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Uvod

Sliny jsou smési biologicky vyznamnych glykoprotei-
nu, proteind, enzymt, hormontd, minerald a elektrolytl
rozpusténych ve vode a jsou produkovany piedevsim paro-
vymi velkymi slinnymi Zldzami'?. Obsah vody a v ni roz-
pusténych latek kolisa v zévislosti na momentalnim fyzio-
logickém stavu organismu, pfi¢emz jsou tyto procesy fize-
né vegetativnim nervovym systémem na zakladé podminé-
nych a nepodmindnych reflext®. Sliny se podileji
na prenosu chuti k chutovym poharkim, zvlh¢uji dutinu
ustni, $té€pi sacharidy a tuky na jednodussi slouceniny,
maji antimikrobni, desinfekéni a ochranné tcinky”.

Jednou z vyznamnych slozek slin je laktoferin. Tento
glykosylovany protein o molekulové hmotnosti 80 kDa je
slozeny z 692 aminokyselin*” a jeho isoelektricky bod (pl)
byl stanoven na 8-8,5 (cit.>"). Struktura laktoferinu je
uspofadana do jednoduchého polypeptidového ftetézce
strukturovaného do dvou domén (obr. 1, pievzato
z databaze Expasy). Ty jsou pak schopny vazat ionty kovu,
nejcastéji Fe*' nebo Fe’', ale také i ionty Cu®’, Zn*" a Mn**
(cit.*"). Vyskyt tohoto proteinu byl zaznamenan v sekre-
tech nékolika sliznic (matefském mléce, slzach, krevni
plazmé, slinach, potu spermatu & vaginalnim vytoku)®.
V organismu plni dalezitou funkci v nespecifickém imu-
nitnim systému diky jeho antimikrobni, fungicidni a anti-
virové aktivité, ktera je podminéna schopnosti vazat kovo-
vé ionty, které vétsina bakterii vyZaduje pro svij rist®.
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ZvySeni hladiny laktoferinu v krvi je ¢asto spojené se za-
nétlivymi procesy probihajicimi v organismu’.

Ze vzorku lze laktoferin izolovat diky podstatn¢ odlis-
nému isoelektrickému bodu v porovnani s dal§imi proteiny
pfitomnymi ve vzorku pomoci iontové vyménné chroma-
tografie'*'*. Dal§i vyuzivané metody pro izolaci a pie¢is-
téni laktoferinu jsou enzymové znatend imunoanalyza',
afinitni membranovéa chromatografie'® & novéji pseudoafi-
nitni chromatografie'’. Kvantitativni stanoveni se nej¢asté-
ji provadi imunosepara¢nimi metodami, jako je enzymoveé
znafend imunoanalyza (ELISA)'*%, radioimunoanalyza
(RIA)*"*, & luminiscenéné zaloZena imunoanalyza (LSA)>.
Pro tyto metody se limity detekce pohybuji v rozmezi
10 ng mlI™" — 0,2 mg mI™". Literatura se viak také zmifiuje
o stanoveni laktoferinu vysoce uc¢innou kapalinovou chro-
matografii s detektorem diodového pole (DAD) s limitem
detekce 4,5 pg ml ' (cit.**). Vzhledem k vhodnosti metod
kapilarni elektroforézy pro stanoveni proteini® byl lakto-
ferin studovan i &ipovou gelovou elektroforézou®. Pro
detekei laktoferinu jsou vzhledem k snadné moznosti mini-
aturizace detekéniho zafizeni”” do budoucna pouzitelné
i amperometrické metody (limit detekce (LOD) 35 nM)*.
Jako dalsi elektrochemické metody vhodné pro stanoveni
proteini Ize uvést Brdi¢kovu reakci®’ nebo chronopotenci-
ometrickou rozpoustéci analyzu, kde je mozné pro protei-
ny ¢i enzymy dosdhnout vyrazné nizkych limitd detek-
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V této praci byla provedena separace proteinu laktofe-
rinu z lidskych slin za vyuziti iontové vyménné kapalinové
chromatografie s monolitickou kolonou a nasledné byla
optimalizovana metoda offline fotometrického stanoveni,
kde byly porovnany parametry metody stanoveni s b&zné
pouzivanymi metodami barveni proteinii pomoci biureto-
vého ¢inidla, pyrogalové Gervend a Bradfordova &inidla™.
Nejvhodnéjsi metoda byla vyuzita pro off-line stanoveni

Obr. 1. 3D struktura lidského laktoferinu obsahujiciho dva
ionty Fe’* vizané vka’dé zjeho dvou domén
(zdroj:www.expasy.org)
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laktoferinu v lidskych slinach po precisténi kapalinovou
chromatografii.

