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Vzorek obsahujfc{ maleinimidové skupi-
ny se nechd reagovat s reakénim £inidlem
obsahujicim thiolové skupiny a potom
s chromogenem nebo fluorogenem reagujicim

- s thiolovymi skupinami a m&f{ se zbarveni

nebo zmé&na intenzity fluorescence. Prostfe-
dek obsahuje reak&ni &inidlo obsahujici

thiglové skupiny ve 2 aZz 10 nisobném molér-
nim pfebytku ve vztahu k proteinu nesoucimu
maleinimidové skupiny a 0,1 aZz 1 mM chromo-

genu nebo fluorogenu reagujicimu s thiolovy-

mi skupinami.

Zptisob a prostfedek ke stanoveni maleinimidovych skupin
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Vyndlez se tykd zplisobu a prostfedku ke stanoven{ maleinimidovych skupin, obzvl4sté
ke stanoveni reaktivnich maleinimidovych skupin vézanych na proteiny (enzymy, antigeny,
protildtky).

0d poloviny sedmdesétych let byla vyvinuta getnd tzv. heterosifovadla s cilem, aby
se proteiny vz4djemn& kovalentné vézaly pomoci rGznych reaktivnich skupin, napfiklad amino-
skupin, karboxylovych skupin, hydroxylovych skupin a thiolovych skupin. Obzvl4stni vyznam
maji tato heterositovadla v oblasti reagencif pro zkousky imunity. Pfitom se mohou zdiraz-
nit zejména heterositovadla nesouci maleinimidové skupiny, protoZe jsou schopné specificky
reagovat s thiolovymi skupinami. Timto zpusobem se mohou fragmenty protildtek, napfiklad
Fab’'- fragmenty, které obsahuji volné thiolové skupiny, selektivné .vdzat na jiné proteiny,
naptiklad enzymy.

Takovym sifovadlem a heterositovadlem nesoucim maleinimidové skupiny Jje napifiklad
m-maleinimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidester (MBS), m-maleinimidobenzoyl-N-hydroxy-sulfo-
sukcinimidester (Sulfo-MBS), sukcinimidyl—a-(N-maleinimidomethyl)—cyklphexan-karboxylét
(smce), sulfosukcinimidyl-a—(N—maleinimidomethyl)-cyklohexan—1-karboxylét (sulfo-SMCC),
sukcinimidyl-4-(p-maleinimidofenyl)-butyrdt (SMPB), sulfosukcinimidyl-4-(p-maleinimido-
fenyl)-butyrdt (sulfo-SMPB), bis-maleinimidohexan (BMH), N-(a-diazofegyl)-maleinimid,
N-(B-diazofenyl)-ethylmaleinimid.

Pomoci téchto heterosifovadel se mohou védzat thiolové skupiny na aminoskupiny.
N-(4-diazofenyl)-maleinimid a n-(8-diazofenyl)-ethylmaleinimid umoznujf{ krom& toho také
to, ze se thiolové skupiny mohou vdzat na imidazolové, fenolové, indolové a dal3i skupiny.

V principu probihajf tyto reakce podle nisledujfcich schemat:

R-NH, + Sukc-0-CO-X-Mal » R-NH-CO-X-Mal + Sukc-OH (1. stupen),
(I

R—NH-/CD-X—Mal + HS-R® » R-NH-CO-X-MalH-S5-R’ (2. stupen),
: (11)

kde R-NH2 znamensd protein nesouci primdrni aminoskupiny; Mal znamend maleinimidovou skupi-
nu; Sukc znamend sukcinimidylovou skupinu; R~ SH znamend protein nesouci thiolové skupi-
ny; X znamend distangni €lének (spacer).

Neotekdvané bylo zji&té&no, Ze pro piipravu dginnych reagencii pf6 zkousky imunity je
rozhodujici zndt poget a funk&nost maleinimidovych skupin védzanych na X v meziproduktu I
vyse uvedené rovnice neZ probihd reakce napfiklad s fragmenty protiléfek. Tim se miZe od-
stranit ndkladnd ztrdtovd produkce.

