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1. Wykaz stosowanych skrétow

ACBP - biatko wiagzace acylo-koenzym A (z ang. acyl-CoA-binding protein)
A-FABP - izoforma biatka wiazacego kwasy tluszczowe charakterystyczna dla
tkanki ttuszczowej (z ang. Adipocyte Fatty Acid Binding Protein)

Ala — alanina

AIAT - aminotransferaza alaninowa (GPT)

AP — fosfataza alkaliczna (z ang. Alkaline Phosphatase)

APS — nadsiarczan amonu (z ang. Amonium Persulphate)

Asn — asparagina

Asp — asparaginian

ASpAT - aminotransferaza asparaginianowa (GOT)

ATP - trifosforan adenozyny

BCIP — Bromo-Chloro-Indolylo-Phosphate

B-FABP - izoforma mézgowa biatka wiazacego kwasy tluszczowe (z ang. Brain
Fatty Acid Binding Protein)

BioGel P-10 — poliakrylamid stosowany jako zel do saczenia molekularnego

BSA - albumina bydlgca (z ang. Bovine Serum Albumine)

C/EBP - biatko wiazace sekwencje wzmacniajaca CCAAT (z ang.
CCAAT/Enhancer-Binding Protein)

CCAAT - sekwencja wzmacniajaca, wystgpujaca w regionach promotorowych
wielu genéw, ktéra odwracalnie wiaze biatko C/EBP

Coomassie Brilliant Blue R-250 — barwnik stosowany do detekcji biatka

CRABP - biatko wiazace kwas retinojowy (z ang. Cellular Retinoic Acid Binding
Protein)

CRBP - biatko wiazace retinol (z ang. Cellular Retinol Binding Protein)

Cys — cysteina

DEAE Sephadex A-25 - pochodna polimeru dekstranu (Diethylaminoethyl
Sephadex) o wlasciwosciach wymieniacza anionowego stosowana w chromatografii
DHFA - Dihydro-Formamid

E-FABP - izoforma naskérkowa biatka wiazacego kwasy tluszczowe (z ang.
Epidermal Fatty Acid Binding Protein)

ELISA - Enzymatyczny Test Immunoadsorpcji (z ang. Enzyme Linked

Immunosorbent Assay)



EPA - kwas eikozapentaenowy (z ang. Eicosapentaenoic Acid)

FAAR - receptor aktywowany przez kwas ttuszczowy (z ang. Fatty Acid-Activated
Receptor)

FABP - biatko wiazace kwasy tluszczowe (z ang. Fatty Acid Binding Protein)
FABP,,, — blonowe biatko wiazace kwasy tluszczowe (z ang. Plasma Membrane
Fatty Acid Binding Protein)

FARE - sekwencja odpowiedzi na kwas tluszczowy (z ang. Fatty Acid Response
Element)

FasL — ligand receptora FasR (CD95L)

FasR - receptor Fas (Fas, CD95)

FAT - translokaza kwaséw ttuszczowych (z ang. Fatty Acid Translocase)

FATP - biatko transportujace kwasy tluszczowe (z ang. Fatty Acid Transport
Protein)

FFA — wolny kwas ttuszczowy (z ang. Free Fatty Acid)

GGTP - gamma-glutamylotranspeptydaza

GRE - sekwencja odpowiedzi na glukokortykoidy (z ang. Glucocorticoid Response
Element)

HDL - lipoproteina o wysokiej ggstosci (z ang. High Density Lipoprotein)

H-FABP - izoforma sercowa biatka wiazacego kwasy ttuszczowe (z ang. Heart
Fatty Acid Binding Protein)

Hsp — biatko szoku termicznego (z ang. Heat Shock Protein)

I-FABP - izoforma jelitowa biatka wiazacego kwasy ttuszczowe (z ang. Intestinal
Fatty Acid Binding Protein)

I-LBP - izoforma biatka wiazacego kwasy tluszczowe charakterystyczna dla jelita
kretego (z ang. Ileal Lipid Binding Protein)

Immobilon P — membrana (Polyvinylidene Difluoride Membrane) stosowana w
technice Western-blotting

KCl - chlorek potasu

kD - kiloDalton (kilojednostka masy atomowej)

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (z ang. Low Density Lipoprotein)

L-FABP - izoforma watrobowa biatka wiazacego kwasy tluszczowe (z ang. Liver
Fatty Acid Binding Protein)

L-FABP-SSG - bialko L-FABP zwigzane =z glutationem przez mostek

dwusiarczkowy



Lipidex 1000 — Hydroxyalkoxypropyl Dextran Type VI (ztoze lipofilne)

LXRa - receptor jadrowy aktywowany przez oksysterol, tzw. watrobowy receptor X
(z ang. Liver X Receptor)

Met — metionina

M-FABP - izoforma mielinowa biatka wiazacego kwasy ttuszczowe (z ang. Myelin
Fatty Acid Binding Protein)

MgCl; - siarczan magnezu

mRNA - informacyjny kwas rybonukleinowy

n — liczebno$¢ populacji statystyczne;j

Na,CO; — dwuzasadowy weglan sodowy

NaCl - chlorek sodu

NaHCOj; - jednozasadowy weglan sodowy

NaN; — azydek sodu

NBT - Nitro Blue Tetrazolium

NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (z ang. Nuclear Magnetic Resonance)

OD - gesto$¢ optyczna (absorbancja), z ang. Optical Density

PA-FABP - biatko wiazace kwasy tluszczowe zwiazane z tuszczyca (z ang.
Psoriasis-Associated Fatty Acid-Binding Protein)

PBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej (z ang. Phosphate Buffered Saline)
pH - odczyn kwasowosci

pI — punkt izoelektryczny

pNPP — fosforan para-nitrofenolu (z ang. para-NitroPhenyl Phosphate)

PPAR - receptor aktywowany przez proliferator peroksysomalny (z ang.
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)

PPRE - czynnik odpowiedzi na proliferator peroksysomalny (z ang. Peroxisome
Proliferator Response Element)

RIA - test radioimmunochemiczny (z ang. Radioimmunoassay)

rozdz. — rozdzial lub podrozdziat niniejszego opracowania

RXR - receptor retinoidowy X (z ang. Retinoid Receptor X)

SAS - powierzchnia biatka dostgpna dla rozpuszczalnika (z ang. Solvent Accessible
Surface)

SCP - biatko przenoszace sterol (z ang. Sterol-Carrier Protein)

SD — odchylenie standardowe

SDS — Siarczan Dodecylu Sodu (z ang. Sodium Dodecyl Sulphate)



SDS-PAGE - Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym (z ang. Sodium Dodecyl
Sulphate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

SEM - standardowy biad $redniej arytmetyczne;j

Sephadex G-50, G-25 — polimer dekstranu stosowany jako zel do saczenia
molekularnego

TEMED — N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine

T-FABP - izoforma jadrowa biatka wiazacego kwasy tluszczowe (z ang. Testicular
Fatty Acid Binding Protein)

Thr — treonina

Trizma ®base — 2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propandiol

Tween 20 — Polyethylene glycol sorbitan monolaurate

Tyr — tyrozyna

Vo — objetos¢ prézna kolumny chromatograficzne;j

Ve — objetos¢ elucji, tj. catkowita objgtos¢ eluatu uzyskana do okreslonej frakcji
(wlacznie)

V¢ — objetosc¢ frakcji zbieranych z kolumny chromatograficzne;j

VLDL - lipoproteina o bardzo niskiej ggstosci (z ang. Very Low Density
Lipoprotein)

Vs — objgtos¢ wyjsciowa probki rozdzielanej metoda chromatografii kolumnowe;j

vs. — w poréwnaniu z (z tac. versus)

Vr — catkowita objgtos¢ ztoza w kolumnie chromatograficzne;j



2. Wstep

Metabolizm lipidéw ma fundamentalne znaczenie dla struktury i funkcji komorki.
Zwiazki chemiczne nalezace do tej grupy sa z definicji nierozpuszczalne lub stabo
rozpuszczalne w wodzie. W organizmie cztowieka wystgpuja biatka, ktére moga
odwracalnie wigza¢ niektére lipidy, jak kwasy tluszczowe, triacyloglicerole,
fosfolipidy, cholesterol i1 jego estry, hormony steroidowe czy witaminy
rozpuszczalne w ttuszczach. Klasyfikacja biatek wiazacych lipidy jest niedoskonata 1
ma charakter akademicki. Zwykle wyrdznia si¢ wysoce niejednorodng grupe
zewnatrzkomoérkowych transporteréw zwiazkéw lipidowych, do ktérej naleza, m.in.
albumina, lipoproteiny osocza krwi, a-fetoproteina, biatko wiazace witaming D,
lipokaliny z B-laktoglobuling, oraz specyficzne biatka wiazace hormony piciowe.
Grupa blonowych biatek wiazacych kwasy tluszczowe obejmuje, m.in. FABP,,,
FAT, FATP, ktore biora udziat w transporcie kwasow tluszczowych przez blong
cytoplazmatyczna. Wreszcie do wewnatrzkomérkowych biatek wiazacych lipidy
zalicza si¢, m.in. bialko wiazace acylo-CoA (ACBP), biatko przenoszace sterole
(SCP-2), S-transferazg glutationu, biatko szoku termicznego Hsp70 oraz grupeg
cytosolowych biatek wiazacych kwasy ttuszczowe (FABP), do ktérych ze wzgledu
na podobienstwo strukturalne zalicza si¢ réwniez biatka komérkowe wiazace retinol
lub kwas retinojowy (CRBP i CRABP) [1-4]. W $rodowisku wodnym komorki,
lipidy moga by¢ wiazane przez szereg réznych biatek w zalezno$ci od rodzaju lipidu
oraz specyfiki komoérki badz tkanki.

Badania nad rodzina biatek wiazacych kwasy tluszczowe maja stosunkowo niedluga
aczkolwiek ugruntowana tradycjg. W 1972 r. Robert Ockner i wsp. [5]
opublikowali pierwsze doniesienie na temat biatek wiazacych kwasy tluszczowe
zlokalizowanych w §luzéwce jelita, watrobie, mig¢$niu sercowym i innych tkankach.
Obecnie wyrdznia si¢ przynajmniej 9 typow biatek wiazacych kwasy tluszczowe,
ktérych nazwy badz ich anglojezyczne akronimy tworzone sa w zaleznosci od
narzadu lub tkanki, w ktérych wystepuja najbardziej obficie lub w ktérych wykryto
je po raz pierwszy (Tabela 1) [1,6]. Niektore narzady zawieraja rozmaite izoformy
FABP w r6znych typach komoérek, jak np. mézg, nerka czy zotadek. Zdarza sig, ze

kilka izoform FABP wystgpuje w tej samej komorce, np. w enterocycie [1,4].



Tabela 1. Izoformy bialek wiazacych kwasy ttuszczowe (FABP) wraz z lokalizacja

narzadowa w organizmie cztowieka.

Izoforma

FABP Lokalizacja narzgdowa

L-FABP | watroba, jelito, zotadek, nerka, prostata, trzustka, tozysko, ptuco

I-FABP |jelito, zotadek

serce, aorta, migsien szkieletowy, migsien gladki, nerka, médzg,
H-FABP . i . .. S o
ptuco, zotadek, tozysko, nadnercza, jadro, jajnik, gruczot piersiowy

A-FABP |tkanka tluszczowa

E-FABP |skora, srodbtonek, mézg, soczewka oka, siatkowka

I-LBP jelito krete, zotadek, jajnik, nadnercza

B-FABP | mézg, komorki Browicza-Kupfera

M-FABP | obwodowy uktad nerwowy

BBl bl e Bl e

T-FABP |jadro

Biatka wiazace kwasy tluszczowe zbudowane sa z pojedynczego tancucha
polipeptydowego (o masie czasteczkowej 14 — 15 kD), ztozonego ze 127 - 135 reszt
aminokwasowych.  Struktura trzeciorzgdowa bialek FABP jest wysoce
konserwatywna pomimo tego, ze homologia sekwencji aminokwasowej pomig¢dzy
réznymi izoformami wystgpujacymi u czlowieka wykazuje stosunkowo znaczaca
rozbiezno$¢ 22% - 67% (wg analizy programem BLAST). Wszystkie izoformy
FABP zbudowane sa z 10 przeciwrownolegtych B-wstazek zorganizowanych w 2
ortogonalne B-harmonijki oraz 2  krétkich o-helis tworzacych razem
charakterystyczng strukturg przestrzenna okre$lana mianem [-beczutki. Strukture
trzeciorzegdowa biatka wiazacego kwasy tluszczowe z watroby szczura (82%
homologii z ludzkim L-FABP) przedstawiono na ryc. 1.

Hydrofobowy ligand (np. kwas tluszczowy) wiaze si¢ z biatkiem w wewngtrznej
,Kieszeni” strukturalnej wypetnionej woda, ktéra stanowi nawet do 10% objetosci
czasteczki biatka [1,4,7]. Zwiazany z bialkiem kwas tluszczowy przyjmuje
zazwyczaj konformacj¢ litery ,,U”. Wyjatkiem sa biatka I-FABP oraz A-FABP
wymuszajace bardziej prostoliniowa strukturg zwigzanego liganda [4,8,9]. Acylowy
fragment kwasu tluszczowego lokalizuje si¢ wewnatrz biatkka FABP, gdzie
stabilizuja go wiazania hydrofobowe bocznych tancuchéw aminokwaséw
niepolarnych, natomiast hydrofilowa grupa karboksylowa jest stabilizowana siecia
wigzan wodorowych tworzonych zwykle przez reszty argininy, tyrozyny, a w

niektdrych przypadkach treoniny oraz uporzadkowane czasteczki wody [4,6,81].
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Ryc. 1. Struktura trzeciorzgdowa biatka L-FABP z watroby szczura wygenerowana
przy pomocy programu Rasmol v.2.6. Kolorem niebieskim zaznaczono B-wstazki,

kolorem czerwonym a-helisy.

Obie a-helisy petnia role strukturalnej ,klapki” zamykajacej ,kieszen”, ktéra
oddziela hydrofobowy ligand od powierzchni dostgpnej dla wody. Mechanizm
wigzania liganda polega na jego wymianie z czasteczkami wody wypetniajacymi
wewnetrzng L kieszen” wiazaca. Sugeruje si¢, ze woda wypelniajaca ,kieszen”
stabilizuje struktur¢ przestrzenna czasteczki apo-biatka, podobnie jak zwiazany
ligand stabilizuje struktur¢ holo-biatka. Skiad aminokwasowy ,Xkieszeni”,
zbudowanej z aminokwasow tak polarnych jak i niepolarnych, determinuje rodzaj
wigzanego liganda oraz powinowactwo z jakim wiaze si¢ on z FABP. Wnikliwa

analize struktury przestrzennej izoform FABP umozliwity badania krystalograficzne
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[8,10-13]. Jednak trudnos$ci techniczne zwiazane uzyskaniem formy krystaliczne;j
niektorych bialek, m.in. ludzkiej izoformy L-FABP, spowodowaly Zze w ostatnich
latach coraz czgsciej wykorzystuje si¢ metod¢ magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) do analizy natywnej struktury przestrzennej biatka FABP w roztworze [14-
181].

Wigkszos¢ biatek FABP wiaze dtugotancuchowe kwasy tluszczowe, chociaz niektére
izoformy wykazuja zgota inna specyfike, jak chociazby biatko I-LBP (gastrotropina)
wigzace gtownie kwasy zotciowe w jelicie kr¢tym lub izoforma watrobowa (L-
FABP) wykazujaca stosunkowo szerokie powinowactwo do ligandow
hydrofobowych, m.in. kwaséw ttuszczowych oraz ich estrow z L-karnityna,
tioestréw z koenzymem A, fosfolipidéw, soli kwaséw zétciowych, bilirubiny, hemu,
eikozanoidow, hormonéw steroidowych, niektorych ksenobiotykow
(bromosulfoftaleina) a takze lekow hipolipemicznych z grupy fibratéw [4,6,19,20].
Zasadniczo biatka FABP wiaza ligandy w stosunku molowym 1 : 1. Wyjatkiem jest
biatko L-FABP, ktére moze wiaza¢ kwasy ttuszczowe w stosunku molowym 2 : 1
[8]. W odniesieniu do biatka H-FABP, niektére publikacje szacuja stechiometrig
wiazania kwasoéw tluszczowych na poziomie 0,5 : 1, co tlumaczy si¢ sktonnoscia H-
FABP do dimeryzacji [4,21,22].

