuji jak kvantifikaci ve smyslu
ziskani absolutni hodnoty mnoZstvi nebo koncentrace holo—TC II nebo kobalaminu navazaného

35 na TC II ve vzorku, a také semikvantitativni a kvalitativni zjistovani nebo stanoveni. Miize byt
ziskan index, pomér, procento nebo podobny ukazatel hladiny nebo mnozstvi kobalaminu nava-
zaného na TC II, napfiklad relativni k celkovému mnozstvi kobalaminu.

Télesny vzorek pouzivany v testovaci metodé podle predkladaného vynédlezu muize byt jakykoli

40  vzorek s obsahem kobalaminu, napfiklad télesna tekutina nebo vzorek tkané nebo suspenze atd.
S vyhodou v8ak bude vzorek télesna tekutina, napfiklad semenna tekutina, cerebrospinalni teku-
tina nebo anioticka tekutina, ale obecné bude vzorek odvozeny z krve. Jestlize tomu tak je, vzo-
rek pouzity pro analyzu je s vyhodou bezbunéény, naptiklad muiize byt pouzito séru nebo plazma.
Vzorek miize byt pfed pouZitim pfi testovaci metodé zpracovan, naptiklad mize byt zfedén pfi-

45 davkem pufru nebo jiného vodného média a mize byt pied analyzou skladovan nebo uchovavan
naptiklad za chlazeni nebo mrazeni.

Pro provadéni ptedkladaného vynalezu, jestlize se navazana frakce oddéluje od nenavazané
frakce, mize byt tato operace provadéna jakymkoli vhodnym zplisobem, napfiklad srazenim,
50  centrifugaci, filtraci, chromatografickymi metodami apod.

Aby nevznikly pochybnosti, termin ,.kobalamin“ se zde pouZiva jako synonymum s terminem

,vitamin Bj,“ a zahrnuje v8echny formy vitaminu B, (kyanokobalamin; 5,6—dimethylbenzimi-

dazolylkyanokobamid; methylkobalamin; 5'—deoxyadenosylkobalamin), které se mohou vyskyto-
55 vat a jsou metabolicky aktivni (pfi vhodné prezentaci) v organismu.
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Jak je uvedeno vyse, pii zpiisobu podle vynalezu mze byt stanoveni kobalaminu navézancho na
TC provadéno detekei ligandu navazaného na oddéleny holo—TC II, nebo provedenim kompeti-
tivniho testu a pouZitim znageného kompetitora vii¢i holo—TC II, pfi kterém holo—TC Il souteZi
s timto znaéenym kompetitorem o vazbu na jeho znaceny ligand, nebo detekci kobalaminu uvol-
néného ze separovaného holo-TC 1IL.

Detekovatelny ligand miize byt pohodlng znagen jakymkoli vhodnym zptisobem, naptiklad znac-
kou vytvarejici signal, ktery mize byt stanoven napfiklad luminiscenci, chemiluminiscenci, kolo-
rimetrickym testem, fluorescenci, radioaktivné nebo pomoci enzymatické aktivity. Pfi metodé
podle vynalezu miiZze byt skutecnosti pouzZito jakékoli oznadeni znamé v oboru poskytujici signal.

Jako ptiklady je mozno uvést nékteré vhodné piiklady barevnych nebo fluorescencnich sloude-
nin, které mohou byt pouzity pro znageni vazebného ligandu tak, aby byla umoZnéna v ramci
predkladaného vynélezu detekce: antrachinony, azobarviva, azinova barviva jako jsou oxaziny a
thiaziny, triaziny, v pfipadé se vyskytujici pigmenty jako jsou porfyriny, fykobiliproteiny, vEetné
fykoerythinii a fykochanin@, chlorofyly a jejich analogy a derivaty, karotenoidy, akrinidiny,
xantheny véetné fluoresceind a rhodaminii, indigova barviva, thioxantheny, kumariny, polyme-
thiny véetné di— a triarylmethini a jejich derivatd, nebo ftalocyaniny a kovové ftalocyaniny.