Experimentalni ¢ast
Chemikaélie

Laktoferin a ostatni chemikalie (Trizma base, HCI,
NacCl, Etanol, H;PO,4, ACS voda, Coomasie brilliant blue)
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Destilovana voda byla pfipravena v laboratofi na zatizeni
AquaOsmotic 02 (AquaOsmotic, Tisnov, Ceské republika)
a nasledné precisténa na zafizeni Millipore RG
(MilliporeCorp., USA, 18 MQ) na deionizovanou (MiliQ)
vodu.

Odbér a ptiprava vzorkl

K experimentu bylo vybrano 9 zdravych osob ve véku
23-28 let (7 Zzen a 2 muzi) a 1 osoba trpici celiakii (vzorek
¢. 10, zena). Vzorky slin byly odebirany do odbérovych
zkumavek Salivette (Sarstedt, Némecko). Piilozena bunici-
na byla zvykana po dobu 2 min. Nasledovala centrifugace
vzorkl v Salivette zkumavce pti 3000 rpm po dobu 5 min
(Universal 320, Hettich Zentrifugen, Némecko). Odebrany
vzorek byl nafedén 1:1 s 25 mM Tris-HCI pufrem (pH 7)
a prefiltrovan pfes mikrofiltr (microStar 0,45 um CA,
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Costar Cambridge). Takto ptipraveny vzorek byl analyzo-
véan iontové vyménnou kapalinovou chromatografii s UV
detekci a separované frakce byly off-line fotometricky
analyzovany automatickym spektrofotometrem.

Tontové-vymeénnd kapalinova chromatografie s UV
detekei

Systém kapalinového chromatografu Biologic Duo-
Flow (Biorad, USA) byl slozen ze dvou chromatografic-
kych pump pro dopravu eluénich pufrti, monolitické kolo-
ny s jednim CIM diskem, ktery byl modifikovan -SO;"
funk¢énimi skupinami (Bia Separations, Slovinsko), davko-
vaciho ventilu s 2ul davkovaci smyckou, UV-VIS detekto-
ru a automatického sbérace frakei (obr. 2A). Kapalina byla
na CIM kolonu dopravovana dvéma pumpami za pomoci
vysokotlakého gradientu. Vystup z kolony byl napojen na
UV detektor, ktery slouzil pro Gipravu nastaveni sbéru frak-
ci. Jako mobilni faze I (MFI) byl pouzit 25 mM Tris-HCl
pufr o pH 7, mobilni faze I (MFII) byla tvofena 2M NaCl
v MFI. Prittok mobilni faze byl 4 ml min™'. Laktoferin byl
eluovén linedrn€ se zvySujicim gradientem NaCl: 0-6 ml
(0 % II), 6 — 12 ml (100 % II), 12—16 ml (100 % II),
16—17 ml, (0 % II), 17 — 21 ml (0 % II) (obr. 2B). De-
tektor byl nastaven na 280 nm (maximum pii absorpci
aromatickych aminokyselin). Frakce laktoferinu o objemu
1 ml byla sbirana v elu¢nim objemu 10,62—11,62 ml auto-
matickym sbéracem frakci (Biorad, USA).
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Obr. 2. (A) Schéma iontové vyménné kapalinova chromatografie vyuzivajici monolitickou CIM kolonu s UV detektorem a sbéra-
¢em frakei. Kapalina byla na CIM kolonu dopravovana dvéma pumpami za pomoci vysokotlakého gradientu. Vystup z kolony byl napo-
jen na ¢tyrkanalovy UV detektor, ktery slouZil pro Gpravu nastaveni sbéru frakei. Jako mobilni faze I byl pouzit 25mM Tris-HCl (pH 7),
mobilni faze I se skladala z 2M NaCl v mobilni fazi A. Pritok mobilni faze &inil 4 ml min™" a detekce probihala pii 280 nm. (B) Znazor-
néni ¢asového pribéhu gradientu — koncentrace mobilni faze B v zavislosti na objemu
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Vyseparované frakce laktoferinu byly analyzovany
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou v piitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Pro studium lakto-
ferinu byl pouzit 7,5% separacni gel a koncentrace zaost-
fovaciho gelu byla 5 %. SDS-PAGE probihala na aparatu-
te Maxigel od firmy Biometra (Némecko). Separace probi-
hala pfi napéti 150 V, dokud celo proteint nedosahlo dol-
niho konce gelu (~ 1 h). Béhem separace byl gel chlazen
vodou. SDS-PAGE a detekce proteinti stfibrem byly pro-
vedeny podle klasickych protokoli®*. Gel byl inkubovan
1 hodinu v roztoku 1 (1,14 % kyseliny octové, 6,4 % me-
thanolu, 0,1 % formaldehydu) s naslednym proplachnutim
3x15 min v roztoku 2 (methanol s MiliQ vodou v poméru
1:1). Poté byl opét inkubovan 1 min v roztoku 3 (0,02 %
thiosiranu sodného) a proplachnut 2x20 min destilovanou
vodou. Nasledovala dal$i inkubace 20 min v roztoku 4
(0,02 % AgNOs;, 0,076 % formaldehydu) a proplachnuti
20 min destilovanou vodou. Na zavér byl gel inkubovan
v roztoku 5 (6 % Na,CO;, 0,0004 % Na,S,0;, 0,05 %
formaldehydu) a byl pozorovan vznik zbarveni. Po ziskani
optimélniho zabarveni (~ 3 min) byl gel ihned proplachnut
2x2 min destilovanou vodou. Pro zafixovani byl hotovy
gel inkubovan v roztoku 6 (6,4 % methanolu a 1,14 %
kyseliny octové).