Geny kodujace biatka FABP sa zlokalizowane u cztowieka w chromosomach: 1, 2, 4,
5, 6, 8. Odznaczaja si¢ podobna struktura, obejmujaca 4 eksony oraz 3 introny.
Sekwencja nukleotydowa gendw biatek FABP (z wyjatkiem T-FABP) jest znana.
Najbardziej konserwatywny charakter wykazuje ekson 1, ktoéry prawdopodobnie
koduje sekwencje polipeptydowa warunkujaca powinowactwo bialek FABP do
ligandéw hydrofobowych. W regionach promotorowych genéw kodujacych biatka
FABP odkryto szereg sekwencji regulatorowych, m.in. PPRE, FARE, GRE oraz
CCAAT, ktore odgrywaja istotna rol¢ w regulacji ekspresji tych genéw poprzez
oddziatywanie z odpowiednimi czynnikami transkrypcyjnymi. Jadrowe czynniki
transkrypcyjne biorace udzial w regulacji ekspresji genéw FABP moga by¢
bezposrednio aktywowane przez rozmaite ligandy hydrofobowe, m.in. proliferatory
peroksysomow, glikokortykosteroidy, kwasy tluszczowe, kwasy zolciowe,
prostaglandyny, leukotrieny [4,7,23]. Aktywowany przez hydrofobowy ligand
czynnik transkrypcyjny, np. PPARa (z ang. Peroxisome Proliferator-Activated

Receptor) tworzy heterodimeryczny kompleks z receptorem retinoidowym (RXRa) i
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w takiej postaci oddzialuje z odpowiednia sekwencja regulatorowa promotora, w tym
przypadku PPRE [2,24]. Z reguly czynniki transkrypcyjne modulujace ekspresje
genéw FABP oddzialuja réwniez z promotorami genéw kodujacych enzymy
uczestniczace w metabolizmie lipidow. Wykazano, ze receptor PPARa wystgpuje
gtéwnie w tkankach charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnos$cia [-oksydacji
kwaséw tluszczowych, a wigc w watrobie, sercu, nerce, migsniach szkieletowych 1
reguluje utlenianie kwasow ttuszczowych [23]. Konsekwencja aktywacji receptora
PPARa jest, m.in. indukcja ekspresji  syntetazy acylo-CoA  [25],
palmitoilotransferazy karnitynowej I [26,27] 11I [28], lipazy lipoproteinowej [29]
oraz biatka L-FABP [30,31], co prowadzi do wzrostu tempa B-oksydacji kwaséw
tluszczowych zaréwno peroksysomalnej, jak i mitochondrialnej [23]. Ponadto
aktywny czynnik PPARa stymuluje remodeling lipoprotein w hepatocycie i
wydzielanie VLDL o mniejszej zawartos$ci triacylogliceroli [32], a takze indukuje
transkrypcj¢ m-RNA bialek wchodzacych w skfad lipoprotein o duzej ggstosci
(HDL), tj. ApoA-I 1 ApoA-II [33,34]. Przypuszczalnie, obserwowana rownolegle
indukcja receptora jadrowego LXRa stymulujacego konwersje cholesterolu do
kwaséw zoétciowych [35], jak réwniez wzrost ekspresji genu Mdr2 (kanalikowy
translokator fosfolipidéw) bioracego udziat w procesie sekrecji zétci [36], moze
tlumaczy¢ obnizenie osoczowego poziomu potencjalnie miazdzycogenne] frakcji
cholesterolu LDL w trakcie terapii lekami hipolipemicznymi z grupy fibratéw.
Insulina powoduje zmniejszenie poziomu mRNA receptora PPARa w hepatocycie,
natomiast kwasy tluszczowe i deksametazon wywieraja przeciwstawny wpltyw na
poziom tego transkryptu [37]. Receptor PPARy charakterystyczny zwlaszcza dla
tkanki ttuszczowej, cho¢ wystepujacy roéwniez w watrobie, sercu, mig¢$niach i nerce,
moduluje aktywnosci enzymatyczne zwiazane z biosynteza lipidéow [24]. Glodzenie
powoduje ponad 80% obnizenie poziomu mRNA receptora PPARy w mysich
adipocytach, podczas gdy dieta bogatottuszczowa powoduje prawie 50% wzrost
poziomu tego transkryptu w tkance tluszczowej [38]. Najbardziej
rozpowszechniony w tkankach ssakéw jest receptor PPARS, okre§lany réwniez
mianem PPARP lub FAAR, czyli receptor aktywowany przez kwasy tluszczowe.
Sugeruje sig, ze reguluje on ekspresje genéw kodujacych biatka biorace udzial w
procesach transportu i aktywacji kwaséw tluszczowych, a wigc réwniez biatka FABP

[1,24,39]. Poniewaz poziom ligandéw hydrofobowych oraz ich dostgpnos¢ w jadrze
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komérkowym jest zalezna od poziomu biatka FABP w komoérce, uwaza si¢ ze w
pewnym stopniu wystgpuje tu zjawisko autoregulacji ekspresji genu. Kwasy
tluszczowe, w zaleznosci od diugosci tancucha wodorowgglowego oraz stopnia
nienasycenia, wykazuja ré6zne powinowactwo do czynnikéw PPAR, podobnie jak z
ré6znym powinowactwem wiaza si¢ z biatkami FABP. Zar6wno watrobowa izoforma
L-FABP, jak i receptor PPARa oraz PPARS charakteryzuja si¢ znamiennie wyzszym
powinowactwem w stosunku do wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych
[6,40,41]. Wykazano, ze kwas eikozapentaenowy (EPA - 20:5) szczegdlnie silnie
aktywuje czynniki transkrypcyjne PPARa i PPARS, a w konsekwencji katabolizm
lipidéw w komoérce [42,43]. Przypuszcza sig, ze ten mechanizm moze thumaczy¢
korzystny wptyw wielonienasyconych -3 kwaséw ttuszczowych (w tym EPA) na
obnizenie poziomu triacylogliceroli w osoczu krwi cztowieka [41].

Regulacja transkrypcji genéw FABP jest ztozona 1 w znacznym stopniu niejasna.
Wiadomo natomiast, ze duze znaczenie w tym procesie odgrywaja ogdlnoustrojowe
mechanizmy neurohormonalne kontrolujace metabolizm lipidéw. Udowodniono, ze
insulina powoduje wzrost poziomu mRNA biatka A-FABP oraz L-FABP, zas
niedobdr insuliny u szczuréw z cukrzyca indukowana streptozotocyna przeciwnie,
powoduje zmniejszenie poziomu transkryptu w komoérce [44]. Udokumentowano
wplyw testosteronu i estrogenéw na regulacje poziomu L-FABP w watrobie.
Testosteron obniza, za$ estrogeny podwyzszaja poziom L-FABP w hepatocycie,
natomiast testosteron podwyzsza poziom H-FABP w migsniach szkieletowych
[2,45-48]1. Wykazano réwniez znaczacy wpltyw diety, a zwlaszcza ilosci 1 jakosci
tluszczu w diecie, na poziom niektérych biatek FABP. Zwigkszenie zawartosci
tluszczu w diecie powoduje wzrost poziomu biatka L-FABP w komoérkach
miazszowych watroby oraz komoérkach nabtonka jelita cienkiego. Podobnie wzrasta
komérkowy poziom I-FABP w jelicie oraz H-FABP w mig$niach szkieletowych.
Podawanie tranu zawierajacego w przewazajace] iloSci nienasycone kwasy
tluszczowe powoduje wigkszy wzrost poziomu L-FABP w watrobie niz dieta bogata
w olej kokosowy, zawierajacy gléwnie nasycone kwasy ttuszczowe [1,7,47,49-51].
Wedtlug niektorych doniesien trening fizyczny zwigksza poziom H-FABP w mig$niu
sercowym oraz migsniach szkieletowych, co moze mie¢ zwiazek z intensyfikacja
katabolizmu kwaséw ttuszczowych w migsniach [3,47,51,52]. Udokumentowano

zwiazek niektorych choréb z modulacja poziomu bialek wiazacych kwasy

14



tluszczowe w komdrkach i tkankach. W niedoczynnos$ci tarczycy obserwuje sig
zmniejszenie ilosci L-FABP w watrobie, natomiast zwigkszenie w nadczynnoS$ci
gruczotu tarczowego [53]. Nadci$nienie tg¢tnicze powoduje wzrost poziomu H-
FABP w sercu, za$§ spadek w aorcie, a takze spadek poziomu L-FABP w
proksymalnym kanaliku nerki [4,54]. Badania kliniczne wykazaly zmniejszenie
ekspresji genu oraz spadek poziomu biatka A-FABP w adipocytach chorych na
cukrzycg¢ insulinoniezalezna [55,56]. Stwierdzono spadek poziomu H-FABP w
aorcie krélikéw hodowanych przez 16 tygodni na diecie miazdzycogennej [57]. W
przebiegu marskosci watroby dysfunkcja hepatocytow wyraza sig, m.in.
zmniejszeniem st¢zenia L-FABP w cytosolu [4,58]. Podobnie w nowotworach
watroby 1 jelita grubego obniza si¢ komoérkowy poziom L-FABP [4]. Wreszcie
znamienny wzrost ilo$ci biatka E-FABP w keratynocytach obserwuje si¢ u chorych
na tuszczyce, stad pierwotnie nazwano t¢ izoform¢ PA-FABP (z ang. Psoriasis
Associated-FABP), czyli biatko wiazace kwasy tluszczowe skojarzone z tuszczyca
[4,59]. Wiele dowodow wskazuje na to, ze regulacja komdorkowego poziomu biatek
FABP odbywa si¢ na poziomie transkrypcji odpowiednich genéw, co przejawia sig
zmiang poziomu mRNA oraz modulacja aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych.
Istnieja rowniez doniesienia na temat potranskrypcyjnej regulacji poziomu L-FABP.
Besnard 1 wsp. [60] wykazali, ze u cigzarnych samic szczura a takze u samic w
okresie laktacji, poziom watrobowego biatka L-FABP jest podwyzszony, podczas
gdy poziom odpowiedniego mRNA nie r6zni si¢ lub jest nawet nizszy w porownaniu
do samic kontrolnych.

W przypadku niektérych genéw FABP zaobserwowano zjawisko polimorfizmu.
Dotyczy ono, m.in. genéw kodujacych I-FABP oraz H-FABP [1]. W plemieniu
poinocnoamerykanskich Indian Pima stwierdzono substytucj¢ aminokwasowa (Ala
— Thr) w pozycji 54. tancucha polipeptydowego biatka [-FABP. Badania kliniczne
populacji przeprowadzone przez Narodowy Instytut Zdrowia USA wykazaly, ze
zaréwno heterozygoty Thr’*/Ala™, jak 1 homozygoty Thr**/ Thr™* charakteryzuja si¢
znamiennie wyzszym stgzeniem wolnych kwaséw ttuszczowych w osoczu krwi po
positku, w poréwnaniu z homozygotami Ala®!/ Ala®*. By¢ moze jest to jedna z
przyczyn wyzszego odsetka przypadkéw otylosci oraz insulinoopornosci i cukrzycy
typu II, stwierdzanych w tej grupie Indian [61]. W badaniach biochemicznych

dowiedziono, ze izoforma I-FABP (Thr’*) wykazuje wicksze powinowactwo do
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kwaséw tluszczowych, co moze ttumaczy¢ szybsze tempo wchtaniania kwaséw
tluszczowych zawartych w diecie [1]. Doniesienia odnosnie polimorfizmu genu
kodujacego izoform¢ L-FABP sa sprzeczne. Murphy 1 wsp. [62] oraz Schroeder i
wsp. [40] sugeruja, ze dwa typy L-FABP wyizolowane z watroby szczura, r6zniace
si¢  wlasciwosciami  biochemicznymi  (wartos¢ punktu izoelektrycznego,
powinowactwo do ligandéw hydrofobowych), sa w istocie konformerami
strukturalnymi powstatymi na drodze alternatywnego zwijania biatka. Z kolei Di
Pietro i wsp. [63] oraz Frolov i wsp. [64] podaja, ze w watrobie szczura istnieja
dwie izoformy L-FABP r6zniace si¢ substytucja aminokwasowa (Asn — Asp) w
pozycji 105. tancucha polipeptydowego. Nie wiadomo wszak, czy réznice w sktadzie
aminokwasowym domniemanych izoform L-FABP wynikaja rzeczywiscie z
polimorfizmu genu, alternatywnego skladania RNA, edycji RNA czy by¢ moze
modyfikacji potranslacyjnych. Aktualnie nie ma danych w piSmiennictwie
dotyczacych wystgpowania potencjalnych izoform L-FABP w watrobie dorostego
cztowieka, aczkolwiek Das i wsp. [65] stwierdzili wystgpowanie 3 izoform L-
FABP w watrobie ludzkiego ptodu i wykazali, Ze ich wzajemna proporcja pozostaje
stala pomigdzy 5. a 40. tygodniem ciazy. Schroeder i wsp. [40] sugeruja, zeby
warianty danej izoformy FABP okre§la¢ mianem ,alternatywnej formy biatka”
przynajmniej do czasu uzyskania dowodow na istnienie rzeczywistej réznicy w
sktadzie aminokwasowym badanych wariantéw. Weryfikacja niektérych doniesien
wykazata bowiem, ze stwierdzone metoda ogniskowania izoelektrycznego lub
chromatografii jonowymiennej rzekome izoformy, byly w istocie wynikiem
modyfikacji  potranslacyjnych  polegajacych na  utworzeniu = mostkow
dwusiarczkowych z cysteing lub glutationem. Hitomi i wsp. [66] wyizolowali z
watroby szczura alternatywng forme biatka L-FABP zwiazana z glutationem poprzez
cysteing w pozycji 69. tancucha polipeptydowego (Cys69), ktéra charakteryzowata
si¢ mniejszym powinowactwem wzgledem nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
przy niezmienionym powinowactwie do nasyconych kwaséw tluszczowych.
Przypuszcza sig, ze fizjologiczna funkcja alternatywnej formy L-FABP (L-FABP-
SSG) moze by¢ zwiazana z regulacja metabolizmu kwaséw tluszczowych zalezng od
potencjatu oksydoredukcyjnego hepatocyta. Fosforylacja bialek FABP zostata
udowodniona w odniesieniu do izoformy sercowej (H-FABP) obecnej w komédrkach

nablonka gruczolu piersiowego lub sercu szczura i A-FABP izolowanej z mysiej
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tkanki ttuszczowej. W kazdym przypadku fosforylacja dotyczy tyrozyny w pozycji
19. (Tyr'®) tancucha polipeptydowego [67-69]. Znikomy udziat tego wariantu
biatka w komérkowej puli FABP (do 1%) sugeruje, ze fosforylacja ma znaczenie
regulacyjne [40]. Istotnie, na modelu bezkomérkowym udokumentowano wzrost
poziomu ufosforylowanej formy rekombinowanego biatka A-FABP po inkubacji z
izolowanym receptorem insulinowym [67]. Powyzsze obserwacje potwierdzily
badania fosforylacji H-FABP w odpowiedzi na insuling prowadzone na modelu
komérkowym  [69]. Ponadto badania kinetyczne wykazaly, ze forma
ufosforylowana A-FABP wykazuje mniejsze powinowactwo do kwaséw
tluszczowych. Nie udato si¢ natomiast wykaza¢ fosforylacji L-FABP szczura,
pomimo  zastosowania bardzo precyzyjnych technik analitycznych, =z
sekwencjonowaniem biatka 1 spektrometria masowa witacznie [40]. Nalezy
pamigta¢, ze réznorodnos¢ wariantow FABP moze wynika¢ z szeregu innych
modyfikacji potranslacyjnych, jak np. amidacja/deamidacja, dekarboksylacja, N-
acetylacja dotyczaca zwykle pierwszej metioniny (Met'), selenylacja oraz
alternatywne fatdowanie tancucha polipeptydowego [4,40,70].