Podobné je mozno jako znalku vytvaiejici signal v Sasti reakéniho ¢inidla pouzit v ramci pred-
kladaného vyndlezu Siroké rozmezi radioaktivnich sloucenin, napfiklad slouCeniny znaCené
jodem 125.

Alternativné mohou byt vazebné ligandy konjugovany s pfirodnimi nebo syntetickymi slouceni-
nami, které mohou produkovat chemiluminiscenéni signal, ktery mize byt zndmym zpiisobem
zjistovan (Cormier, M.J. a dal§i+ Chemiluminiscence a Bioluminiscence, Plenum Press, New
York 1973). Mezi vhodné chemilunminiscenéni slouéeniny patii luciferin, estery kyseliny Sta-
velové, 1,2—dioxethan, luminol nebo jeho derivaty, ale mozné slouceniny nejsou na uvedené pfi-
klady omezeny. Pokud to bude vhodné, mohou byt pro ziskani chemiluminiscenéniho signalu
z molekul produkujicich signal pouzity napfiklad peroxid vodiku, enzymy, napiiklad luciferaza
nebo dalsi chemicka ¢inidla.

Siln¢ aniontové molekuly vytvaiejici signal nemusi byt pfi metodé podle piedkladaného vynalezu
vyhodné, protoZze maji sklon vazat se na sérové proteiny, jako je lidsky sérovy albumin (HSA),
které mohou byt pfitomny ve vzorku. Zvlasté vhodné piiklady, které mohou byt pouzity, jsou
fluoresceinisothiokyanat, rhodamin B nebo (N-hydroxysukcinimidester) kyseliny N—(resorufin—
4-karbonyl)piperidin—4—karboxylové nebo resolatky.

Podle jednoho provedeni metody podle vynalezu miZze byt frakce obsahujici alespori ¢ast TC II
oddélena od vzorku télesné tekutiny reakci télesné tekutiny s vazebnym ligandem specifickych
pro TC II a potom oddélenim frakce navazané na TC II od zbytku vzorku, ¢imz se cilovy analyt
ve vzorku izoluje a zakoncentruje. V jednom provedeni vynalezu mize byt pro stanoveni kom-
plexu TC Il-kobalamin, pfitomného v oddé€lené navazané frakci, pouzit detekovatelny vazebny
ligand proti holo-TC II. Holo-TC 1II vazebny ligand mize byt ptiveden do styku s testovanym
vzorkem pied, soucasné nebo po styku s vazebnym ligandem TC OO pied nebo po oddéleni
frakce navazané na TC 11 od zbytku vzorku.

Odpovidajicim zpisobem miZze byt od zbytku vzorku oddélena frakce obsahujici kobalamin
(naptiklad obsahujici holo-TC II a holo-HC) reakci testované télesné tekutiny s imobilizovanym
nebo navazanym kobalaminem nebo jeho analogen nebo fragmentem, ktery vaze apo—TC II
a apo-HC, a oddélenim od navazané frakce zbytku vzorku s obsahem holo-TC II a holo-HC.
Detekovatelny vazebny ligand TC II miZe byt potom pouzit pro detekci komplexu TC
[I-kobalamin, pfitomného v oddélené frakci. Detekovatelny vazebny ligand TC Il miize byt pfi-
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veden do styku s testovanym vzorkem pred, soucasné s nebo po kontaktu s navazanym kobal-
aminem a pied nebo po odd&leni navazané frakce od zbytku vzorku.

V nékterych provedenich mohou byt imobilizované ligandy pro jednu nebo dal3i slozku kom-

5 plext apo a/nebo holo TC II/HC usporadany do kolony. Télesna tekutina obsahujici komplex TC
1l — kobalamin miiZe byt nanesena na kolonu a pfivedena do styku s vazebnym ligandem nebo
ligandy. Kolona miize byt proplachovana nebo promyvana a miize byt pouZit eluent v pfipadé
potieby pro uvolnéni navazané frakce z kolony a jeji jimani.