Off-line fotometricka analyza

Pro spektrofotometrické analyzy byl pouzit automa-
ticky spektrofotometr BS-200 (Mindray, Cina), ktery se
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sklada z kyvetového prostoru (temperovaného na 37+0,1 °©
(), reagencniho prostoru s karuselem pro reagencie a pii-
pravu vzorkli (temperovaného na 4+1 °C) a optického
detektoru®*. Zdrojem svétla byla halogeno-wolframova
zarovka. Prenos vzorkl a reagenci zabezpecovalo robotic-
ké rameno s davkovaci jehlou (chyba davkovani do 1 %
objemu). Kontaminace byla minimalizovana diky propla-
chovéni jak davkovaci jehly, tak michadla MilliQ vodou.
Ke stanoveni laktoferinu pyrogalovou cerveni bylo
ke 200 pl ¢inidla (50 mM sukcinova kyselina, 3,47 mM
benzoat sodny, 0,06 mM molybdenat sodny, 1,05 mM
oxalat sodny a 0,07 mM pyrogalova &erveit)”™ > (Skalab-
kit, Svitavy Ceska republika) pfidano 4 ul vzorku.
U metody dle Bradfordové®™™* bylo k 190 pl &inidla
(0,01 % Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % ethanol,
8,5 % kyselina fosfore¢na v destilované vode€) piidano
10 pl vzorku®. Detekce u obou metod probihala pfi
578 nm a doba reakce byla 10 min. Pro stanoveni proteind
biuretovym ¢inidlem bylo do kyvety napipetovano 150 pl
biuretového Cinidla (100 mM vinan sodno-draselny,
100 mM NaOH, 15 mM KI, 6 mM CuSOQy,) a néasledné 3 pl
vzorku. Po 10 min inkubace pii 37 °C byla zméfena absor-
bance pfi vlnové délce 546 nm. Obsah kyvet po nadavko-
vani vzorku byl ihned promichan automatickym micha-
dlem a analyzovan. Typické zdznamy v podobé kinetic-
kych kiivek ziskanych z automatického fotometru BS-200
znazorfujici Casové zévislé méfeni absorbance riznych
koncentraci laktoferinu jsou uvedeny na obr. 3. Absorban-
ce byla odecitana v Casel8 sekund, kde byla zaznamenana
maximalni absorbance pro v§echny body kalibrace.
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Obr. 3. Kinetické kiivky ziskané z automatického fotometru BS-200 znazornujici ¢asové zavislé méreni riznych koncentraci lak-
toferinu metodou dle Bradfordové. Na obrazku je znazornéna osmibodové kalibratni kiivka v rozmezi 7,81 az 1000 pug ml™'
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Vysledky a diskuse