Biatka FABP pelnia wiele istotnych funkcji w komérce, w zaleznosci od izoformy i
specyfiki tkankowej. Nie ulega watpliwosci, ze ze wzgledu na zdolnos¢ wiazania
ligandow  hydrofobowych, odgrywaja wazna rol¢ w ich transporcie
wewnatrzkomérkowym. Hipotezg t¢ potwierdzono w wielu do$wiadczeniach z
zastosowaniem znakowanych kwaséw tluszczowych badz ich fluorescencyjnych lub
fotoreaktywnych analogéw [71-73]. Wykazano, ze w hodowli fibroblastow
réznicujacych si¢ w kierunku adipocytéw, nastapit ponad 8-krotny wzrost zuzycia
oleinianu zsynchronizowany z indukcja genu bialkka A-FABP w dojrzatych
adipocytach. Ponadto fotoreaktywny analog kwasu ttuszczowego byt w znacznym
stopniu wigzany przez izolowane z hodowli biatko A-FABP [71]. Dodajac biatko
wiazace kwasy tluszczowe (izolowane z mig$ni ryb) do cytosolu pozbawionego
FABP, udokumentowano ponad 6-krotny wzrost wspdiczynnika dyfuzji oleinianu
[74]. McCormack i wsp. [75] udowodnili istotna rol¢ watrobowej izoformy L-
FABP w transporcie dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych pomigdzy
liposomami a zwiazana z mikrosomami syntetaza acylo-CoA. Efektywno$¢ wigzania
znakowanych radioaktywnie kwasow tluszczowych z rekombinowanymi biatkami

szczura I-FABP oraz L-FABP mierzono réwniez przy pomocy techniki rezonansu
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magnetycznego [76,77]1. W serii doswiadczenh z hodowla fibroblastow
transfekowanych genem biatka L-FABP (lub I-FABP) wykazano ponad dwukrotny
wzrost fluorescencji w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi, po inkubacji
fibroblastow z fluoryzujacymi analogami kwaséw ttuszczowych [78-80]. Badania
z zastosowaniem technik laserowych 1 fluorescencyjnych wykazaly, ze tempo
cytoplazmatycznej dyfuzji znakowanego fluorescencyjnie analogu kwasu
stearynowego znacznie wzrasta w hodowli hepatocytéw izolowanych z watroby
szczuréw traktowanych klofibratem, ktéry indukuje ponad 4-krotny wzrost poziomu
biatka L-FABP w watrobie. Milliano i wsp. [81] udowodnili, ze L-FABP zwigksza
wewnatrzkomérkowa pule mobilnych kwaséw ttuszczowych, tj. zwiazanych z
biatkiem, kosztem puli wolnych kwaséw tluszczowych immobilizowanych w
btonach biologicznych. Prowadzi to do wzrostu gradientu wolnych kwaséw
tluszczowych przez btong plazmatyczna, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w
mechanizmie ulatwionego transportu kwaséw ttuszczowych do komorki. Biatka
wiazace kwasy ttuszczowe odpowiadaja za dystrybucje dtugotancuchowych kwaséw
tluszczowych do okreslonych kompartmentéw subkomérkowych, m.in. do
mitochondriéw, peroksysoméw oraz retikulum endoplazmatycznego, w ktérych sa
one  metabolizowane [1,82]. Dostarczajac  lub  usuwajac  niezbgdne
substraty/produkty do odpowiednich szlakéw metabolicznych biatka FABP
wptywaja posrednio na aktywnos¢ katalityczna niektérych enzyméw, m.in. syntetazy
acylo-CoA czy dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [40,65,75]. Ockner 1 wsp.
[83] wykazali, ze zastosowanie niemetabolizowanego a-bromopalmitynianu, ktéry
kompetycyjnie hamuje wiazanie kwaséw tluszczowych z biatkiem I-FABP,
powoduje spadek estryfikacji znakowanego radioaktywnie oleinianu. Swiadczy to o
istotnej funkcji jaka petni I-FABP w wewnatrzkomérkowym transporcie kwasow
tluszczowych 1 posrednio w regulacji biosyntezy triacylogliceroli w nabtonku jelita
cienkiego. Wykazano korelacj¢ pomigdzy poziomem H-FABP w dojrzewajacym
mig$niu a szybkoscia mitochondrialnej p-oksydacji  [39,84]. Podobnie
zaobserwowano, ze tempo peroksysomalnej [p-oksydacji w izolowanych
hepatocytach szczura koreluje dodatnio ze wzrostem poziomu L-FABP
indukowanym przez fibraty [39,85].

Biatka FABP stanowia swoisty cytosolowy bufor wolnych kwaséw tluszczowych.

Stezenie niezwigzanych z biatkiem, wolnych kwasow tluszczowych w Srodowisku
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wodnym cytoplazmy wynosi zaledwie 2 nM. Stezenie kwaséw tluszczowych
zwigzanych z biatkiem H-FABP w kardiomiocycie wynosi ok. 2,5 uM, co oznacza
ze biatko FABP zwigksza st¢zenie kwasow tluszczowych w cytosolu ponad 1000-
krotnie [47]. Szacuje sig, ze w zaleznosci od stanu metabolicznego komérki, nawet
do 60% kwasow ttuszczowych obecnych w cytosolu kardiomiocyta lub hepatocyta,
moze by¢ zwiazanych z odpowiednim biatkiem FABP [86]. Zdolno$¢ buforowania
nadmiaru  wolnych kwaséw tluszczowych wydaje si¢ mie¢ znaczenie
cytoprotekcyjne. Wykazuja one bowiem wtasciwosci detergentow, w zwiazku z
czym moga destabilizowa¢ btony biologiczne 1 w ten sposob uszkadza¢ komorke
[51]. Dowiedziono réwniez, ze nadmiar wolnych kwaséw ttuszczowych moze
powodowa¢ rozprzezenie fosforylacji oksydacyjnej w watrobie szczura, a w
konsekwencji spadek produkcji ATP [87]. Incydenty niedokrwienia mig$nia
sercowego szczura prowadza do wzrostu poziomu wolnych kwaséw tluszczowych w
kardiomiocycie (najprawdopodobniej wskutek zahamowania B-oksydacji), ktére z
kolei powoduja rozprz¢zenie fosforylacji oksydacyjnej, co klinicznie objawia sig
wigksza sktonnoscia do niemiarowos$ci serca [88]. Zaburzenia struktury i funkcji
bton biologicznych indukowane przez kwasy tluszczowe, moga réwniez przyczyniac
sie do hamowania aktywnos$ci blonowej ATP-azy Na'/K"-zaleznej oraz translokatora
nukleotydow adeninowych w wewngtrznej blonie mitochondrialnej, a takze
zaburzenia przepuszczalno$ci  kanaléw  jonowych K", Ca2+, Cl [4].
Niekontrolowany wzrost st¢zenia wolnych kwasow tluszczowych moze ponadto
powodowac dysregulacj¢ metabolizmu komoérkowego na drodze
aktywacji/deaktywacji jadrowych czynnikow transkrypcyjnych [4]. Sugeruje sig, ze
H-FABP pelni funkcje ochronna w kardiomiocycie zwlaszcza w warunkach stresu
wywotanego procesami ischemii/reperfuzji [51,89]. Wykazano réwniez, ze biatko
H-FABP ufatwia adaptacj¢ komorki migsnia szkieletowego do zwigkszonego
katabolizmu kwaséw tluszczowych indukowanego glodzeniem Ilub treningiem
fizycznym [51]. Rola cytoprotekcyjna biatek FABP moze by¢ tez zwiazana z
transportem hydrofobowych ksenobiotykéw i1 tym samym posrednim udzialem w
procesach detoksykacji ustrojowych w watrobie [24]. Niektére doniesienia podaja,
ze bialkka FABP moga takze pelni¢ funkcje ochronna jako zmiatacze wolnych
rodnikéw tlenowych, a zwlaszcza anionorodnika ponadtlenkowego, rodnika

hydroksylowego i podchlorynu, przy czym fizjologiczna zdolno$¢ wigzania oleinianu
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przez biatkko H-FABP preinkubowane w warunkach stresu oksydacyjnego spada
jedynie o ok. 20% [4,90,91].

Znaczenie bialek FABP w regulacji metabolizmu i1 sygnalizacji komdérkowej nie
budzi watpliwosci jesli uwzgledni si¢ fakt, ze warunkuja one st¢zenie oraz
wewnatrzkomorkowa dystrybucje ligandéw aktywujacych jadrowe czynniki
transkrypcyjne z grupy PPAR lub C/EBP, przez co wywieraja plejotropowy wpltyw
na metabolizm komérkowy, w tym procesy wzrostu i réznicowania komérkowego
[7,41]. Udowodniono, ze po zwiazaniu kwasu linolowego biatko L-FABP
przemieszcza si¢ z cytoplazmy do jadra komérkowego przekazujac sygnat do
indukcji mitozy, przy czym poziom L-FABP istotnie wzrasta w czasie mitozy tak w
normalnych, jak i regenerujacych si¢ hepatocytach szczura [7,92,93]. Bordewick i
wsp. [94] udokumentowali metodami immunohistochemicznymi obecno$¢
znakowanej zlotem izoformy L-FABP w jadrach komérkowych hepatocytéow
szczura. Fahimi 1 wsp. [95] potwierdzili powyzsze spostrzezenia przy uzyciu
mikroskopu elektronowego. Wykazano, ze komoérki raka watrobowokomoérkowego
transfekowane genem kodujacym L-FABP charakteryzowaly si¢ ok. 3-krotnie
wyzsza aktywnoscia mitotyczng skorelowana z niemal 5-krotnym wzrostem
inkorporacji znakowanej radioaktywnie tymidyny, w poréwnaniu z komdrkami
transfekowanymi sekwencja kodujaca antysensowny mRNA L-FABP. Ponadto w
badaniach tych dowiedziono, ze kwas linolowy stosowany jako stymulator syntezy
DNA 1 aktywnosci mitotycznej komorki, nie dziala bezposrednio ale poprzez
produkty reakcji katalizowanych przez cyklooksygenazg, jako ze dodanie
indometacyny znositlo promitotyczny wplyw kwasu linolowego [96,97].
Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze jedynie nienasycone kwasy tluszczowe w
odréznieniu od nasyconych wywieraly widoczny wptyw na indukcj¢ syntezy DNA i
aktywno$¢  mitotyczna  komoérek raka  watrobowokomérkowego  [97].
Zaobserwowano rowniez korelacj¢ cytosolowego poziomu biatka A-FABP lub H-
FABP, odpowiednio w réznicujacych si¢ adipocytach lub dojrzewajacym mig$niu, ze
stopniem zaawansowania tych proceséw [39,71,84]. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze
geny izoform I-FABP, L-FABP, H-FABP oraz A-FABP ulegaja ekspresji w petni
zréznicowanych komorkach, ktére charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
metabolizmu lipidéw [4,98-100]. Z kolei najwyzszy poziom izoform B-FABP i M-

FABP w komorce wystgpuje w trakcie r6znicowania, kiedy to komorki osrodkowego
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i obwodowego uktadu nerwowego zuzywaja znaczne ilosci kwaséw ttuszczowych w
procesach biogenezy bton lipidowych [101-103]. Dobrze udokumentowane
badania potwierdzaja rOwniez wazna rol¢ bialek [-FABP i1 L-FABP w determinacji
sktadu fosfolipidowego blon biologicznych fibroblastéw, co oczywiscie wplywa
posrednio na strukturg i funkcj¢ komérki [104].

Wiele hipotez dotyczacych fizjologicznej funkcji bialek FABP potwierdzono w
badaniach na zwierzgtach transgenicznych pozbawionych funkcjonalnego genu
okreslonej izoformy FABP (tzw. genetyczny knockout). Wykazano ponad 50%
spadek zuzycia kwasow tluszczowych przez kardiomiocyty izolowane z serca myszy
z wylaczona funkcja genu H-FABP a ponadto zaobserwowano remodeling bton
fosfolipidowych w poréwnaniu z kontrola [105]. Hepatocyty myszy z knockoutem
genu L-FABP charakteryzowaty si¢ ponad 80% spadkiem wiazania kwasow
thuszczowych. Radioaktywnos¢ miazszu watroby byta znaczaco nizsza u myszy L-
FABP (-/-) po dozylnym podaniu oleinianu znakowanego izotopem '*C. Ponadto, u
homozygot L-FABP (-/-) znamiennie wzrést komodrkowy poziom biatka
przenoszacego sterole (SCP-2), za§ komoérki migzszowe watroby zawieraly znacznie
wigcej cholesterolu 1 jego estréw w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi [106].
Ablacja genu L-FABP powodowata réwniez ponad 95% spadek wigzania
znakowanego radioaktywnie oleilo-CoA w poréwnaniu z typem dzikim myszy L-
FABP (+/4), pomimo tego ze jednoczesnie obserwowano u osobnikow
transgenicznych wzrost poziomu biatka wiazacego acylo-CoA (ACBP), nawet rzedu
80% [107]. Ostatnie doniesienia dowodza, ze knockout okre§lonych genéw
kodujacych izoformy FABP, nie powoduje wszak spodziewanych rozlegtych zmian
fenotypowych 1 dramatycznych skutkéw patofizjologicznych u zwierzat
transgenicznych. Prawdopodobnie przyczyna tego zjawiska jest kompensacyjna
nadekspresja genéw innych izoform FABP lub biatek transportujacych lipidy
niespokrewnionych genetycznie z rodzina FABP [108].

Wsréd biatek wigzacych kwasy tluszczowe izoforma watrobowa L-FABP zajmuje
pozycje¢ szczegdlna, zarowno ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci jak réwniez
kluczowa rol¢ watroby w metabolizmie ogdélnoustrojowym. Biatko L-FABP
wystgpuje u cztowieka oraz wielu gatunkéw zwierzat, m.in. krowy, $wini, szczura,
myszy, $winki morskiej, ryb, drobiu, robakéw, zab i owadéw, wykazujac bardzo

wysoki stopien homologii migdzygatunkowej, nawet powyzej 90% [2]. Wyjatkiem
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jest biatko L-FABP z watroby rekina, ktére bardziej przypomina szczurza izoforme
sercowa H-FABP, niz izoformy watrobowe innych gatunkéw [109]. Poréwnanie
sekwencji aminokwasowej ludzkiej 1 szczurzej izoformy L-FABP przy pomocy
modutu ,,Blastp” programu ,,BLAST 2 Sequences” [110] zwraca wynik: 82%
identycznosci oraz 89% podobiefistwa. W rozwoju ontogenetycznym czlowieka
poziom biatka L-FABP w watrobie jest mierzalny juz w 16. dniu zycia ptodowego,
po czym stopniowo wzrasta osiagajac w 70. dniu zycia niemowlaka warto$¢
charakterystyczna dla czlowieka dorostego [85,111,112]. Szacuje sig, ze biatko L-
FABP stanowi od 3 do 5% wszystkich biatek wystgpujacych w cytosolu hepatocyta
[7,47].