Ukolem vyndlezu je ddt k dispozici zpisob a prostfedek, se kterym se miZe provadét du-
kaz podtu funkénich, reaktivnich maleinimidovych skupin ve vy3e uvedeném meziproduktu I.

Ptedmdtem vyndlezu je zplsob stanoveni maleinimidovych skupin, jehoZ podstata spodi-
vé v tom, Ze se vzorek gbsahujici maleinimidové skupiny nechd reagovat s reak&nim ginid-
lem obsahujicim thiolové skupiny a potom s chromogenem nebo fluorogenem reagujfcim s thio-
lov9mi'skupinami a m&fi se zbarveni nebo zm&na intenzity fluorescence.

Daliim predmétem vynilezu je prostiedek ke stanovenf maleinimidovych skupin obsahu-
jici reakgn{ &inidlo obsahujici{ thiolové skupiny ve 2 a% 10 ndsobném moldrnim pfebytku ve
vztahu ke proteinu nesoucimu maleinimidové skupiny a 0,1 aZ 1 mM chromogenu nebo fluorogenu
slouzfciho k reakci s thiolovymi skupinami.

Ptimé stanoveni maleinimidovych skupin vézanych na protein s chromogeny nebo fluoroge- . .
ny vyzaduje chromatografickeé dslenf. Zpusob podle vyndlezu se naproti. tomu provéddi homogen-

nim, tj. jednofdzovym zpGsobem.

Stanoveni maleinimidovych skupin se provddi tak, Ze se napiiklad pFidd k roztoku
proteinu nesoucimu maleinimidové skupiny roztok merkaptoalkanolu a inkubuje se. Potom se
pfidd roztok chromogenu'a fluorogenu, ktery reaguje s thiolovymi skupinami. Pfebyteiny
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merkaptoalkanol, tJ. nevdzany na maleinimidové skupiny, zpGsobuje tvorbu barviva nebo
zménu fluoroscence, jehoZ intenzita se méfi. Zpisob se miie provadét jak metoda koncovéhso
bodu tak také jako kinetickd metoda, ptitemZ se méfi rychlost tvorby barviva nebo zména
fluorescence.

Vhodnymi reagenénimi &inidly obsahujfcimi thiolové skupiny jsou merkaptoalkanoly Jja-
ko merkaptoethanol, merkaptopropanol, merkaptoalkylaminy jako cysteamin, merkaptopropyl-
amin, merkaptoaminokyseliny jako cystein, merkaptokarboxylové kyseliny jako merkaptoocto-
va kyselina, merkaptojantarovéd kyselina, 2-thiobenzoovd kyselina, s'vyhodou merkaptoethanol.
Reagen&ni &inidlo obsahujici thiolové skupiny musi byt vzhledem k proteinu nesoucimu malein-
imidové skupiny ve dvou aZ desetinidsobném molarnim pfebytku, s vyhodou 4 aZ 6ti nésobném
pfebytku.

Jako chromogen reagujic{ s thiolovimi»skupinami je vhodng napfiklad 2,2 -dinitro-
—5,5'—dithio-dibenzoové kyselina, bis (p-nitrofenyl)-disulfid, 2,2'~dipyridy1—disu1fid,
s vyhodou 2,2 -dinitro-5,5 -dithio-dibenzoovd kyselina, kterd je dlouho zndmd jako Ellmano-
vo &inidlo (Arch. Biochem. Biophys. 82, 70 (1959)). Ve slabg zdsaditém prostiedi (pH 8 az
9) se vytvoi{ pomoci Ellmanova &inidla reduktivnim Stépenim disulfidového mdstku intenziv-
né %luty 2-nitro-5-thicbenzoan, jehoz barevnd intenzita v rozmezi 400 aZ 450 nm je mirou
pro podet thiolovych skupin. Koncentrace chromogenu je v rozmez{i 0,1 aZ 1 mM, s vyhodou
pfi 0,2 mM.