Pro separaci laktoferinu jsme vyuzili kapalinovy
chromatograf, ke kterému byla ptipojena monoliticka ko-
lona. Tato kolona je diky své konstrukci Setrné ke struktu-
fe proteinu, nebot’ lze separaci provadét pii vysokém pri-
toku a pfitom pii velmi nizkém tlaku, aniz by doslo
k poskozeni struktury proteinu®®*?. Strukturni zmény pro-
teinll v zavislosti na tlaku v kolon¢ byly jiz v minulosti
studovany®™ ™. Pro separaci byl vyuzit postup, jehoZ para-
metry byly optimalizovany v praci®, pii¢emz byla prove-
dena optimalizace postupu pro izolaci laktoferinu ze slin,
kdy jsme pozornost zaméfili na rychlost pritoku mobilni
faze a koncentrace soli obsazenych v elu¢nim pufru, a dale
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jsme se zaméfili na vybér nejvhodnéjsi fotometrické detek-
ce.

Off-line fotometricka detekce

Nejprve jsme se zaméfili na vybér vhodné off-line
fotometrické detekce pomoci rdznych typd barveni. Pro
fotometrické stanoveni koncentrace laktoferinu
z izolovanych frakci byly vybrany tfi metody, které se
pouzivaji ke stanoveni proteind, a to metoda s pyrogalovou
Serveni> " , metoda dle Bradfordové®™™® a metoda
s biuretovym ¢&inidlem®. Ke zjidténi limitu detekce (3*S/N)*
metod byla proméfena 15 bodova kalibracni zavislost lak-
toferinu v roztoku 2M NaCl v koncentra¢nim rozmezi od 1
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Obr. 4. Graf zavislosti absorbance na koncentraci laktoferinu v ziskanych frakcich pomoci iontové-vyménné kapalinové chroma-
tografie analyzovanych v off-line provedeni pomoci (A) pyrogalové cervené, (B) biuretového ¢inidla a (C) metody dle Bradfordové
v koncentraénim rozmezi 0,061-1000 pg ml™". (D) Linearni &st kalibraéni kiivky laktoferinu detegovaného metodou dle Bradfor-

dové od 0,2 do 62,5 pg ml™
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Tabulka I
Fotometrické stanoveni proteint
Metoda Rovnice regrese Linearni dynamicky rozsah R’ LOD? LOQ" RSD¢
[pg ml™] [pgml'] [ugml']  [%]
Pyrogalova Cerveni y =0,0650x + 3,81 16-1000 0,990 1 3 6
Biuretovo ¢inidlo y =0,928x + 208 62,5-1000 0,999 10 30 5
dle Bradfordové y=2,03x + 8,46 0,1-62,5 0,992 0,01 0,03 4

% Limit detekce, ° limit kvantifikace,  relativni smérodatna odchylka

do 1000 pg ml™'. V piipads metody vyuZivajici pyrogalo-
vou &erveir (obr. 4A) byla linearita R* = 0,9899
v koncentracnim rozmezi 15-1000 pg ml™”'s limitem de-
tekce 1 pg ml™' (RSD = 6 %, n = 3, tab. I). Linearita kalib-
raéni kfivky biuretové metody (obr. 4B) byla R*= 0,999
v koncentraénim rozmezi 62,5-1000 pg ml™ . Limit detek-
ce 3S/N &inil 10 ug ml™" (RSD =5 %, n = 3, tab. I). Kalib-
race laktoferinu metodou dle Bradfordové (obr. 4C a D)
vykazovala linearitu R? = 0,9916 v koncentraénim rozmezi

1 do 62,5 ug ml™". Limit detekce této metody (3 S/N byl
0,01 ug ml™' (RSD =4 %, n =3, tab. I).