Lokalizacja L-FABP w ptaciku watrobowym nie jest przypadkowa. Najwyzszy
poziom komoérkowy L-FABP obserwuje si¢ w przestrzeni okotowrotnej placika
watrobowego. Poziom biatka jak réwniez odpowiedniego mRNA maleje stopniowo
w kierunku strefy okotozylnej, gdzie osigga wartos¢ najnizsza [2]. Nalezy pamigtac,
ze procesy zwiazane z katabolizmem kwasow tluszczowych, a zwlaszcza [-
oksydacja kwaséw tluszczowych przebiegaja najintensywniej wiasnie w dobrze
utlenowanej strefie okolowrotnej miazszu watroby [113], bogatej w duze,
wrzecionowate mitochondria [114], co moze tlumaczy¢ kolokalizacje biatka L-
FABP w tym obszarze. Dokladny mechanizm molekularny interakcji L-FABP z
btona fosfolipidowa nie jest znany. Wydaje si¢, ze w odréznieniu od innych izoform
FABP oddzialujacych z btonami lipidowymi na drodze kolizji, ligandy wiazane
przez L-FABP dyfunduja z btony lipidowej do miejsca wigzania [39,115].
Wspomniana juz zdolno$¢ izoformy L-FABP do wiazania wielu réznorakich
ligandéw hydrofobowych sugeruje, ze jej funkcja regulacyjna jest nie mniej istotna
niz funkcja cytosolowego transportera kwasow tluszczowych czy innych ligandow
hydrofobowych. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat udzialu L-FABP w
procesie wydzielania z6tci w warunkach fizjologicznych oraz w patologii watroby i
drég z6tciowych. Mozna domniemywac, ze wykazujac wysokie powinowactwo do
kwaséw zoétciowych, biatko L-FABP mogtoby petni¢ w drogach zétciowych wazna
rolg transportowa a takze protekcyjna przed detergentopodobnym dziataniem tychze
kwaséw na biegun zotciowy hepatocyta oraz komoérki nablonka drég zétciowych.
Schematyczny przeglad zasadniczych funkcji biatka L-FABP w hepatocycie

przedstawiono na ryc. 2.
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Ryc. 2. Schematyczna ilustracja zasadniczych funkcji izoformy L-FABP w
hepatocycie. Czerwona strzatka oznacza domniemanag rol¢ L-FABP w procesie

wydzielania z6lci, ktéra jest przedmiotem badan opisanych w niniejszej rozprawie.
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Nie nalezy zapomina¢, ze biatko L-FABP wystepuje réwniez poza watroba, m.in. w
zotadku, jelicie oraz kanaliku proksymalnym nerki [116]. Komdérkowy poziom L-
FABP w enterocycie wykazuje charakterystyczny gradient malejacy od dwunastnicy
do okr¢znicy. Dystrybucja L-FABP w §luzéwce jelita jest rOwniez charakterystyczna
— najwyzsze stgzenie obserwuje si¢ w enterocytach kosmkow jelitowych, za$
najnizsze w regionie krypt jelitowych [2,7].

Studium patofizjologicznej roli L-FABP w organizmie nie byloby mozliwe bez
odpowiednich narze¢dzi biochemicznych przy pomocy ktérych mozna oznaczy¢
biatko w tkance lub narzadzie, a ponadto odr6zni¢ je od innych izoform FABP.
Analiza jakosciowa i iloSciowa watrobowego biatka wigzacego kwasy ttuszczowe
wydaje si¢ by¢ interesujaca nie tylko ze wzgledu na niewatpliwy walor poznawczy w
swietle badan dotyczacych patofizjologii watroby i drég zétciowych ale réwniez ze
wzgledu na potencjalng uzytecznos¢ w diagnostyce klinicznej. Chociaz aspekt
klinicznego zastosowania analizy immunochemicznej L-FABP wydaje si¢ wciaz
niedoceniony, w ostatnich latach pojawito si¢ kilka publikacji podnoszacych ten
problem. Suzuki i wsp. [117] wykazali, ze niektére pierwotne guzy watroby
zawieraja biatko L-FABP. Okoto 40% przypadkéw watrobiaka plodowego 1 20%
przypadkéw raka watrobowokomoérkowego wybarwia si¢ immunohistochemicznie w
kierunku biatka L-FABP. Ponadto, zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomigdzy
stopniem zréznicowania guza a intensywno$cia wybarwienia preparatu.
Immunohistochemiczna analiza guzéw okr¢znicy wg Carrol 1 wsp. [118] wykazata
od 30% do 60% przypadkéw L-FABP-pozytywnych. Wydaje si¢ interesujace, ze w
niektérych preparatach zaobserwowano mozaikowy rozkiad immunoznacznika, co
oznacza ze komorki gruczolaka lub gruczolakoraka r6znicuja si¢ nierOwnomiernie w
obrgbie tego samego ogniska pierwotnego. Lawrie 1 wsp. [119] wykazali, ze
pozytywne barwienie immunohistochemiczne w kierunku L-FABP koreluje ze
stopniem zréznicowania guzow okre¢znicy. W badaniach retrospektywnych zespotu
Yamazaki 1 wsp. [120] udokumentowano, ze niektére guzy przerzutowe watroby, z
ogniskiem pierwotnym w okre¢znicy, wykazuja korelacj¢ dodatnia pomigdzy
stopniem zréznicowania histologicznego a intensywno$cia wybarwienia preparatow
immunohistochemicznych w kierunku L-FABP. Okolo 56% guzéw przerzutowych
watroby charakteryzowato si¢ obecnoscia biatka L-FABP w komoérce. Obraz

immunohistochemiczny guza przerzutowego i ogniska pierwotnego byl zazwyczaj
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poréwnywalny. Autorzy stwierdzaja, ze oznaczanie L-FABP w guzach
przerzutowych watroby pochodzacych z okr¢znicy moze by¢ przydatnym klinicznie
czynnikiem prognostycznym.

Hashimoto 1 wsp. [121] wykazali immunohistochemicznie obecno$¢ izoformy L-
FABP w ponad 95% przypadkéw metaplazji jelitowej oraz w ok. 38% przypadkéw
raka zotadka, chociaz nie zaobserwowali korelacji pomigdzy progresja guza lub
rokowaniem a ekspresja genu L-FABP. Wykazano kilkakrotny wzrost ekspresji genu
L-FABP w komoérkach raka prostaty uzyskanych z bioptatéw diagnostycznych.
Sugeruje sig, ze bialko L-FABP mogloby by¢ markerem agresywnego fenotypu raka
prostaty [122]. Coraz wigksze zainteresowanie budzi mozliwo$¢ oznaczania L-
FABP w surowicy krwi jako markera patologii watroby lub jelita, chociaz danych z
piSmiennictwa dotyczacego tematu jest wciaz niewiele a ich przydatnos¢ kliniczna
pozostaje watpliwa [123-125]. Biatka wiazace kwasy ttuszczowe moga okazac sig
niezwykle istotne dla rozwoju parazytologii klinicznej. Warto uzmystowi¢ sobie, ze
wiele pasozytéw nie potrafi syntetyzowac kwaséw ttuszczowych de novo, poniewaz
w tym zakresie sa one zalezne od zywiciela, jak chociazby glisty, przywry lub
tasiemce [1,126,127]. Z tego wzgledu biatka FABP pelnia w tych organizmach
kluczowa rol¢ metaboliczna. Pomimo znacznego podobienstwa sekwencji i struktury
charakterystycznej dla organizméw wyzszych, potencjalne epitopy nieciagte,
niewystgpujace u ssakow, moglyby postuzy¢ do opracowania szczepionki lub leku
przeciwko bialku wiazacemu kwasy tluszczowe w organizmie pasozyta [128].
Przyszto$ciowo rozwaza si¢ wigc mozliwos¢ badan klinicznych w kierunku immuno-
1 chemioterapii robaczyc przewodu pokarmowego celowanej na biatko FABP
okreslonego pasozyta [129].

Opisano wiele metod analizy iloSciowej biatek wiazacych kwasy ttuszczowe. Mozna
wsréd nich wyrézni¢, m.in. techniki chromatograficzne, elektroforetyczne, testy
wigzania radioaktywnych lub fluoryzujacych pochodnych kwaséw tluszczowych,
spektrometri¢ masowa czy wreszcie metody immunochemiczne, jak immunodyfuzja,
test radioimmunochemiczny, fluoroimmunochemiczny, enzymatyczny test
immunoadsorpcji czy niedawno opracowane modyfikacje testu ELISA z
wykorzystaniem pola magnetycznego, elipsometrii spektralnej oraz biosensoréw

immunochemicznych [58,112,130-153]. Wydaje si¢ jednak, ze najbardziej
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powszechna i praktyczna technika w codziennej pracy laboratoryjnej pozostaje
enzymatyczny test immunoadsorpcji, czyli ELISA.

Chociaz opracowano juz wiele testow ELISA do detekcji bialek wiazacych kwasy
thuszczowe, w tym réwniez izoformy watrobowej tego biatka (L-FABP), uzyskane
wyniki réznia si¢ niekiedy do$¢ znacznie pomigdzy réznymi o$rodkami badawczymi
[112,133-135,147-150]. Nie mozna zatem bezkrytycznie odnosi¢ si¢ do
bezwzglednych wartosci poziomu L-FABP w materiale biologicznym, podawanych
w pismiennictwie [3,4]. Aby méc prowadzi¢ badania biochemiczne, fizjologiczne
czy kliniczne zwigzane z oceng zmiany poziomu L-FABP w narzadach lub tkankach,
wydaje si¢ konieczne opracowanie wiarygodnej metody immunochemicznej, ktéra
umozliwitaby obiektywna ocen¢ poziomu L-FABP w okreslonych warunkach
biochemicznych lub klinicznych poprzez poréwnanie uzyskanych wynikéw z
ustalonym wczesniej przy pomocy tej samej metody zakresem normy fizjologiczne;.
Dysponowanie autorska metoda analityczng zapewnia wigksza powtarzalnos¢ i
poréwnywalno$¢ wynikéw w dtuzszej perspektywie czasu, a co wigcej pozwala na
modyfikacj¢ wybranych parametrow metody, jak np. zakres detekcji lub granica
czutosci. Nie bez znaczenia w pracy badawczej jest rowniez aspekt ekonomiczny.
Takie wlasnie przestanki zdecydowaly aby podja¢ trud opracowania
immunochemicznej metody detekcji L-FABP i wykonania oznaczen w prébach
materiatu biologicznego wybranych w kontekscie szeroko rozumianej patofizjologii
watroby 1 drég zolciowych. Ponadto, na podstawie przestanek z piSmiennictwa
sugerujacych kliniczng uzyteczno$¢ oznaczania H-FABP w surowicy krwi, jako
markera uszkodzenia kardiomiocyta (np. w zawale mig$nia serca) [142,147,1547,
wydawato si¢ ze L-FABP moze by¢ dobrym markerem uszkodzenia komorki
watroby. Przemawialy za tym réwniez stosunkowo wysokie st¢zenia biatka
wigzacego kwasy tluszczowe w watrobie ludzkiej [58,133]. Zwazywszy, ze
izoforma L-FABP jest biatkiem o niskiej masie czasteczkowej (ok. 15 kD), mozna
przypuszcza¢, iz nawet niewielkie uszkodzenie watroby powinno powodowac

uwolnienie znacznych ilosci izoformy L-FABP do krwioobiegu.
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. Cele pracy

. Oczyszczenie biatka wigzacego kwasy tluszczowe z watroby ludzkiej w celu

otrzymania specyficznych przeciwcial przeciwko temu biatku.

. Zastosowanie otrzymanych przeciwciat w metodzie ELISA do ilo§ciowej analizy

poziomu L-FABP:

a. w watrobie ludzkie;j,

b. w zotci chorych z patologia drog zétciowych,

c. w surowicy krwi chorych z objawami patologii watroby,

d. w surowicy krwi szczuréw z indukowanym galaktozaming ostrym

uszkodzeniem watroby.
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4. Materialy

4.1.0dczynniki

Odczynniki zakupiono w firmie Sigma-Aldrich. Wyjatki od tej reguty opatrzono

stosowna adnotacja.

4.1.1. Bufor AP z substratami dla alkalicznej fosfatazy stosowany
w technice Western-blotting i dot-blotting.

Optimum pH dla jelitowe] izoformy bydlgcej alkalicznej fosfatazy wynosi 9,8. Ze
wzgledu na fakt, ze taka wartos¢ pH lezy poza zakresem zdolnosci buforowej
powszechnie stosowanego Tris, §rodowisko dla enzymu sporzadzono na bazie
dietanolaminy.

Bufor dietanolaminowy
10% (w/w) roztwér wodny dietanolaminy doprowadzono st¢zonym kwasem solnym
do pH 9,8. Nastgpnie dodano MgCl, — kofaktor fosfatazy alkalicznej do koncowego
stezenia 0,5 mM.

Substraty dla fosfatazy alkalicznej:
NBT (Nitro Blue Tetrazolium) oraz BCIP (Bromo-Chloro-Indolylo-Phosphate). 75
mg NBT rozpuszczono w 1 ml 70% roztworu wodnego DHFA (Dihydro-Formamid).
50 mg BCIP rozpuszczono w 1 ml H,O. Roztwory przechowywano w temp. 4°C bez
dostgpu swiatta. Tuz przed ostatnim etapem immunodetekcji sporzadzano Swiezy
roztwor substratow dla AP dodajac do 10 ml buforu dietanolaminowego 45 ul
roztworu NBT i 35 pl roztworu BCIP.
Produktem reakcji NBT z BCIP w obecnosci AP jest nierozpuszczalny w srodowisku

wodnym niebieski osad formazanu.

4.1.2. Bufor do transferu mokrego

W péttoralitrowej zlewce odwazono 1,5 g Trizma ®base, nastgpnie dosypano
nawazke 14,4g glicyny i uzupetniono woda podwdjnie destylowana do 11. Doktadnie
wymieszano zawarto$¢ przy pomocy mieszadta magnetycznego uzyskujac klarowny

roztwor.
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4.1.3. Bufor weglanowy do testu ELISA

Roztwér A — 70 ml 0,1 M NaHCOs :
Nawazke 0,588 g NaHCO; uzupelniono do objgtosci 70 ml woda podwdjnie
destylowana.

Roztwér B — 30 ml 0,1 M Na,COs :
Nawazke¢ 0,318 g Na,COs uzupetniono do objgtosci 30 ml woda podwdjnie
destylowana.

Zmieszano roztwory A i B otrzymujac bufor weglanowy o pH 9,6.

4.1.4. Bufor do ptukania ptytki ELISA

Roztwor PBS plus Tween 20 w stezeniu 0,05%.

4.1.5. Bufor blokujacy do testu ELISA

PBS + 1% BSA + 0,05% Tween 20.

4.1.6. Bufor z substratem dla AP stosowany w metodzie ELISA

Do buforu dietanolaminowego dla AP (pkt. 4.1.1) dodano pNPP (fosforan para-
nitrofenolu) w stgzeniu 1 mg/ml. Sporzadzony na $§wiezo roztwér pNPP jest
bezbarwny. Fosfataza alkaliczna katalizuje hydroliz¢ czasteczki pNPP  z
uwolnieniem reszty fosforanowej. Produkty reakcji sa rozpuszczalne w srodowisku
wodnym, przy czym para-nitrofenol powoduje zmiang barwy roztworu na zo6ita.
Gestos¢  optyczna roztworu (OD) przy dilugo$ci fali A=405 nm zmierzona
kolorymetrycznie w okreslonym arbitralnie czasie t, jest w przyblizeniu wprost
proporcjonalna do ilosci aktywnos$ci enzymatycznej obecnej w studzience, a
posrednio do ilosci II przeciwcial, przeciwcial I lub antygenu zwiazanego ze

studzienka.
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4.2. Materiat biologiczny
4.2.1. watroba ludzka

Material uzyskano z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej AMG. Watrobg pobrano
ze zwlok (do 24 h od chwili $mierci). Material bez makroskopowych cech patologii
narzadowej transportowano w lodzie do Zaktadu Biochemii AMG, gdzie byt

przechowywany w temp. — 80° C do czasu wykonania doswiadczenia.

4.2.2. serce ludzkie

Material uzyskano z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej AMG. Fragmenty
migs$nia serca transportowano w lodzie do Zaktadu Biochemii AMG, gdzie byty

0 . o .
przechowywane w temp. — 80" C do czasu wykonania do§wiadczenia.

4.2.3. krew

Material uzyskano z Centralnego Laboratorium Panstwowego Szpitala Klinicznego
AMG oraz od pacjentéow hospitalizowanych w I Klinice Choréb Wewngtrznych 1
Ostrych Zatru¢ AMG. Surowice krwi przechowywano w temp. — 80° C do czasu

wykonania oznaczen.

4.2.4. z6t¢

Materiat uzyskano od pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Chirurgii Ogoélnej,
Gastroenterologicznej 1 Endokrynologicznej AMG, Klinice Chirurgii Ogdlnej i
Transplantacyjnej AMG oraz w Oddziale Chirurgii Og6lnej Szpitala Wojewddzkiego
w Gdansku. Z6¥¢ transportowano w lodzie i zabezpieczono w temp. — 80° C do
dalszych badan.

Na przeprowadzenie badan z wykorzystaniem ludzkiego materialu biologicznego

uzyskano zgode uczelnianej Komisji Etyki Badan Naukowych.
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4.3.Zwierzeta doswiadczalne
4.3.1. kroliki

Do doswiadczen uzyto samcéw krolikow w wieku ok. 5 mies., o masie ok. 3 kg.
Zwierzeta hodowano w klatkach drucianych, w temp. 22 C°, w 12-godzinnym cyklu
dobowym ($wiatto od 8.00 rano do 8.00 wieczorem). Do karmienia uzyto paszy
pochodzacej z Centralnego Laboratorium Przemystu Paszowego w Motyczu, oraz
wody kranowej.