10 Jestlize maji byt analyzovany slozky nenavézané frakce popfipadé spolu s daldimi slozkami,
kolona by méla byt s ohledem na dalsi slozky promyta pufrem nebo médiem pouzitim kalibro-
vané mikropipety pro zajisténi pfesného znamého objemu nanesené a jimané tekutiny. Naneseny
objem je s vyhodou do 3 % poZzadovaného (tj. kalibra¢niho) objemu, vyhodnéji 1 nebo 2 %.
Podobné, jestlize se méa analyzovana frakce z kolony pred detekci uvolnit, eluent pouzity pro

15 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 nosi¢e ve formé &astic, napfiklad latexovych nebo polymerovych kuli¢-
kach. Aby byla usnadnéna manipulace a separace, mohou byt samoziejmé ve vyhodném prove-

20 deni predkladaného vynalezu pouzity magnetické kulicky. Termin ,,magneticky*, jak se zde pou-
7iva, znamena, Ze nosié je schopen pfi vloZeni do magnetického pole ziskat magneticky moment.
Jinymi slovy, nosi¢ obsahujici magnetické Gastice mize byt snadno odstranén shromazdénim
v magnetickém poli, coz poskytne rychlou, jednoduchou a u¢innou cestu pro oddéleni frakci po
navazani ligandu.

25
Pouzitim metody podle vynalezu mohou byt tedy magnetické astice s navazanym komplexem
TC 1I — kobalamin odstranény na vhodny povrch pouzitim magnetického pole, napfiklad pouzi-
tim permanentniho magnetu. Obvykle dostaduje pfilozit magnet na stranu nadoby obsahujici
smés vzorku, aby bylo dosaZeno seskupeni ¢astic u stény nadoby a jejich izolace pro dalsi ana-
30 lyzu.

Zv14§t¢ vyhodné jsou superparamagnetické &astice, napiiklad Castice popisované Sintefem

a EP—A 106873, protoZe je mozno zabranit magnetické agregaci a tvorbé shluki Castic pii reakei.

Pro pouziti v ramci piedkladaného vynalezu mohou byt zvlasté vhodné zndmé magnetické kuli¢-
35 ky vyrabéné firmou Bang Practicles (USA).

Pti provadéni testovaci metody podle vynalezu budou také obecné kromé zkoumanych vzorki
testovany kalibraéni vzorky se znAmym obsahem komplexu holo-TC II. Tato stanoveni mohou
byt pouzita pro vyneseni kalibragni kiivky, ze které mize byt uréen obsah kobalaminu navéza-

40 ného na TC Il pfitomného v testovaném vzorku. Povaha kalibraénich vzorki a volba faktori pro
pfevadéni nebo nastaveni pfi stanoveni komplexu holo-TC II se mize liSit naptiklad v zavislosti
na konkrétnich pfi vazbé pouzitych ligandech a krocich separace pfi testu a jinych znacich
metody, které ovliviiuji vazbu a oddélovani ze vzorku, jako jsou napfiklad slozeni pufru, pod-
minky testu apod. Typicky budou mit kalibra¢ni vzorky obsah holo—TC 11 0 az 300 pmol/l. Refe-

45 rendni rozmezi, uvnité kterého se budou obecné pohybovat nalezené hodnoty pro kobalamin
navazany na TC II, bude 30 az 160 pmol/l.

Kalibra¢ni standard holo—TC II mtze byt typicky lidsky, pfirodni nebo rekombinantni holo-TC
II. Pouziti holo~TC II jako kalibratoru v testech holo-TC II je nové a tvofi dalsi provedeni
50  vynalezu.

Z jesté dalsiho hlediska poskytuje vynalez kit pro diagnosticky test podle predkladaného vyna-
lezu, pti¢emz tento kit obsahuje:

imobilizovany nebo imobilizovatelny specificky vazebny ligand pro TC II nebo holo-TC II;
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s vyhodou roztok holo-TC 11 znamé koncentrace a vyhodnéji sadu takovych roztoki s uritym
rozmezim koncentraci komplexu holo-TC II;

poptipadé uvoliiovaci &inidlo pro uvolnéni kobalaminu od holo-TC II; a

poptipadé znaceny ligand.