Z téchto vysledka jasné vyplyva, ze pro stanoveni
laktoferinu je nejvhodnéjsi z pohledu limitu detekce meto-
da dle Bradfordové. Vzhledem k tomu, ze v publikova-
nych studiich byly naméfené koncentrace laktoferinu
ve slinach v rozmezi 10,54 pg ml™ (cit.*®) az 47 ug ml™
(cit.*”), byla pro off-line detekei zvolena fotometrickd me-
toda dle Bradfordové. Pro ovéteni detekee 1 v off-line pro-
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Obr. 5. (A) Chromatograficky zaznam vzorku slin zdravého ¢lovéka a standardu laktoferinu (200 pg ml™). (B) Chromatograficky
zaznam vzorku slin pacienta trpiciho celiakii v proloZeni se standardem laktoferinu (200 pg ml™)
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vedeni byla 15 bodova kalibra¢ni z4vislost pfipravena také
v pufru, ktery je soucasti mobilni faze A pro separaci lak-
toferinu, a kterym jsou sliny fedény. Tato kalibracni fada
laktoferinu byla analyzovana iontové vyménnou kapalino-
vou chromatografii s naslednou fotometrickou detekci
izolovanych frakci metodou dle Bradfordové. Zjisténé
hodnoty absorbance byly pii porovnani stejné jako u kalib-
race laktoferinu ptipraveného v prostiedi eluentu, tedy
mobilni fize B. V porovnani s ostatnimi autory (Adam
a spol.*? 100 pug mI™", Yoshise a spol.?” 100 pg ml™', Sykes
a spol.?' 200 ug ml"'a Drackova a spol.®* 4,5 ug ml™)

v

Analyza redlnych vzorku

Navratnost

Sliny jsou komplexem mnoha latek, které spolu mo-
hou interferovat a tim zkreslovat ziskané vysledky. Byla
tedy studovana navratnost stanoveni laktoferinu metodou
standardniho piidavku o koncentraci 50 pug ml™', kde ana-
lyza  probihala  dle  optimalizované  metodiky.
Z nameétenych hodnot byla vypocitdna priimérnd névrat-
nost 53+5 % (»=3). Pomoci provedeni gelové elektroforé-
zy metodou SDS-PAGE** byla potvrzeno, Ze izolovana
frakce obsahovala pouze protein o molekulové hmotnosti
80 kDa, ktera odpovida laktoferinu.

Analyza redlnych vzorkii slin

Pred izolaci laktoferinu iontové-vyménnou kapalino-
vou chromatografii byly pfipravené vzorky slin podrobeny
fotometrické analyze metodou dle Bradfordové pro urceni
celkové koncentrace proteinti. Naméfené absorbance byly
prepocitany pomoci nasledujici kalibra¢ni piimky (y =

Tabulka IT
Analyza vzorka slin
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4,8658x + 7204,7) a zjisténa koncentrace se ve slinach
pohybovala v rozmezi 490 az 860 pg ml™. Stanovené kon-
centrace koresponduji s literaturou, kterd udava celkové
mnoZstvi proteinit ve slindch od 720 do 2450 pg ml™
(cit.’"*?). Pro stanoveni laktoferinu ze slin byly vzorky
izolovany iontové vyménnou kapalinovou chromatografii.
Optimalizované podminky separace byly: priitok mobilni
fize 4 ml min™' a koncentrace NaCl v mobilni fazi B pro
vysoleni proteinu z kolony 2 M. V elu¢nim objemu 5,26—
6,26 ml byla sbirana frakce o objemu 1 ml. Chromatogra-
my laktoferinu ze vzorku slin pacienta a zdravého ¢loveéka
jsou uvedeny na obr. 5A a 5B. Odebrané frakce obsahujici
laktoferin byly nasledn¢ off-line fotometricky analyzovany
metodou dle Bradfordové. Koncentrace laktoferinu se
u studovanych zdravych lidi (muzi a zeny ve véku 18 az
23 let) po prepoctu na celkovy obsah proteinti (hodnoty
jsou uvedené jako pg laktoferinu na mg celkovych protei-
nt) pohybovala v rozmezi 3242 a7 10043 ug mg™' s pri-
mérnym obsahem laktoferinu ve slindich 42+4 pg mg’l
(n=3). V ostatnich publikovanych studiich byly zjistény
koncentrace laktoferinu ve slinach v rozmezi 10,54 ug ml™'
(cit.**) az 47 pg ml™' (cit.*), coz odpovida nagim vysled-
kiim, které byly v rozmezi 2035 pg ml™' (tab. II). U oso-
by trpici celiakii (vzorek ¢. 10) byla zjisténa 2,5% vyssi
hladina laktoferinu nez u primérnych hodnot u zdravych
jedinct (tab. II). Vyssi hladinu laktoferinu u celiakd dokla-
daji i dal3i studie™, kde byla zjisténa vyssi koncentrace
laktoferinu ve stfevni mukdze. U kontrol byl test na lakto-
ferin negativni. Vzhledem k tomu, ze se u jedinci trpici
touto chorobou po styku nebo pozieni lepku vytvari imu-
nitni reakce s naslednou tvorbou zanétu stfevni sliznice,
muze tento patologicky stav vést ke zvysené koncentraci
laktoferinu v organismu’.