Zwierzgta byly traktowane w sposéb humanitarny, zgodnie z przepisami zawartymi
w podrgezniku ,,Zasady hodowli zwierzat laboratoryjnych”, sformutowanymi przez
Narodowe Towarzystwo Badan Medycznych. Na przeprowadzenie badan z
wykorzystaniem krolikow uzyskano zgodg¢ uczelnianej Komisji Etyki Badan

Naukowych.

4.3.2. szczury rasy Wistar

Do doswiadczen uzyto samcow szczurdéw rasy Wistar, o masie ok. 300 g. Zwierzg¢ta
hodowano w klatkach drucianych, w temp. 22 C°, w 12-godzinnym cyklu dobowym
($wiatto od 8.00 rano do 8.00 wieczorem). Do karmienia uzyto paszy pochodzacej z
Centralnego Laboratorium Przemystu Paszowego w Motyczu, oraz wody kranowe;j.

Zwierzgta byly traktowane w sposéb humanitarny, zgodnie z przepisami zawartymi
w podrgczniku ,,Zasady hodowli zwierzat laboratoryjnych”, sformutowanymi przez
Narodowe Towarzystwo Badan Medycznych. Na przeprowadzenie badan z
wykorzystaniem szczur6w uzyskano zgodg uczelnianej Komisji Etyki Badan

Naukowych.
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5. Stosowane metody

5.1.1zolacja L-FABP z watroby ludzkiej
5.1.1. Homogenizacja watroby ludzkiej

Z. rozmrozonej watroby usunig¢to widoczne elementy tkanki tacznej. 50g miazszu
watrobowego pocigto na drobne skrawki 1 przeplukano 3-krotnie buforem
homogenizacyjnym zawierajacym: 10 mM Tris HCI, 150 mM KCI (pH 8,0 ; temp.
4°0), aby pozby¢ si¢ elementéw morfotycznych krwi, bialek osocza, resztek tkanki
facznej 1 tluszczowej. Na bazie powyzszego buforu sporzadzono 30% homogenat

watroby przez homogenizacj¢ w temp. topniejacego lodu.

5.1.2. Otrzymywanie ekstraktu watrobowego

Homogenat watrobowy wirowano w 30 tys. x g przez 20 min. w temp. 4°C.
Supernatant przesaczono przez podwdjna warstwg gazy celem pozbycia si¢
ptywajacego na powierzchni ttuszczu. Uzyskany ekstrakt watrobowy poddano

dalszej procedurze oczyszczania.

5.1.3. Otrzymywanie frakcji cytosolu watrobowego

Ekstrakt watrobowy (pkt. 5.1.2) wirowano w 105 tys. x g przez 90 min. Supernatant

przesaczono przez podwdjng warstwe gazy uzyskujac frakcj¢ cytosolu watrobowego.

5.1.4. Denaturacja termiczna frakcji cytosolu watrobowego

Ze wzgledu na termostabilno$¢ biatka wiazacego kwasy tluszczowe z watroby
ludzkiej, zastosowano denaturacj¢ termiczng frakcji cytosolu jako kolejny etap
oczyszczania. Frakcje cytosolu watrobowego (uzyskanego z 50g watroby)
inkubowano przez 0,5 h w temp. 50°C na tazni wodnej nieustannie mieszajac.
Nastepnie zawiesing schtodzono do temp. 4°C i wirowano w 30 tys. x g przez 20

min. Supernatant zabezpieczono do dalszego oczyszczania.
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5.1.5. Delipidacja denaturowanej termicznie frakcji cytosolu
watrobowego

L-FABP wiaze kwasy tluszczowe, zwlaszcza dlugotancuchowe, wielonienasycone.
Zwiazanie biatka z ligandem moze mie¢ wplyw na jego wilasciwosci
fizykochemiczne, jak np. pl, co teoretycznie mogloby interferowa¢ na dalszych
etapach izolacji. Przeprowadzono zatem delipidacj¢ denaturowanej termicznie frakcji
cytosolu watrobowego aby rozbi¢ potencjalne kompleksy biatka z kwasem
tluszczowym. Frakcje cytosolu watrobowego podzielono na 10 porcji o jednakowe;j
obj¢tosci 1 przesaczono kolejno przez kolumng chromatograficzna (10 x 1 cm)
wypelniong lipofilnym ztozem — Hydroxyalkoxypropyl Dextran Type VI (znany
rowniez jako Lipidex 1000) w temp. 37°C przy przeptywie 50 ml/h. W takich
warunkach hydroxyalkoxypropyl dextran wigze kwasy tluszczowe wolne oraz
zwiazane z bialkiem. Przed naniesieniem kolejnej porcji frakcji cytosolu, kolumng
reaktywowano przeptukujac ja metanolem a nast¢pnie rownowazac buforem o
sktadzie: 10 mM Tris, 150 mM KCI, pH 8,0.

Otrzymany eluat schtodzono do 4°C i odwirowano w 30 tys. x g przez 20 min.
Supernatant poddano dalszemu oczyszczaniu. Delipidowana frakcje cytosolu
watrobowego poddano liofilizacji w celu zaggszczenia biatka w prébcee, uzyskujac

stgzenie koncowe 45 mg/ml.

5.1.6. Saczenie molekularne na zelu Sephadex G-50 Superfine

Kolumneg chromatograficzna o wymiarach 5 x 100 cm wypetlniono 1440 ml
odpowiednio przygotowanego, odgazowanego zelu Sephadex G-50 Superfine. Tak
przygotowana kolumng zréwnowazono w temp. 4°C buforem: 10 mM Tris, 150 mM
KCl, 0,02% NaN3 o pH 8,0, zwanym dalej ,,buforem kolumnowym”.

Nastgpnie wykonano kalibracj¢ kolumny uzywajac jako standardu masowego
konskiego cytochromu ¢ o masie czasteczkowej 14,2 kD. Przed rozdzialem kolumng
przeptukano czterema litrami ,,buforu kolumnowego”.

Prébke zageszczonego cytosolu o objgtosci 10 ml naniesiono na kolumng i eluowano
,buforem kolumnowym” pod kontrola pompy perystaltycznej przy statym
przeptywie 40 ml/h w temp. 4°C. Frakcje o objgtosci 5 ml zbierano przy pomocy

kolektora frakcji. Analizg frakcji przeprowadzono fotometrycznie (Beckman DU-68
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Spectrophotometer) mierzac absorbancje poszczegdlnych frakcji przy dtugosci fali
A=280 nm wzgledem préby $lepej zawierajacej bufor kolumnowy.

Objetos¢ prézna kolumny Vy wynosita 480 ml. Absorbancje frakcji (5 ml) w tym
zakresie byty bliskie zeru. Na dalszym przebiegu chromatogramu, az do frakcji 210
(Ryc. 4, str. 59) zaobserwowano trzy wyrazne szczyty absorbancji (tzw. puncta

dA

maxima dla funkcji absorbancji od objgtosci eluatu, gdzie = 0, przy czym A

oznacza tu absorbancje préby mierzong przy dtugos$ci fali A=280 nm, a V. — objetos¢
eluatu). Frakcje o numerach od 161 do 167 (Ryc. 4, str. 59), tworzace ostatni szczyt
chromatogramu korelowaly z wyptywem cytochromu c¢ (14,2 kD) w trakcie
kalibracji. Wymienione powyzej 7 kolejnych frakcji biatkowych zebrano do jednego
naczynia, zamrozono w (-80°C) i zabezpieczono do dalszego oczyszczania. Dla
poréwnania zabezpieczono réwniez kilkanascie sasiednich frakcji z obu stron
typowanego szczytu. Kazde 6 kolejnych frakcji zebrano do jednego naczynia,
zamrozono w (-80°C) i zabezpieczono do dalszej analizy. Prébki poddano analizie
elektroforetycznej na 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych w

celu okreslenia masy czasteczkowej biatek w zebranych frakcjach.

5.1.7. Analiza elektroforetyczna biatka metoda SDS-PAGE

Przygotowanie zelu rozdzielajacego (dolnego).

Do przygotowania zelu zastosowano 30% wodny roztwér mieszaniny Akrylamidu i
N,N’-Methylene-bis Akrylamidu w stosunku wagowym 36,5 : 1, zwany dalej
roztworem akrylamidéw. Na bazie roztworu akrylamidéw sporzadzono roztwor o
sktadzie: 15% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS; 0,05% TEMED; 1,5 M Tris; pH
8.8.

Roztwor wprowadzono do przestrzeni migdzyptytkowej aparatu do wylewania zelu
MiniGel Slab firmy Hoeffer nanoszac ptyn przy pomocy pipety po krawedzi ptytki.
Na powierzchni¢ roztworu akrylamidow naniesiono ok. 0,5 cm warstw¢ mieszaniny
butanolu z woda destylowana aby odizolowa¢ roztwér od tlenu atmosferycznego,
ktory zaburza proces polimeryzacji zelu. Roztwoér akrylamidow polimeryzowat przez

0,5 godziny w temp. pokojowe;.
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Przygotowanie zelu zaggszczajacego (gérnego).
Po przeptukaniu przestrzeni migdzyptytkowej woda destylowana, na gorny brzeg
zelu rozdzielajacego naniesiono roztwor akrylamidéw o nastepujacym sktadzie: 4%
akrylamidy; 10% SDS; 20% APS; 0,2% TEMED; 0,5 M Tris; pH 6,8. W
polimeryzujacym roztworze zelu gérnego (zageszczajacego) zanurzono forme w
ksztalcie grzebienia aby wymodelowa¢ studzienki do naniesienia probek biatka. Po
uplywie 15 min. roztwor akrylamidéw osiagnat zadowalajacy stopien polimeryzacii,
pozwalajacy na przeprowadzenie elektroforezy biatka w warunkach denaturujacych.

Przygotowanie probki biatka do rozdziatu na Zelu.
Probki biatka poddano ultrafiltracji na ,sicie” o punkcie odcigcia 10 kD i
rozcienczono woda destylowana uzyskujac stgzenie Img/ml. Do probowki
Eppendorf naniesiono 10 pl tak przygotowanego roztworu, co odpowiada 10 pg
biatka. Nastgpnie dodano 10 pl buforu redukujacego (Laemli Buffer) zawierajacego
SDS, B-merkaptoetanol, glicerol, bromophenol blue i Tris-HCl o pH 6,8. Tak
przygotowane probki poddano denaturacji termicznej przez ogrzewanie na tazni
wodnej w temp. 95°C przez 4 min.

Elektroforeza.
Przygotowano bufor elektrodowy do elektroforezy o sktadzie: 25 mM Tris, 192 mM
glicyna, 0,1% SDS. Bufor schtodzono przed uzyciem do 4°C. Po usunigciu formy z
zelu zageszczajacego, ptytki z zelem zamocowano w aparacie do elektroforezy firmy
Hoeffer. Kompartmenty aparatu i wolng przestrzen migdzyptytkowa wraz ze
studzienkami w zelu, wypelniono buforem elektrodowym. Do studzienek naniesiono
20 pl prébki biatka i oraz wzorce masowe. Do elektrody dolnej aparatu podtaczono
biegun dodatni zasilacza pradu stalego a do elektrody gdrnej biegun ujemny.
Elektroforezg prowadzono przez 2,5 h pradem o napigciu 80-100 V.

Wybarwienie zelu.
Zel przeptukano kilkakrotnie woda i zanurzono w roztworze barwiacym
zawierajacym Coomassie R-250, metanol i kwas octowy. Barwienie zelu
przeprowadzono na kotysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 2 godziny.

Odbarwienie zelu i interpretacja wynikow.
Wybarwiony zel zanurzono w wodnym roztworze odbarwiajacym o sktadzie: 10%
vol. metanol, 10% vol. kwas octowy na okres 3 godzin. Nast¢pnie usunigto roztwor

odbarwiajacy a zel zalano woda. Obraz zelu zapisano przy pomocy skanera DeskJet
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IIcx firmy Hewlett Packard. Frakcje oceniono analizujac potozenie, intensywnos$¢ i

liczbe prazkow biatkowych na odpowiedniej sciezce zelu.

5.1.8. Test wigzania wolnych kwasoéw ttuszczowych z biatkiem

Charakterystyczng wtasciwoscia L-FABP jest zdolno$¢ wigzania wolnych kwaséw
tluszczowych. Naturalnymi ligandami biatka L-FABP sa zatem wolne kwasy
tluszczowe, zwlaszcza wielonienasycone, ktére wiaza si¢ do niego z duzym
powinowactwem. Aby oceni¢ zawartos¢ L-FABP we frakcjach eluowanych z
kolumny Sephadex G-50 przeprowadzono test wigzania znakowanych radioaktywnie
wolnych kwasow ttuszczowych z biatkami zebranych frakcji.
Przygotowanie probek biatka.
Doswiadczenie przeprowadzono na 5 probach kolejno zebranych z kolumny
Sephadex G-50, oznaczonych odpowiednio: A, B, C, D i E (Ryc. 4, str. 59). Jako
kontroli pozytywnej uzyto odtluszczonej albuminy bydlgcej (BSA), a jako kontroli
negatywnej cytochromu c izolowanego z konskiego serca. Kazda z 7 testowanych
probek biatka umieszczono w probowce typu Eppendorf 1 rozcienczono
buforowanym roztworem soli fizjologicznej PBS o pH 7,4 uzyskujac 400 pl roztwor
zawierajacy 5 Mg biatka. Probki inkubowano w obecnosci 1 uM roztworu
znakowanego radioaktywnie palmitynianu [1-"*Cl w temp. 37°C przez 10 min. W
trakcie inkubacji radioaktywny palmitynian wysycal potencjalne miejsca wigzania
kwaséw tltuszczowych w czasteczkach biatka. Po zakonczeniu inkubacji prébki
schtodzono w lodzie przez S5 min. Nastgpnie probki ,,0dsolono” metoda
chromatografii kolumnowej aby pozby¢ si¢ niezwiazanych z bialkiem czasteczek
radioaktywnego liganda. Zastosowano w tym celu komercyjna kolumng
chromatograficzng o wymiarach 1 x 10 cm wypelniona ztozem Sephadex G-25. Na
kolumng¢ nanoszono kazda z probek 1 saczono grawitacyjnie eluujac biatko buforem
PBS. Zbierano frakcje o objgtosci 1 ml. Biatko zwigzane z radioaktywnym ligandem
wyplywalo w objgtosci préznej kolumny, tj. ok. 4 ml objetosci elucji, co
potwierdzono oznaczajac biatko metoda Bradforda [155].
Pomiar radioaktywnosci.

Zmierzono radioaktywno$¢ kazdej z zebranych frakcji. Analizg przeprowadzono na
liczniku scyntylacyjnym (Beckman LS6000IC) z zastosowaniem specjalnego

programu liczacego dla radioaktywnego izotopu wegla '*C. Prébke o objetosci 50 pl
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kazdej z zebranych frakcji zawieszono w 5 ml roztworu scyntylacyjnego i poddano
analizie. Warto$¢ zmierzonej radioaktywnosci odczytywano w jednostkach [cpm].
Jako kontrolg pozytywna wykorzystano 50 pl prébke 1 uM roztworu znakowanego
radioaktywnie roztworu palmitynianu [1-*C] o radioaktywnosci rownej 40 tys. cpm.
Kontrola negatywna byt bufor wykazujacy radioaktywno$¢ na poziomie 15 cpm.
Interpretacja wynikéw.

Najwyzsza radioaktywno$¢ wsérdd badanych frakcji (A — E) wykazata typowana na
obecnos¢ L-FABP frakcja ,,C” zebrana z kolumny Sephadex G-50 (Ryc. 4, str. 59).
Znacznie mniejsza radioaktywnoscia charakteryzowata si¢ probka cytochromu c
inkubowana z radioaktywnym palmitynianem. Natomiast wigksza radioaktywnos$¢
zmierzono w probce delipidowanej albuminy bydlecej inkubowanej z

radioaktywnym palmitynianem (Ryc. 6, str. 61).