Testovaci metoda podle vynalezu uréuje metabolicky aktivni zasobni (pool) kobalaminu stanove-
nim komplexu holo-TC II nebo izolaci komplexu holo-TC II a potom stanovenim s timto kom-
plexem spojeného kobalaminu, &imZz poskytuje pohodinou metodu pro zjisténi deficience
kobalaminu pfed nebo po navratu klinickych projevii této deficience. Testovaci metoda miZe byt

10 s vyhodou pouzita pfed nastupem piiznaki, protoze méa presnou pfedpovidaci hodnotu negativni
rovnovahy kobalaminu.

Predkladany vynalez bude nyni ilustrovan na nasledujicich neomezujicich ptikladech a vykre-

sech.
15
Piehled obrazkii na vykresech
Obr. 1 je standardni kfivka pro holo-TC Ii;
20
obr.2  je vyneseni ukazujic vztah mezi celkovou koncentraci kobalaminu v séru a koncentraci
holo-TC II; a
obr.3  je vyneseni ukazujici vztah mezi celkovou koncentraci kobalaminu v séru a koncentraci
25 holo—HC.
Ptiklady provedeni vynalezu
30

Priklad 1

Protilatky (napiiklad monoklonalni nebo polyklonalni protilatky) specifické pro TC II se imobili-
zuji na magnetizovatelné Castice. Alikvot séra (100 az 500 pl) smichany se stejnym objemem

35 PBS se ponecha reagovat 15 min s nadbytkem imobilizované protilatky a nadbytkem nepiekry-
vajici se protilatky anti—holo—TC II (napfiklad monoklondlni protilatky) znaceni ['*. Magnetizo-
vatelné &astice se pomoci silného magnetu usadi, supernatant se odstrani a Castice se promyji
PBS.

40 Radioaktivita se zmé&fi a koncentrace holo-TC Il ve vzorku se stanovi interpolaci standardni
krivky.

Priklad 2
45
Protilatky (naptiklad monoklonalni nebo polyklonalni protilatky) specifické pro TC II se imobili-
zuji na magnetizovatelnych &asticich. Alikvot séra (600 pl) smichany se stejnym objemem PBS
se ponecha s protilatkou reagovat 30 min. Magnetizovatelné Castice se usadi pouzitim silného
magnetu a supernatantu se odstrani. Castice se jednou promyji PBS a potom se na né piisobi hyd-
50  roxidem sodnym (0,3 M) s obsahem kyanidu draseiného (100 uM), dithiothreitolu (15 mM), a
pevného mnozstvi kyanokobalaminu radioaktivné znac¢eného I'® nebo Co” v celkovém objemu
100 pl po dobu 15 min, pro uvolnéni kobalaminu navazaného na imobilizovany holo-TC II, a
soutasné se vSechny formy kobalaminu pfevedou na kyanokobalamin a smichaji se s pevnym
mnoZstvim znateného kyanokobalaminu. Pfida se omezené mnozstvi vnitfniho faktoru ve 100 pl
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boratového pufru a smés se ponecha reagovat 10 min. Magnetizovatelné Castice se usadi silnym
magnetem a 150 ul supernatantu se oddéli pro méfeni radioaktivity. Koncentrace kobalaminu
navéazaného na TC II ve vzorku séra se uri ze standardni kiivky.

s Uvolnény kobalamin miize byt alternativné méfen pouzitim metody IMx firmy Abbot nebo
podobnymi metodami.

Priklad 3

Protilatky (naptiklad monoklondlni nebo polyklonalni protilatky) specifické pro holo-TC I se
imobilizuji na magnetizovatelnych &asticich. Se stejnym objemem PBS se smiché alikvot séra
(100 az 500 pl) a pridd se mnozstvi I'® znageného holo-TC II a omezené mnoZstvi imobilizo-
vané protilatky anti-holo-TC II. Po inkubaci 15 min se magnetizovatelné ¢astice usadi pomoci

15 silného magnetu. Castice se promyji PBS a méfi se radioaktivita. Koncentrace holo-TC II se ur¢i
ze standardni kiivky.