Jako fluorogenni ldtka je vhodny napfiklad (o-nitroanilin-N-ethyldithio)-z-pyridyl—
-5-thioureido-N’'-(5-fluoroscein), 4-jodacetylamido-1-naftol, s vyhodou (o-nitroanilin-N-
- ethyldithio)—2-pyridy1-5—thioureidu-NZ(S-fluorescein). V z4sadé probihd metoda analogic-
Ky podle zplisobu popsaného Ellmanem. PFi reakci fluorescentniho derivétu se slougeninami
obsahujicimi thiolové skupiny se fluorescence fluorescennich derivatt silné zvysi. Vyté-
sek fluorescence je vzhledem ke standardu mirou pro pofet thiclovych skupin. Koncentrace
fluorogenu je v rozmez{ 0,1 aZ 1 mM, s vyhodnu'pfi 0,2 mM.

Zptsob a prostfedek jsou obecné vhodné pro stanoveni slouenin obsahujicich malein-
imid nebo maleinimidové skupiny. Je vhodny s vyhodou pro stanoveni citlivosti reagencii pro
zkousky imunity obsahujicich maleinimidové skupiny, tj. pro jakostni kontrolu téchto reagen-
ci.

Ptiklad 1

Stanoveni maleinimidovych skupin védzanych na protein

K roztoku k¥enové peroxiddzy nesouci maleinimidové skupiny (0,062 mM) se pfidd roz-
tok merkaptoethanolu. Po 10ti minutové inkuba®ni dob& se pfidé roztok Ellmanova &inidla
(2,2'-dinitro-5—5'—dithio-dibenzoové kyseliny). Pfebyte&ny merkaptoethanol, tj. nevdzany
na maleinimidové skupiny, zplsobuje tvorbu oranzové 2lutého barviva 2-nitro-5-thiobenzoa-
nu. o

Intenzita zbarveni se méfi{ ve fotometru pfi 436 nm a teploté mistnosti. Barva rozfu-
ku po reakci je alespon 1 hodinu stabilni, takie se méfeni mize provédét jako meéfeni kon-
cového bodu. Zvolend barvivo mi vyhodu, Ze se absorbuje pfi vlnové délce, pii které se
neotekdvd rudeni proteinem. Mgfeni slepého pokusu se provéd{ podle nisledujiciho pipetaé—
niho schematu: : '
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" Standard Slepd hodnota Analyza Slepd
standardu hodnota
analyzy
Roztok 1 100 150 - 50
Roztok 2 - - 100 100

Roztok 3 50 - 50 -

10 minutovd inkubace pfi 37 O¢

Roztok & 2 500 2 500 2 500 2 500

Po desetiminutové inkubaci se m&F{ extinkce pti 436 nm oproti vodé

St StL A Al
Vypotet se provdd{ podle nésledujic{ rovnice:

[(st-StL)-(A-AL)]x 5 mM] (St-StL) x 2

Slozeni roztoki:

roztok 1 = voda )

roztok 2 = analyza (l4tka nesoucl maleinimidové skupiny),

roztok 3 = standard (merkaptoethanol, 5 mM v odplyn&né vodgé),

roztok 4 = barevné ¢inidlo (Ellmanovo €inidlo, 0,2 mM v 0,05 M boritanu sodném + 0,1%
askorbovd kyselina, pH = 8,0)

" Priklad 2

Stanoven{ po&tu (nebo koncentrace) reaktivnich maleinimidovych skupin v raznych si-
fovadlech a opé&tovné zjistovéni pii ruzném z¥edéni,

ProtoZe jsou rdznd sitovadla Zpatné rozpustné ve vodé nebo se sukcinimidylovéd skupina
vedou rychle hydrolyzuje, rozpusti se viechny ldtky v dioxanu.

Vzorek 1: 8,60 mg sukcinimidyl-4—(p-maléinimidofeny1)-butyrétu se rozpust{ v 9,65 ml dioxa-
nu (2,5 mM). :

Vzorek 2: 3,34 mg m-maleinimidobenzoyl-N-hydroxosukcinimidesteru se rozpusti v 4,25'm1 dio-
xanu (2,5 mM).

vzorek 3: 3,80 mg bismaleinimidohexanu se rozpusti v 5,5 ml dioxanu (2,5 mM).