5.1.9. Liofilizacja

Frakcj¢ biatkowa zabezpieczona po rozdziale na kolumnie chromatograficzne;j
Sephadex G-50 Superfine poddano liofilizacji w temp. (-20°C) w warunkach

podcisnienia w celu zaggszczenia probki.

5.1.10. Saczenie molekularne na zelu BioGel P-10

Kolumng chromatograficzng o srednicy 2,5 cm upakowano objgtoscig 0,5 1 ztoza
BioGel P-10 po uprzednim zawieszeniu w buforze kolumnowym o sktadzie: 10 mM
Tris, 150 mM KCl, 0,02% NaN3; o pH 8,0 i termicznym odgazowaniu. Kolumng
zréwnowazono przeptukujac ztoze 1,5 1 buforu kolumnowego w temp. 4°C.
Nastegpnie przeprowadzono kalibracj¢ kolumny wykorzystujac jako standard masowy
cytochrom ¢ o masie czasteczkowej 14,2 kD izolowany z konskiego serca. Objgtos¢
elucji cytochromu ¢ wynosita 230 ml. Przed wtasciwym rozdziatem prébki kolumng
ponownie przeplukano 3 objg¢tosciami ztoza.

Liofilizat z pkt. 5.1.9 rozpuszczono w 3,5 ml wody destylowanej. Cata objetosc
roztworu naniesiono na powierzchni¢ zloza 1 rozpoczgto elucj¢ buforem
kolumnowym o sktadzie podanym powyzej. Rozdzial prowadzono w temp. 4°¢C przy
stalym przeptywie 40 ml/h. Frakcje o objgtosci Sml zbierano przy pomocy kolektora

frakcji i analizowano mierzac absorbancje przy dlugosci fali A=280 nm. Analiza
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chromatogramu wykazata obecnos$¢ 2 szczytéw absorbancji (Ryc. 7, str. 62).
Pierwszy szczyt odpowiadat objg¢tosci elucji rownej 180 ml a drugi objgtosci elucji
rownej 220 ml. Zgodnie z chromatogramem kalibracyjnym frakcje sktadajace si¢ na
drugi szczyt powinny zawiera¢ biatka o masie 14 — 15 kD, co potwierdzono
elektroforetycznie. Na tej podstawie zebrano i zabezpieczono 3 frakcje drugiego

szczytu o nr 42-44 (Ryc. 7, str. 62).

5.1.11. Ultrafiltracja

Kolejnym etapem oczyszczania bialtka wiazacego kwasy ttuszczowe z watroby
ludzkiej byta ultrafiltracja 15 ml prébki biatka zebranej z kolumny BioGel P-10.
Préobke naniesiono na membrang o punkcie odcigcia 10 kD 1 wirowano w temp. 4°C
przy 1,5 tys. x g przez 30 min. W trakcie ultrafiltracji dwukrotnie wymieniono bufor
na 10 mM Tris o pH 8,2. Uzyskano 1,9 ml renatantu. St¢zenie biatka w renatancie

zmierzone metoda Bradforda wynosito 2,6 mg/ml.

5.1.12. Ocena homogennosci biatka metoda SDS-PAGE na
zelu gradientowym

Przygotowanie gradientowego zelu rozdzielajacego (dolnego).

Do przygotowania poliakrylamidowego zelu gradientowego zastosowano 30%
wodny roztwéor mieszaniny Akrylamidu 1 N,N’-Methylene-bis Akrylamidu w
stosunku wagowym 36,5 : 1, zwany dalej roztworem akrylamidéw. Na bazie
roztworu akrylamidéw sporzadzono 2 roztwory rézniace si¢ stgzeniem procentowym
akrylamidow, tzw. roztwor ,.lekki” o sktadzie: 8% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS;
0,05% TEMED; 1, 5 M Tris; pH 8,8 oraz roztwor ,,cigzki” o nastgpujacym skladzie:
18% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS; 0,05% TEMED:; 1, 5 M Tris; pH 8.8; 0,47 M
sacharoza.

Oba roztwory wprowadzono do komor miksera gradientu umozliwiajac ich
wzajemny kontakt przez niewielki otwor w Scianie rozdzielajacej obie komory, przy
czym roztwor ,.lekki” umieszczono w komorze z zewngtrznym otworem wyplywu.
W tej samej komorze zainstalowano mieszadlo magnetyczne, aby zapewnié
rOwnomierne mieszanie si¢ roztworéw w trakcie wyptywu. Pod kontrola pompy

perystaltycznej przepompowano zawartos¢ obu komor do aparatu do wylewania zelu
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MiniGel Slab firmy Hoeffer. Roztwoér zelu gradientowego pompowano do aparatu
przez specjalny otwér wpustowy u jego podstawy. Nastgpnie do aparatu
wpompowano roztwor wypelniajacy o bardzo duzej ggstosci, tzw. plug solution (1,46
M sacharoza, 0,125 M Tris; pH 8,8), ktéry wypetnit komorg wlotowa u podstawy
aparatu i przemiescit gradientowy roztwor akrylamidéw do przestrzeni pomigdzy
ptytkami aparatu. W ten sposob, frakcja roztworu akrylamidéw o stgzeniu ok. 8%
znalazta si¢ w gornej czesci przestrzeni mig¢dzyplytkowej a frakcja o wigkszym
stgzeniu akrylamidow — ok. 18% wypelnita przypodstawna czgs¢ tej przestrzeni. Na
powierzchnig gradientowego roztworu akrylamidéw naniesiono ok. 0,5 cm warstwe
mieszaniny butanolu z woda destylowana, aby odizolowa¢ roztwér od tlenu
atmosferycznego, ktory zaburza proces polimeryzacji zelu. Gradientowy roztwor
akrylamidéw polimeryzowat przez 0,5 godziny w temp. pokojowej. Otrzymano
gradientowy zel rozdzielajacy o st¢zeniu akrylamidéw zmieniajacym si¢ w sposéb
ciagly od 8% w goérnej czgsci zelu do 18% u jego podstawy.

Przygotowanie zelu zaggszczajacego (gornego).
Po przeptukaniu przestrzeni migdzyptytkowej woda destylowana, na gérny brzeg
gradientowego zelu rozdzielajacego naniesiono roztwor —akrylamidéw o
nastgpujacym sktadzie: 4% akrylamidy; 10% SDS; 20% APS; 0,2% TEMED; 0,5 M
Tris-HCl; pH 6,8. W polimeryzujacym roztworze zelu gérnego (zaggszczajacego)
zanurzono form¢ w ksztalcie grzebienia, aby wymodelowa¢ studzienki do
naniesienia prébek biatka. Po uptywie 15 min. roztwoér akrylamidéw osiagnat
zadowalajacy stopien polimeryzacji, pozwalajacy na przeprowadzenie elektroforezy
biatka w warunkach denaturujacych.

Przygotowanie probki biatka do rozdziatu na zelu gradientowym.
Prébkeg biatka rozcienczono woda destylowana uzyskujac stgzenie 1mg/ml. Do
probéwki Eppendorf naniesiono 10 pl tak przygotowanego roztworu, co odpowiada
10 pg biatka. Do prébki dodano 10 pl buforu redukujacego (Laemli Buffer)
zawierajacego SDS, B-merkaptoetanol, glicerol, bromophenol blue i Tris-HCI o pH
6,8. Tak przygotowana probke poddano denaturacji termicznej przez ogrzewanie na
tazni wodnej w temp. 95°C przez 4 min.

Elektroforeza.
Przygotowano bufor elektrodowy do elektroforezy o sktadzie: 25 mM Tris, 192 mM

glicyna, 0,1% SDS. Bufor schtodzono przed uzyciem do 4°C. Po usunigciu formy z
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zelu zageszczajacego, plytki z zelem zamocowano w aparacie do elektroforezy firmy
Hoeffer. Kompartmenty aparatu i wolng przestrzen mig¢dzyplytkowa wraz ze
studzienkami w zelu, wypelniono buforem elektrodowym. Do studzienek naniesiono
20 ul prébki biatka 1 analogicznie przygotowana probke cytochromu c oraz wzorce
masowe. Do elektrody dolnej aparatu podlaczono biegun dodatni zasilacza pradu
stalego a do elektrody gérnej biegun ujemny. Elektroforez¢ prowadzono przez 2,5 h
pradem o napigciu 80-100 V.
Wybarwienie zelu.
Po usunigciu ptytek z zelem z aparatu do elektroforezy, delikatnie oddzielono zel od
powierzchni ptytek. Zel przeptukano kilkakrotnie woda i zanurzono w roztworze
barwiacym zawierajacym Coomassie R-250, metanol i kwas octowy. Barwienie zelu
przeprowadzono na kotysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 2 godziny.
Odbarwienie zelu i interpretacja wynikow.
Wybarwiony zel zanurzono w wodnym roztworze odbarwiajacym o sktadzie: 10%
vol. metanol, 10% vol. kwas octowy na okres 3 godzin. Nast¢pnie usunigto roztwor
odbarwiajacy a zel zalano woda. Frakcje biatka widoczne byty jako poziome,
niebieskie prazki na tle bezbarwnego zelu. Obraz zelu zapisano przy pomocy skanera

DesklJet Ilcx firmy Hewlett Packard.

5.1.13. Chromatografia jonowymienna — DEAE Sephadex A-
25

Prébke biatka z pkt. 5.1.11 poddano dalszemu oczyszczaniu metoda chromatografii
jonowymiennej. Kolumn¢ o wymiarach 1 x 12 cm wypelniono 10 ml odpowiednio
przygotowanego ztoza DEAE Sephadex A-25. Kolumng¢ zréwnowazono 3
obje¢tosciami buforu: 10 mM Tris pH 8,2. Prébke biatka naniesiono na Zel a nastgpnie
przeptukano kolumng 3 objgtoSciami ww. buforu. Dane z piSmiennictwa [62,156]
oraz szacunki teoretyczne [157] wskazuja, ze punkt izoelektryczny watrobowego
biatka wiazacego kwasy ttuszczowe jest znamiennie nizszy od 8 (pI = 6), a zatem w
srodowisku o pH 8,2 L-FABP powinno ono posiada¢ tadunek ujemny, co umozliwia
zwiazanie si¢ biatka ze ztozem.

Elucje biatka zwigzanego z kolumna przeprowadzono gradientem stg¢zenia NaCl od
0,01 do 0,5 M. Elucje przeprowadzono w temp. 4°C. Przeptyw ustalono na 20 ml/h.

Frakcje o objgtosci 1 ml zbierano przy pomocy kolektora frakcji i analizowano
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fotometrycznie przy diugosci fali A=280 nm wzgledem préby $lepej zawierajacej
bufor 10 mM Tris pH 8,2. Analiza chromatogramu wykazata 2 nakladajace sig
szczyty z puncta maxima przypadajacymi odpowiednio na frakcje nr 22 i 25 (Ryc. 9,
str. 64). Zebrano po 5 frakcji tworzacych kazdy ze szczytow, tj. 19-23, 24-28
krzywej chromatogramu. Kazda z préb o objgtosci 5 ml poddano analizie
elektroforetycznej na poliakrylamidowym zZelu gradientowym w warunkach
denaturujacych, zgodnie z procedura opisana w pkt. 5.1.12. Pul¢ frakcji 24-28
uznano za roztwor homogennego biatka L-FABP (Ryc. 10, str. 65). Probke poddano
ultrafiltracji na membranie o punkcie odcigcia 10 kD w celu zaggszczenia i
odsolenia. Uzyskano 2 mg homogennego L-FABP. Procedure oczyszczania biatka
powtarzano wielokrotnie w celu uzyskania L-FABP w ilosci wystarczajacej do
produkcji specyficznych przeciwcial poliklonalnych oraz zastosowania w tescie

ELISA.

5.1.14. Elektroforeza preparatywna

Ze wzgledu na obecnos¢ sladowych zanieczyszczen izoformy L-FABP (Ryc. 10, str.
65) uzyskanej zgodnie z opisang wyzej procedura (5.1.1. — 5.1.13) podjgto probe
zastosowania elektroforezy preparatywnej, jako kolejnego etapu oczyszczania w celu
uzyskania biatka o mozliwie najwyzszej homogennosci.

Elektroforez¢ SDS-PAGE przeprowadzono na zelu gradientowym wg pkt. 5.1.12 z ta
roznica, ze do 8 centralnych studzienek naniesiono po 20 pug L-FABP (z pkt. 5.1.13),
natomiast do 2 skrajnych po 20 pg cytochromu c z konskiego serca jako barwnego
wzorca masowego. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono rownolegle na 2 zelach,
co pozwalato na poddanie procedurze preparatyki 320 pg biatka o wysokim stopniu
homogennosci.

Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego z obu zeli wycigto waski pasek o
szerokos$ci prazka odpowiadajacego masowo lokalizacji z6ttego prazka cytochromu
c. Po usunigciu skrajnych $ciezek oba wycigte paski zelu zawieszono w niewielkiej
ilosci buforu: 10 mM Tris, 150 mM KCl, 0,02% NaNs; o pH 8,0 1 dokfadnie
homogenizowano. Nast¢pnie otrzymana zawiesing rozcienczono ww. buforem do
objetosci 50 ml i pozostawiono na noc w temp. 4°C intensywnie mieszajac

mieszadtem magnetycznym.
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Po 12 godz. inkubacji zawiesing wirowano przez 10 min. przy 20 tys. X g.
Supernatant delikatnie zlano znad osadu zelu poliakrylamidowego i1 poddano
ultrafiltracji na sicie o punkcie odciecia 10 kD a nastepnie wirowano w temp. 4°C
przy 1,5 tys. x g przez 30 min. W trakcie ultrafiltracji dwukrotnie wymieniono bufor
na 10 mM Tris o pH 8,0. Uzyskano ok. 100 pl renatantu. St¢zenie biatka w
renatancie zmierzone metoda Bradforda wynositlo 0,3 mg/ml. Catkowita ilo§¢
uzyskanego biatka, ok. 30 pug stanowila zatem ponizej 10% préby wyjsciowej. Ze
wzgledu na maty odzysk zaniechano oczyszczania biatka przy pomocy elektroforezy

preparatywne;j.

5.2.Produkcja poliklonalnych przeciwciat anty-L-FABP

Przeciwciata poliklonalne przeciwko ludzkiemu biatku wiazacemu kwasy tluszczowe
w watrobie otrzymano immunizujac krélika homogennym biatkiem L-FABP z
ludzkiej watroby wyizolowanym zgodnie z opisang powyzej procedura (pkt. 5.1).
Przygotowanie probki biatka do szczepienia krolika.

Do szczepienia stosowano emulsj¢ probki biatka rozcienczong w jalowym PBS pH
7,4 z komercyjnym adjuwantem Freunda kompletnym badz niekompletnym. Emulsje
sporzadzano mieszajac probke bialka z oleistym adjuwantem Freunda w stosunku
objetosciowym 1 : 1 w wyjatowionej probéwce Eppendorf. Do wytworzenia
jednorodnej emulsji wykorzystano jednorazowa, jatowa strzykawke o obj. 2 ml oraz
jalowa igle o $r. 0,7 mm. Zawarto§¢ pobierano do strzykawki a nastgpnie
wstrzykiwano z powrotem do probowki. Po 50-krotnym powtdrzeniu tej operacji

uzyskiwano jednorodng emulsje¢, ktéra podawano krolikowi.

5.2.1. Pobranie surowicy ,,zerowej”’ (kontrola negatywna)

Tuz przed szczepieniem pobrano z zyly brzeznej ucha krélika ok. 10 ml krwi.
Uzyskana z tej probki surowica byta stosowana jako kontrola negatywna, tj.
niezawierajaca specyficznych przeciwcial przeciwko biatku wiazacemu kwasy

tluszczowe z watroby ludzkie;j.
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5.2.2. Pierwsza dawka antygenu (dzien 0.)

Pierwsza dawke antygenu przygotowano w postaci 2 ml emulsji 2 mg homogennego
biatka L-FABP w roztworze PBS z kompletnym adjuwantem Freunda w stosunku

objetosciowym 1 : 1. Emulsje podano krélikowi podskoérnie w okolicy karku.