Piiklad 4
20
Rekombinantni holo-TC II se imobilizuje na magnetizovatelnych ¢asticich. K alikvotu séra
(100 az 500 pl) smisenému se stejnym objemem PBS se pfidd pevné mnoZstvi imobilizovaného
holo-TC II a nadbytek protilatky (napfiklad monoklonalni nebo polyklonalni protilatky) speci-
fické pro holo-TC II a radioaktivné znacené '®. Po 15 min inkubace se ¢astice usadi pouzitim
25 silného magnetu. Castice se promyji PBS a méfi se radioaktivita. Koncentrace holo—TC II se ur¢i
ze standardni kiivky.

Priklad 5
30

Kraligi protilatka specificka pro lidsky TC II se zdanlivou vazebnou konstantou >5 x 10° M
byla imobilizovana na magnetizovatelnych mikrokulickach o priméru 1 pm potaZenych kozi
protikrali¢i IgG protilitkou (Indica Diagnostics). Vzorky séra po 400 pul od kazdého
z 49 zdravych dobrovolniki se smichaji se stejny objemem PBS a 40 pl imobilizované protilatky

35 (1 %). Smési byly udrzovany pfi laboratorni teploté v temnu 1 h a potom byla provedena sedi-
mentace mikro¢astic pouZitim magnetu. Srazeniny byly jednou promyty ledovym promyvacim
pufrem (PBS plus 0,02% Tween 20) a potom byly resuspendovany v 50 ul 50mM dithiothreitolu,
0,01 % kyanidu draselného 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

40 pFidano 25 pl 0,5M hydroxidu sodného a o 15 min pozdé&ji 300 ul vnitiniho vektoru imobilizova-
ného na dextranu (dostateéné mnoZstvi pro navazani 50 % stopovaci latky) v boratovém pufru,
pH 8,6. Po 1 h pti laboratorni teploté v temnu byly vzorky centrifugovany pti 1000 g a 4 °C
10 min, supernatanty byly opatrné odstranény a sedimenty byly pocitiny na pfistroji Packard
Riastar. Koncentrace kobalaminu navazaného na TC II byla zjistovana ze standardni kiivky

45 zkonstruované pomoci osmi kalibratord (0 az 500 pM holo-TC II), které byly zpracovany stej-
nym zpusobem jako vzorky. Bylo také analyzovano 37 vzorki séra s ohledem na celkové mnoz-
stvi kobalaminu v séru pouZitim testu Abbot IMx B12.

Standardni kfivka pro holo-TC II je ukazana na obr. 1 a vztah mezi celkovou koncentraci

50  kobalaminu v séru a koncentracemi holo—TC Il u 37 zdravych dobrovolniki je ukazan na obr. 2.
Je zfejmé, Ze korelace je nizka, s hodnotou koeficientu r* = 0,50. Naopak korelace mezi koncent-
raci holoHC a celkovou koncentraci kobalaminu v séru je vysokd, r = 0,96 (obr. 3). Priimérna
koncentrace holoTC pro 49 zdravych dobrovolniki byla 64 + 28 pM a 95% referen¢ni rozmezi je
23 az 127 pM.
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U testu je hodnota CV 10 %, analyticka citlivost (0 — kalibrator — 3 standardni odchylky) niz3i
nez 10 pM a nedochazi ke k¥iZové reakcei s haptokorinem.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpiisob stanoveni holo—transkobalaminu II v bezbun&ném vzorku télesné kapaliny,
vyznadujici se tim, Ze se uvedeny vzorek piivede do kontaktu se specifickym vazeb-
nym ligandem pro transkobalamin Il nebo holo—transkobalamin II se stupném zkiiZené reaktivity
s haptokorinem men$im neZ 1 %, imobilizovanym na magnetizovatelnych &asticich, frakce nava-
15 zana na ligand se oddéli pouzitim magnetického pole od frakce nenavazané na ligand a ve frakci
navazané na ligand se m&fi obsah holo-transkobalaminu 1I, pfi¢emz oddéleni uvedené frakce
navazané na ligand od frakce nenavéazané na ligand poskytne alespoii trojnasobné zvySeni kon-
centrace holo—transkobalaminu 11, a kde specificky vazebny ligand ma afinitni konstantu alespor
10° M v pripadé specifického vazebného ligandu pro transkobalamin Il a alespoii 10°°M™
20 v pripadé& specifického vazebného ligandu pro holo—transkobalamin II.