Test se provadi podle pipeta&ntho schematu v pfikladu 1.
Vysledek (v mM, % op&tovného zjigteni):

Vzorek 1 | Vzorek 2 Vzorek 3
vypo. mBfeno % vypot. m&feno % vypod. m&feno %
0,5 - 0,565 113 0,5 0,605 121 g,5 0,540 108
1,0 1,025 103 1,0 1,155 116 1,0 1,095 110
1,5 1,515 101 1,5 1,625 108
2,0 2,005 100 2,0 2,135 107 . SH-skupiny
2,5 2,475 - 99 2,5 2,490 100 : spotiebovény

» 7 vysledku této tabulky je ziejmé, Ze ruznd silovadla obsahujic{ maleinimidové skupi-
ny jsou sprévng zachycena. Test je v dostatedn& velkém koncentragnim intervalu linedrni.
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Pt{klad 3
Stanoveni pottu (nebo koncentrace) maleinimidovych skupin na kEenové peroxiddze

5,37 mg kfenové peroxiddzy nesouci maleinimidové skupiny (HRP) se rozpusti v-1 ml
odplyn&né vody. Pfi pfijeti molekulové hmotnosti 45000 se dosdhne Koncentrace 0,119 mM.
Tento zdkladni roztok se zfedi odplyngnou vodou ve vice stupnich: 1+4, 2+3, 3+2, 4+1.
Mgteni se provdd{ podle pipetatniho schematu uvedeného v pifikladu 1.

Visledek:
HRP-maleinimid Maleinimidové skupiny Podet maleinimidovych
vypo&teno, mM mgfeno, mM skupin na enzym
0,0238 0,1965 8,26
0,0476 0,4760 10,00
0,0714 0,7600 10,64
0,0952 0,8000 8,40
0,1190 1,0150 8,53

7 téchto vysledkd jasnd vyplyvéd, e stanoveni nerusi ptitomnost proteinu. Méfeni je
v dostatednd velkém koncentraénim rozmezi linedrni. Spravnost vysledku se pfezkou3i sta-
novenim po&tu primdrnich aminoskupin po a pfed reakci s heterositovadlem. V prostiedku je
spotfebovdno 10 aminoskupin na vazbu heterositovadla. Timto se kryji ziskané hodnoty obou
metod velice dobie. Zatimco posledni zpisob umoznuje zdlouhavé pomaoci dvojndsobného sta-
noveni primdrnich aminoskupin vypoget vézanych maleinimidovych skupin, ziskaji se s novou
metodou stejné vysledky v krat3im tase. Krom& toho je novd metoda pfedeviim proto lepsi,
%e jsou piitom zachyceny vylutné aktivni maleinimidové skupiny, tj. schopné véizéni thiolo-
vych skupin.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob stanoveni maleinimidovych skupin, vyznaeny tim, Ze se vzorek obsahujici{ malein-
imidové skupiny nech4 reagovat s reak&énim &inidlem obsahujicim thiolové skupiny a po-
tom s chromogenem nebo fluorogenem reagujicim s thiolovymi skupinami a me&fi se zbarve-
n{ nebo zm&na intenzity fluorescence.

2. Zpdsob podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze se jako reakini Sinidle obsahujfci thiolové
skupiny pouiije merkaptoalkanol, napfiklad merkaptoethanol nebo merkaptopropanol.

3. Zpusob podle ndroku 1, vyznadeny tim, Ze se jako chromogen pouZije 2,27-dinitro-5,5'—
~dithiodibenzoovéd kyselina.

4. Prostfedek ke stanoveni maleinimidovych skupin, vyznadujici se tim, %e obsahuje reakg-
ni ginidlo obsahujfci thiolové skupiny ve 2 a% 10 ndsobném moldrnim pfebytku ve vzta-
hu k proteinu nesoucimu meleinimidové skupiny a 0,1 az 1 mM chromogenu nebo fluoroge-
nu reagujiciho s thiolovymi skupinami. '
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