5.2.3. Pierwsza dawka przypominajaca (dzien 28.)

Pierwsza dawkeg przypominajaca antygenu przygotowano w postaci 2 ml emulsji 1
mg homogennego biatka L-FABP w roztworze PBS z niekompletnym adjuwantem
Freunda w stosunku objetosciowym 1 : 1. Emulsj¢ podano krélikowi podskérnie w

okolicy karku.

5.2.4. Druga dawka przypominajaca (dzien 56.)

Druga dawke przypominajaca antygenu przygotowano 1 podano analogicznie jak

pierwsza dawke przypominajaca (patrz pkt. 5.2.3).

5.2.5. Skrwawienie krolika (dzien 70.)

Cykl szczepien zakonczono pobierajac 20 ml krwi z zyly brzeznej ucha krélika.
Krew pobrana od krélika pozostawiano na 1 h w probéwce typu Corning (25 ml) w
temp. pokojowej. Nastgpnie krew przetrzymywano przez 12 h w temp. 4°C. W
kolejnym etapie probowke ze skrzepta krwia wirowano przy 1,5 tys. x g przez 15
min. w temp. 4°C. Ostroznie zbierano supernatant, ktéry zawierat surowice krélika.
Surowicg¢ podzielono na porcje po 1 ml i zabezpieczono w probéwkach Eppendorf w
temp. (-20°C). Skrécony protokot szczepienia 1 pobierania krwi przedstawiono w
tabeli 2.

Tabela 2. Skrécony protokét immunizacji krélika.

Dzien Procedura Dawka na krélika
0 Pobranie surowicy "zerowej". |2 mg L-FABP w 2 ml emulsji z
Pierwsza dawka antygenu kompletnym adjuwantem Freunda
Pierwsza dawka 1 mg antygenu w 2 ml emulsji z
28 . . .
przypominajaca niekompletnym adjuwantem Freunda

1 mg antygenu w 2 ml emulsji z

Rl D u&# dawka przypominajaca niekompletnym adjuwantem Freunda

70 | Skrwawienie krolika pobrano ok. 20 ml krwi
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5.2.6. Inmunodetekcja specyficznych przeciwciat anty-L-FABP
metoda dot-blotting

Przeprowadzono immunodetekcj¢ specyficznych przeciwcial anty-L-FABP w
surowicy pobranej od krélika przed i po immunizacji. Doswiadczenie miato wykazac
czy po cyklu szczepien w surowicy krélika pojawity si¢ przeciwciata przeciwko
biatku wigzacemu kwasy ttuszczowe z watroby ludzkiej.

Przygotowano roztwor biatka L-FABP w PBS o st¢zeniu 1 mg/ml. Na 2 suche paski
Immobilonu P naniesiono po 1 ul roztworu. Odczekano 0,5 h, az membrana
wyschnie 1 zwiaze naniesione bialko. Nastgpnie obie membrany zanurzono w
buforze blokujacym zawierajacym 5% roztwér odttuszczonego mleka w PBS i
inkubowano przez 1 h na kolysce elektrycznej w temp. pokojowej w celu
wyblokowania potencjalnych miejsc wiazacych biatka na membranie. W kolejnym
etapie kazda z membran inkubowano z surowica krélicza rozcienczona buforem
blokujacym w stosunku 1: 100 mieszajac na kotlysce elektrycznej w temp.
pokojowej. Membrang oznaczonag litera ,,A” inkubowano z surowica zerowa pobranga
od krolika przed immunizacja a membrang ,,B” z surowica krélika po immunizacji.
Obie membrany przeptukano inkubujac je 3-krotnie przez 15 min. w roztworze PBS,
fagodnie mieszajac na kotysce. Dalej kazda z membran zanurzono w roztworze
komercyjnych przeciwcial (sprzezonych kowalencyjnie z bydlgca fosfataza
alkaliczng) specyficznych wzgledem kroéliczych IgG, rozcienczonych buforem
blokujacym w stosunku 1: 3 tys. 1 inkubowano przez 1 h delikatnie mieszajac. Obie
membrany przeptukano nastgpnie inkubujac je 2-krotnie przez 15 min. z roztworem
PBS, tagodnie mieszajac na kotysce. Do ostatniego ptukania uzyto wody podwojnie
destylowanej, aby wyptuka¢ fosforan nieorganiczny, ktory jest inhibitorem fosfatazy
alkalicznej — enzymu katalizujacego w kolejnym etapie detekcji reakcjg, ktorej
produktem jest barwny osad formazanu.

Roztwoér substratow dla fosfatazy alkalicznej przygotowano zgodnie z procedura
opisana w podrozdziale pt. ,,Odczynniki” (pkt. 4.1.1 rozdziatu ,,Materiaty i metody”).
Kazda z membran zanurzono w naczyniu z roztworem substratow dla AP. Naczynie
zaslonigto przed doptywem $wiatta. Obserwowano czy na membranie pojawia si¢
niebieski osad w ksztalcie mniej lub bardziej regularnych koét. Jesli po 30 min.
inkubacji z enzymem osad si¢ nie pojawil, wynik immunodetekcji uznawano za

negatywny, co oznaczalo, ze w surowicy nie ma przeciwcial specyficznych
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wzgledem ludzkiego L-FABP. Reakcj¢ przerywano przeptukujac membrang 3-
krotnie woda destylowang, a po wysuszeniu skanowano i zapisywano obraz w formie

elektronicznej (Ryc. 11 A, B, str. 66).

5.2.7. lzolacja immunoglobulin IgG z surowicy kroélika

Z prébki surowicy immunizowanego krélika, w ktoérej potwierdzono obecnosc
przeciwcial  anty-L-FABP  metoda  dot-blotting, = wyizolowano  frakcje
immunoglobulin IgG. Izolacja kroliczych immunoglobulin miata na celu
opracowanie czulej metody pomiaru st¢zenia L-FABP w plynach ustrojowych i
wyeliminowanie potencjalnych, niespecyficznych interferencji w uktadzie
pomiarowym ze strony innych bialek obecnych w surowicy krélika. Izolacje
immunoglobulin  przeprowadzono metoda chromatografii =~ powinowactwa
wykorzystujac zjawisko specyficznej immunoadsorpcji kréliczych immunoglobulin
IgG z biatkiem A [158].

Kolumng chromatograficzng o wymiarach 0,5 x 2 cm wypelniono 1 ml zloza o
wlasciwosciach sita molekularnego (Sepharose CL-4B firmy Pharmacia) z niskim
punktem odcigcia, sprzgzonego kowalencyjnie z biatkiem A. Objetos¢ 1 ml zelu
,biatko A—Sepharose CL-4B” wigze 10-20 mg czystych immunoglobulin IgG.
Kolumng zréwnowazono 10 ml buforu: 100 mM Tris pH 8,0. Do 1 ml surowicy
kréliczej dodano 0,1 ml buforu: 1 M Tris pH 8,0. Buforowany roztwor surowicy
naniesiono na kolumn¢ powinowactwa. Nastepnie kolumn¢ przeptukano 10 ml
buforu: 100 mM Tris pH 8,0 i 10 ml buforu: 10 mM Tris pH 8,0. W kolejnym etapie
eluowano immunoglobuliny zwigzane z kolumng przy pomocy kwasnego roztworu
glicyny: 100 mM glicyna pH 3,0. Frakcje o objgtosci 0,5 ml zbierano do probéwek
Eppendorf zawierajacych 50 ul buforu: 1 M Tris pH 8,0. 10 pierwszych frakcji
zebrano do jednego naczynia i poddano ultrafiltracji na sicie z punktem odcigcia
rownym 30 kD, w celu wymiany buforu na PBS i jednoczesnego zaggszczenia
probki kréliczych IgG. Stezenie immunoglobulin okreslono fotometrycznie mierzac
absorbancjg¢ probki przy dtugosci fali A=280 nm wzgledem buforu glicynowego jako
proby slepej. W obliczeniach uwzgledniono warto$¢ wspotczynnika ggstosci
optycznej dla IgG, ktéra wynosi 1,33 dla roztworu IgG o stgzeniu 1 mg/ml [158].7Z

1 ml surowicy krélika otrzymano ok. 5 mg czystych immunoglobulin IgG. Prébke
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IgG o stezeniu 3,6 mg/ml rozporcjowano do probéwek Eppendorf po 50 ul i

przechowywano w temp. (-20°C).

5.2.8. Kontrola specyficznosci otrzymanych immunoglobulin
anty-L-FABP

Przed zastosowaniem immunoglobulin anty-L-FABP do iloSciowego oznaczania L-
FABP w materiale biologicznym, sprawdzono specyficzno$¢ przeciwcial wzgledem
L-FABP. Zasadniczym zalozeniem doswiadczenia byto wykluczenie ewentualnych
reakcji krzyzowych przeciwciat anty-L-FABP z innymi biatkami ekstraktu watroby
ludzkiej. W tym celu zastosowano metod¢ z wyboru, czyli Western-blotting.

Ekstrakt watroby ludzkiej przygotowano zgodnie z opisana wczesniej procedura —
pkt. 5.1.1 — 5.1.2. Zmierzono st¢zenie bialka w otrzymanym ekstrakcie metoda
Bradforda [155], a nastgpnie rozcienczono ekstrakt woda destylowana uzyskujac
stgzenie biatka w prébie rowne 1 mg/ml. Tak przygotowana préobke ekstraktu
podzielono na 8 czgsci 1 ponumerowano od 2 do 9. Do prébek o numerach od 3 do 9
dodano wyizolowane z watroby ludzkiej homogenne biatko L-FABP, tak by st¢zenie
dodanego L-FABP (nie liczac stgzenia natywnego L-FABP obecnego w ekstrakcie)
wynosito odpowiednio: 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1pg/ml, 10 pg/ml, 100 pug/ml, 1 mg/ml,
10 mg/ml. Jako kontrolg¢ negatywna zastosowano probke konskiego cytochromu ¢ w
stgzeniu 5 mg/ml. Do 10 ul kazdej z prébek dodano 10 pl buforu lizujacego (Laemli
Buffer) i poddano je denaturacji termicznej zgodnie z pkt. 5.1.12.

Prébki naniesiono na kolejne Sciezki zelu gradientowego 8-18% przygotowanego wg
opisanej wyzej procedury (patrz pkt. 5.1.12). Na skrajne Sciezki zelu (1. 1 10.)
naniesiono po 20 pl probki z cytochromem c. Na kolejne Sciezki zelu (od 2. do 9.)
naniesiono probki oznaczone numerami odpowiednio od 2 do 9, jak opisano
powyzej. Elektroforez¢ w warunkach denaturujacych przeprowadzono wg opisu w
pkt. 5.1.12. Elektroforez¢ przeprowadzono na dwo6ch blizniaczych Zelach
gradientowych, z ktérych jeden wybarwiono na obecnos¢ biatka metoda Coomassie
(zgodnie z pkt. 5.1.12), a drugi wykorzystano do transferu rozdzielonych frakcji
biatkowych na membrang Immobilon P (Ryc. 12 A i B, str. 67).

Przeprowadzono tzw. transfer mokry biatka z zelu na membrang. Metoda polega na
umieszczeniu zelu z rozdzielonymi elektroforetycznie probkami biatka oraz

odpowiednio przygotowanej membrany w zbiorniku wypelnionym specjalnym
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buforem elektrodowym (stad nazwa ,,mokry”), w taki sposéb, ze kierunek linii sit
pola elektrostatycznego jest prostopadty do plaszczyzny zelu i przylegajacej do niego
membrany, przy czym zwrot linii sit pola elektrostatycznego jest skierowany od
membrany do zelu. W warunkach tak zdefiniowanego pola elektrostatycznego
czasteczki  zdenaturowanych bialek, optaszczone ujemnie natadowanymi
czasteczkami SDS przemieszczaja si¢ z zelu na membrang Immobilon P, w
strukturze ktorej zostaja uwigzione.
Przygotowanie zelu i membrany do transferu.
Zel wyijeto z aparatu do elektroforezy i przeptukano 3-krotnie woda destylowana.
Wycigto pasek membrany Immobilon P o wymiarach zelu (8 x 10 cm). Czynnos¢ te
wykonywano w rekawicach uwazajac zeby nie zatlusci¢ powierzchni membrany. Z
tego powodu wszelkie operacje manualne zwigzane z przemieszczeniem membrany
wykonywano przy pomocy specjalnej pgsety chwytajac membrang delikatnie za
jeden z brzegéw. Membrang zanurzono na 1 minut¢ w naczyniu wypetnionym
metanolem. Nastgpnie przeplukano ja kilkakrotnie woda destylowana. Do ztozenia
,kanapki” z zelu i membrany wykorzystano réwniez 6 paskéw bibuty filtracyjnej o
wymiarach nieco wigkszych od wymiaréw zelu, ktére rozmieszczono po 3 z kazdej
strony ,,kanapki”. Do plastykowej kuwety wlano bufor do transferu przygotowany
zgodnie z opisang procedura (pkt. 4.1.2). Modut aparatu do formowania kanapki
zanurzono w kuwecie z buforem i umieszczono kolejno 3 warstwy bibuly, membrang
Immobilon P, zel poliakrylamidowy i ponownie 3 warstwy bibuty. Nastgpnie
walcowano ,kanapk¢” przy pomocy bagietki szklanej, aby usunaé ewentualne
pecherze powietrza zgromadzone pomigdzy warstwami ,kanapki”. Tak
przygotowana ,kanapkg¢” umieszczono w zbiorniku aparatu do transferu
wypelnionym buforem do transferu (pkt. 4.1.2). Nastepnie do elektrod aparatu
podiaczono napigcie pradu stalego o wartosci 20 V w taki sposéb, ze biegun dodatni
znalazt si¢ po stronie membrany a ujemny po stronie zelu. Transfer prowadzono
przez 14 h.
Immunodetekcja.

Po zakonczeniu transferu membran¢ usunig¢to z ,kanapki”’, umieszczono w
plastykowej kuwecie 1 przeptukano 3-krotnie roztworem PBS. Nast¢pnie membrang
zanurzono w buforze blokujacym zawierajacym 5% roztwor odttuszczonego mleka
w PBS i inkubowano przez 1 h na kotysce elektrycznej w temp. pokojowej w celu

wyblokowania potencjalnych miejsc wiazacych biatka na membranie. W kolejnym
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etapie membrang inkubowano z 10 ml roztworu oczyszczonych kréliczych
immunoglobulin IgG rozcienczonych buforem blokujacym do st¢zenia IgG ré6wnego
50 pg/ml mieszajac nieustannie na kotysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 1h.
Dalej membrang przeptukano inkubujac ja 3-krotnie przez 15 min. w 200 ml
roztworu PBS, fagodnie mieszajac na kotysce. Nastgpnie membrang zanurzono w
roztworze komercyjnych przeciwciat (sprzgzonych kowalencyjnie z bydleca
fosfataza alkaliczna) specyficznych wzgledem kréliczych przeciwcial 1gG,
rozcienczonych buforem blokujacym w stosunku 1 : 3 tys. i1 inkubowano przez 1 h
delikatnie mieszajac. Membrang przeptukano nastgpnie inkubujac ja 2-krotnie przez
15 min. w roztworze PBS, fagodnie mieszajac na kotysce. Do ostatniego plukania
uzyto wody podwdjnie destylowanej, aby wyptuka¢ fosforan nieorganiczny, ktéry
jest inhibitorem fosfatazy alkalicznej — enzymu katalizujacego w kolejnym etapie
detekcji reakcjg, ktorej produktem jest barwny osad formazanu.

Roztwoér substratow dla fosfatazy alkalicznej przygotowano zgodnie z procedura
opisana w podrozdziale pt. ,,Odczynniki” (pkt. 4.1.1 rozdziatu ,,Materiaty i metody”).
Membrang zanurzono w naczyniu z roztworem substratow dla AP. Naczynie
ostonigto przed dostgpem $wiatta. Obserwowano czy na membranie pojawia si¢
niebieski osad w ksztalcie prazka. Jesli po kilku minutach inkubacji wysycenie
prazkéw byto dostatecznie wyrazne, przerywano reakcj¢ przeptukujac membrang 3-
krotnie woda destylowana. Po wysuszeniu membrang skanowano a zapis
elektroniczny obrazu membrany zabezpieczono do analizy (Ryc. 12 B, str. 67).

Kontrola negatywna.