2. Zpisob podle naroku 1,vyznadujici se tim, Ze tento zpisob je schopen detekovat
holo—transkobalamin II pfi koncentraci jiz 9 pM.

25 3. Zpisob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se tim, Ze se pouZije speci-
ficky vazebny ligand s vysokym stupném selektivity a specificity vzhledem k transkobalaminu I
a nizkou afinitou vzhledem k jinym proteinim transkobalaminu, bud’ v apoformé&, nebo holo-
formé, nebo jinym proteinim vazajicim kobalamin.

30 4. Zpusob podle nékterého z narokit 1 az3,vyznacujici se tim, Ze specificky vazeb-
ny ligand se voli ze skupiny zahrnujici polyklonalni nebo monoklonélni protilatku, fragment
protilatky, polypeptid, oligopeptid, malou organickou molekulu, specifickou vazebnou sekvenci
DNA nebo RNA nebo receptor bunééného povrchu.

35 5. Zpusob podle nékterého z narokti 1 az4,vyznacujici se tim, ze specificky vazeb-
ny ligand je monoklonalni protilatka, ktera se vaze na transkobalamin IL

6. Zpusob podle nékterého z naroki 1 az 5, vyznac¢ujici se tim, ze kobalamin se
uvoliiuje z molekul holo—transkobalaminu I zménou teploty nebo pH okolniho prostredi.
40
7. Zpusob podle nékterého z narokii 1 az6,vyznacujici se tim, Ze uvolnény kobal-
amin se stanovuje kompetitivnim vazebnym testem provadénym uvedenim do kontaktu imobili-
zovaného vazebného partnera pro kobalamin s uvolnénym kobalaminem vzorku v pfitomnosti
znaceného ligandu, ktery soutézi s izolovanym kobalaminem o vazbu na imobilizovaného vazeb-
45 ného partnera.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze jako znaCeny ligand se pouzije

ligand znaceny znackou vytvérejici signal, ktery miZe byt stanoven jako luminiscence, chemilu-

miniscence, kolorimetrické stanoveni, fluorescence, radioaktivita nebo jako enzymaticka aktivita.
50

9. Zpusob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze jako znafeny ligand se pouzije

ligand znaceny znaCkou vytvarejici signal, ktery miiZe byt stanoven jako radioaktivita.

10. Zpiisob podle nékterého z naroki 1 az 9, vyznacujici se tim, ze specificky
55 vazebny ligand je specificky pro transkobalamin Il a ma afinitni konstantu vy3$i nez 10''M™.
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11. Zpiisob podle nékterého z narokdi 1 az 10, vyznacdujici se tim, Ze se pouZije
vazebného ligandu holo—transkobalaminu 11 nebo transkobalaminu II se stupném zkiiZené reakti-
vity s haptokorinem mensim nez 0,1 %.

12. Zpisob podle nékterého z naroki 1 az 11, vyznadujici se tim, Ze bezbunéCny
vzorek télesné kapaliny se voli ze skupiny zahrnujici vzorek semenné tekutiny, cerebrospinalni
tekutiny, amniotické tekutiny nebo vzorek odvozeny z krve.

10 13. Zpisob podle naroku 12, vyzna&ujici se tim, Ze vzorkem odvozenym zkrve je
sérum nebo plazma.

14. Zptsob podle nékterého z narokii 1 az 13, vyznacdujici se tim, Ze kalibrace testu
se provadi pouzitim holo—transkobalaminu II jako standardu.

15
15. Zpusob podle naroku 14, vyzna&ujici se tim, Ze standardem je lidsky, pfirodni
nebo rekombinantni holo—transkobalamin II.

16. Zpisob podle nékterého z narokii 1 az 4, vyznadujici se tim, Ze uvedeny speci-
20  ficky vazebny ligand vaZe holo—transkobalamin II a mé stupefi zkiiZené reaktivity pro
apo-transkobalamin II ne vétSinez 1 %.

25
2 vykresy
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