Vzorek * ¢ (proteiny) ° ¢ (laktoferin) ¢ (laktoferin/celkové proteiny) °
[ng mI”] [ng mI”] [ug/mg proteini]
1 490 £30 80 +7 230+ 20
2 700 +50 70 +£6 130 £ 10
3 630 £70 70 £6 240 £+ 20
4 560 £40 60 +5 170+ 10
5 690 +50 30 £2 190 + 20
6 680 £50 50 +4 150 + 10
7 790 £60 60 +5 150+ 10
8 600 +40 70 +£6 230 £ 20
9 860 +60 60 +5 130+ 10
10 500 £40 110 £10 420 + 30

* Vzorky ¢. 1-9 byly odebrany (n = 3) od zdravych osob ve véku 23-28 let, vzorek 10 pochazi od Zeny (28) trpici celiakii,
®celkova koncentrace proteini byla stanovena pomoci fotometrické metody dle Bradfordové, ¢ koncentrace laktoferinu se
pohybovala v rozmezi 130+10 a7 240+20 pg mg ' s pramérnym obsahem laktoferinu ve slinach 170+10 pg mg ' (#=3)
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Zavér

Metoda iontové vyménné kapalinové chromatografie
s vyuzitim monolitické kolony a nasledna off-line fotome-
trickd detekce izolovanych frakci s vyuzitim metody dle
Bradfordové je velmi vhodnym a robustnim postupem pro
stanoveni laktoferinu v lidskych slinach. Kontrola izolova-
ného laktoferinu byla s pozitivnim vysledkem provedena
pomoci SDS-PAGE. Optimalizovanou metodou byla sta-
novena koncentrace laktoferinu u deseti zdravych subjek-
ti. Primérny obsah laktoferinu ve slinach zdravych osob
byl 4244 pg mg ™, u osoby trpici celiakii byla tato hodnota
2,5x vyssi. Vysledky této prace ukazuji, Ze spojenim sepa-
racni techniky vyuzivajici monolitickou kolonu a klasické
fotometrické metody dle Bradfordové implementované do
automatického analyzatoru je tento postup snadno plné
automatizovatelny a vhodny pro tyto typy studia.

Tato prdace byla financovana z projektu CEITEC
CZ.1.05/1.1.00/02.0068.
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S. Skali¢kova®, O. Zitka’, S. Kiizkova®,
M. Vikova', J. Sochor™”, V. Adam™", and R. Kizek™"
(“ Department of Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Agronomy, Mendel University, Brno, " Central European
Institute of Technology, University of Technology, Brno,
“Department of Clinical Immunology and Allergology,
University Hospital, Brno): Isolation and Determination
of Lactoferrin in Human Saliva

Lactoferrin, a globular glycoprotein, is an important
component of saliva. It shows an antibacterial, anticancer-
ogenic and anti-inflammatory activity. The aim of this
study was to develop a method of isolation of lactoferrin
from human saliva using ion exchange chromatography in
a monolithic column and spectrometric detection with
Pyrogallol Red by the Bradford and biuret methods. The
calibration curve for lactoferrin was linear in the range
0.06-62.5 pg ml™', limit of detection 0.01 ug ml™". The
lactoferin concentration in saliva of healthy subjects was
42+4 pg mg'. Patient with celiac disease showed 2.5x
times higher concentration of lactoferrin compared with
healthy subjects.