Western-blotting przeprowadzono ponownie w sposéb opisany powyzej uzywajac
jako I przeciwcial w procesie immunodetekcji, roztworu ,,zerowej” (kontrolnej)
surowicy krélika pobranej przed immunizacja biatkiem L-FABP, rozcienczonej w

buforze blokujacym w stosunku 1 : 100.

5.2.9. Kontrola czutosci otrzymanych immunoglobulin anty-L-
FABP

Sprawdzenie czutosci poliklonalnych immunoglobulin kréliczych IgG anty-L-FABP
przeprowadzono oznaczajac stgzenie wyizolowanego antygenu L-FABP w roztworze

wodnym metoda posredniego testu ELISA.
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Posredni test ELISA jest metoda z wyboru do ilosciowego okreslenia zawarto$ci
antygenu w probce o stosunkowo duzej czystosci [159]. Polega on na
wytapetowaniu studzienek na ptytce polistyrenowej antygenem biatkowym. W
kolejnych etapach testu nanosi si¢ do studzienek tzw. I przeciwciata skierowane
przeciwko badanemu antygenowi a nast¢pnie po uprzednim wyptukaniu studzienek,
nanosi si¢ do nich przeciwciata tzw. Il sprzgzone z enzymem a specyficzne
wzgledem przeciwcial I-szych. Po dokltadnym wyptukaniu plytki ELISA, enzym
detekcyjny bedzie obecny jedynie w tych studzienkach, w ktérych znajduje sig
badany antygen w stezeniu mieszczacym si¢ w zakresie czuto$ci metody, co zalezy
m.in. od czutosci I-szych przeciwcial. Homogenna prébka antygenu utatwia
rOwnomierne wytapetowanie studzienek, eliminujac problem kompetycji réznych
antygendw o miejsca wiazania z polistyrenem, co zapewnia logarytmiczng zalezno$¢
OD od stezenia antygenu w prébce.

Do przeprowadzenia testu wykorzystano homogenna probke wyizolowanego z
ludzkiej watroby biatka wiazacego kwasy ttuszczowe L-FABP. Do wszystkich 96
studzienek na pltytce Maxisorp (ptytki ELISA o wzmozonym powinowactwie firmy
Nunc), naniesiono 50 pl buforu weglanowego o pH 9,6 przygotowanego wg przepisu
podanego w pkt. 4.1.3. Przygotowano prébke antygenu L-FABP rozcienczona w
buforze weglanowym do stgzenia 2,56 pg/ml. Przy pomocy 8-kanalowej pipety
automatycznej naniesiono 50 pl roztworu L-FABP do pierwszej kolumny studzienek
oznaczonej cyfra ,,1” i doktadnie wymieszano 8-krotnie napelniajac i oprdzniajac
koncowki pipety. Uzyskano w ten sposéb w 1-szej kolumnie studzienek 100 ul
roztworu L-FABP o st¢zeniu 1,28 pg/ml. Nastgpnie z kazdej z tych studzienek
pobrano po 50 pl roztworu L-FABP i przeniesiono tg¢ objetos¢ do studzienek
kolumny nr 2, doktadnie mieszajac jak opisano wyzej. Czynnos$¢ t¢ powtdrzono
jeszcze 10-krotnie, z tym, ze 50 pl pobranych z kazdej studzienki kolumny nr 11 nie
przeniesiono juz do kolumny 12-tej. Uzyskano w ten sposéb seryjne rozcienczenie
L-FABP od 1,28 pg/ml w kolumnie 1-szej do 1,25 ng/ml w kolumnie 11. Studzienki
kolumny 12. stanowity kontrol¢ negatywna. Wysokie pH buforu weglanowego
sprawia, ze wigkszos¢ biatek rozpuszczonych w tym Srodowisku staje si¢ anionami
co ufatwia kontakt z dodatnio natadowanym polistyrenem tworzacym S$ciany
studzienek. Nalezy jednak podkresli¢, ze decydujaca rol¢ w zwiazaniu biatka z

ptytka ELISA odgrywaja wiazania hydrofobowe. Plytke umieszczono na specjalnym
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mieszadle elektrycznym wprawiajacym ptytke w ruch obrotowy z predkoscia 200
obr./min 1 inkubowano przez lh w temp. pokojowej. Intensywne mieszanie
zawartosci studzienek ma na celu ulatwienie kontaktu czasteczek ze $ciankami
studzienek, co znacznie skraca czas konieczny na kompletne wysycenie miejsc
polistyrenu wiazacych biatko. Nastgpnie wszystkie studzienki na ptytce wyptukano
3-krotnie oprézniajac zawarto$¢ kazdej z nich a potem napetniajac 200 pl buforu do
ptukania ptytki (pkt. 4.1.4). Czas nasaczania (obecno$ci roztworu ptuczacego w
studzience w jednym cyklu mycia) tzw. soaking time wynosit 5 sek. Operacj¢ t¢
wykonywano przy uzyciu automatycznej ptuczki do ptytek ELISA.
W kolejnym etapie do kazdej z opréznionych studzienek ptytki ELISA dodano 100
ul buforu blokujacego (pkt. 4.1.5) w celu wyblokowania wolnych miejsc polistyrenu
wiazacych biatko. Inkubacj¢ plytki przeprowadzono na mieszadle elektrycznym
przez 1h w temp. pokojowe;.
Po zakonczonej inkubacji ptytke¢ wyplukano zgodnie z wyzej opisang procedurg. Do
oproznionych studzienek dodano nastgpnie po 50 wl immunoglobulin I1gG anty-L-
FABP rozcienczonych w buforze blokujacym do stgzenia 5 upg/ml. Plytkg
inkubowano na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowe;.

Wykonano kolejne ptukanie ptytki jak opisano wyze;j.
Do kazdej z opréznionych studzienek ptytki ELISA dodano po 50 pl roztworu
komercyjnych 1II  przeciwciat (kozich immunoglobulin anty-krdlicze-IgG,
sprzezonych z jelitowa izoforma bydlecej fosfatazy alkalicznej), rozcienczonych w
buforze blokujacym w stosunku 1 : 2 tys. Ptytk¢ inkubowano ponownie na mieszadle
elektrycznym przez 1h w temp. pokojowe;j.
Po zakonczeniu inkubacji ptytke przeptukano 2-krotnie buforem do ptukania ptytki
(pkt. 4.1.4), natomiast do trzeciego plukania uzyto wody podwdjnie destylowanej,
aby wyptuka¢ nadmiar fosforanu, ktory jest inhibitorem alkalicznej fosfatazy.
Detekcje¢ przeprowadzono dodajac do wszystkich studzienek po 50 pl buforu z
substratem dla AP (pkt. 4.1.6), ktéry pod wplywem aktywnosci enzymatycznej
alkalicznej fosfatazy przeksztalca si¢ w rozpuszczalny w wodzie barwny produkt. Po
15 min. inkubacji ptytki w temp. pokojowej w miejscu pozbawionym dostgpu Swiatta
odczytano fotometrycznie warto§¢ OD przy di. fali A=405 nm dla kazdej ze
studzienek przy pomocy specjalnego czytnika. Wyniki usredniono i sporzadzono

wykres pétlogarytmiczny zalezno$ci OD od stgzenia antygenu, tj. L-FABP, ktérym
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pokryto studzienki na ptytce ELISA. Za granic¢ czulo$ci metody przyjgto
najmniejsze st¢zenie L-FABP, dla ktérego zmierzona wartos¢ OD plasuje si¢ na

liniowym odcinku krzywej 1 rézni sig istotnie od zmierzonego tla.

5.3.llosciowe oznaczanie L-FABP w materiale biologicznym metoda
kompetycyjnego testu ELISA

Kompetycyjny test ELISA (w uktadzie blokujacym) do ilosciowego oznaczania L-
FABP w ludzkim materiale biologicznym zaprojektowano w nastgpujacy sposob.
Najpierw inkubowano probk¢ badana z roztworem immunoglobulin IgG anty-L-
FABP, w celu wyblokowania przeciwcial czasteczkami natywnego L-FABP
obecnego w prébie badanej. Nastgpnie do studzienek wytapetowanych wysycajacym
roztworem L-FABP, naniesiono inkubowana wczes$niej mieszaning ztozona z probki
badanej i roztworu oczyszczonych immunoglobulin IgG anty-L-FABP. W trakcie
krétkiej inkubacji wiazanie immunoglobulin anty-L-FABP z antygenem
oplaszczajacym studzienke byto tym mniejsze, im wigksza byla ilos¢ natywnego L-
FABP w probie badanej, ktore specyficznie zablokowalo miejsca wiazace
immunoglobulin w trakcie fazy blokujacej testu. Po standardowym wyptukaniu
ptytki, inkubacji z II przeciwciatami anty-krélicze-IgG sprz¢zonymi z AP i
przeprowadzeniu reakcji barwnej, zmierzona w 405 nm ggstos¢ optyczna roztworu
byla odwrotnie proporcjonalna do ilosci L-FABP w probie badanej. Precyzyjne
okreslenie stezenia L-FABP w badanej prébie bylo mozliwe poprzez poréwnanie
odczytanej wartosci OD z krzywa wzorcowa, sporzadzona w oparciu o seryjne
rozcienczenia oczyszczonego L-FABP o znanym stgzeniu.

Pogladowy schemat kompetycyjnego testu ELISA z faza blokujaca przedstawiono na
ponizszej rycinie (Ryc. 3, str. 52).
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a. brak L-FABP w prébce

b. L-FABP obecne w prébce

o \‘? PAN
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1 2 3

przeciwcialo krélicze

Q@ albumina .< anty-L-FABP
& L-FABP
przeciwcialo kozie
. ) anty-krélicze-IgG
sprzgzone z AP

@ biatko ré6zne od L-FABP

Ryc. 3. Pogladowy schemat kompetycyjnego testu ELISA z faza blokujaca.
Wyrézniono 3 charakterystyczne etapy testu: 1 — blokowanie przeciwciat anty-L-
FABP antygenami zawartymi w prébce badanej na ptytce oplaszczonej albuming
(oznaczonej w tekscie jako ,,B”), 2 — transfer mieszaniny z etapu 1. na ptytke
optaszczona wyizolowanym L-FABP (oznaczona w tekScie jako ,M”), 3 —
plukanie z nastgpowa faza detekcji wtérnymi przeciwciatami anty-krélicze 1gG

sprzgzonymi z fosfataza alkaliczna (AP). Jesli w probie badanej nie ma L-FABP
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na plytce ,,M” pojawia si¢ intensywne zabarwienie (Ryc. 3a), jesli L-FABP jest
obecne — koloru brak (Ryc. 3b).

Szczegbtowy opis procedury doswiadczalne;.
Kazdy kompetycyjny test ELISA przeprowadzano przy uzyciu 2 ptytek Maxisorp
(ptytki ELISA firmy Nunc - o wzmozonym powinowactwie do biatka), z ktorych
jedna okre$lona roboczo mianem pomiarowej oznaczano litera ,,M” od ang.
(measure), a druga uzywana do rozcienczania préb badanych i mieszania z
przeciwcialami w fazie blokujacej testu, oznaczano litera ,,B” (od ang. block) i
okreslano roboczo mianem ptytki blokujacej.

Przygotowanie ptytki pomiarowej ,,M”.

Do wszystkich 96 studzienek plytki pomiarowej naniesiono po 50 ul roztworu
oczyszczonego L-FABP w buforze wgglanowym o pH 9,6 (pkt. 4.1.3) w stezeniu 5
pg/ml, ktére jak wykazano wczesniej jest stgzeniem wysycajacym wszystkie miejsca
ptytki polistyrenowej wigzace biatko (pkt. 5.2.9).
Ptytke ,,M” umieszczono na specjalnym mieszadle elektrycznym wprawiajacym
ptytke w ruch obrotowy z predkoscia 200 obr./min i inkubowano przez 1h w temp.
pokojowej. Intensywne mieszanie zawartosci studzienek ma na celu ulatwienie
kontaktu czasteczek ze §ciankami studzienek, co znacznie skraca czas konieczny na
kompletne wysycenie miejsc polistyrenu wiazacych biatko. Nastgpnie wszystkie
studzienki na ptytce ,,M” wyptukano 3-krotnie oprézniajac zawartos¢ kazdej z nich a
potem napetniajac 200 pl buforu do ptukania ptytki (pkt. 4.1.4). Czas nasaczania
(obecnosci roztworu ptuczacego w studzience w jednym cyklu mycia) tzw. soaking
time wynosit 5 sek. Operacj¢ t¢ wykonywano przy uzyciu automatycznej ptuczki do
ptytek ELISA.
W kolejnym etapie do kazdej z opréznionych studzienek pomiarowej ptytki ELISA
dodano 100 pl buforu blokujacego (pkt. 4.1.5) aby wyblokowa¢ ewentualne
pozostate miejsca polistyrenu wigzace biatko. Inkubacje ptytki ,,M” przeprowadzono
na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowe;.
Po zakonczonej inkubacji plytke ,,M” wyptukano zgodnie z wyzej opisana

procedura.
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Przygotowanie ptytki ,,B”.
Do wszystkich 96 studzienek ptytki blokujacej ,,B” naniesiono po 200 pl buforu
blokujacego (pkt. 4.1.5) aby wysyci¢ wszystkie miejsca polistyrenu wigzace biatko,
czyli innymi stowy, pozbawi¢ ptytke ELISA ,,B” jakiejkolwiek zdolnosci wigzania
biatka.

Krzywa kalibracyjna.
Azeby zapewni¢ wigksza kontrol¢ powtarzalno$ci pomiaru, kazdorazowo
sporzadzano 2 krzywe kalibracyjne, dla ktérych rezerwowano 2 ,,gérne” poziome
rzedy studzienek ptytki ELISA ,,B”, opisane standardowo literami ,,A” i ,,B”. W obu
rzgdach: ,,A” i ,B”, skfadajacych si¢ z 12-tu studzienek sporzadzano seryjne
rozcienczenia oczyszczonego L-FABP w buforze blokujacym (pkt. 4.1.5) zaczynajac
od stezenia 2,5 ug/ml w kolumnie nr 1, az do okoto 2 ng/ml w kolumnie nr 11.
Objetos¢ naniesionego do kazdej ze studzienek roztworu wynosita 50 pl. Do
ostatniej studzienki w rzedzie ,,A” oraz w rzedzie ,,B” (o numerze kolumny réwnym
12) ptytki blokujacej ELISA naniesiono 50 ul buforu blokujacego bez L-FABP
(kontrola negatywna).

Przygotowanie probek badanych.
Do pozostatych rzedéw studzienek (tj. z wyjatkiem 2 ,,gérnych” rzedéw opisanych
literami ,,A” oraz ,.B”) na ptytce ,,B” nanoszono seryjne rozcienczenia probek
badanych w buforze blokujacym (pkt. 4.1.5), w taki spos6b, ze kazdy rzad
studzienek byl przeznaczony na seryjne rozcienczenie jednej probki. Ostatnie
studzienki w kazdym z rzedow (tj. studzienki w kolumnie nr 12) wypelniano
»czystym” buforem blokujacym. Objgtos¢ roztworu we wszystkich studzienkach
ptytki blokujacej ,,B” wynosita na tym etapie procedury doswiadczalnej 50 pl.

Faza blokujaca kompetycyjnego testu ELISA.
Do kazdej z 96 studzienek blokujacej ptytki ,,B” dodano po 50 ul roztworu
immunoglobulin IgG anty-L-FABP w buforze blokujacym o st¢zeniu 1 pug/ml. A
zatem w kazdej ze studzienek ptytki B znajdowato si¢ teraz po 100 pl roztworu
immunoglobulin IgG anty-L-FABP o st¢zeniu 0,5 pg/ml, rozcienczonych réznymi
probkami zaréwno badanymi, jak i ,,wzorcowymi” o rozmaitej zawartosci biatka L-
FABP. Ptytke ,,B” inkubowano nast¢pnie nieustannie mieszajac na mieszadle
elektrycznym (200 obr./min) przez 1 h w temp. pokojowej. Na tym etapie testu L-

FABP obecne w niektdrych probkach wigzato si¢ specyficznie z immunoglobulinami
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IgG anty-L-FABP blokujac tym samym miejsca wiazace czasteczek
immunoglobulin. Stad nazwa tego etapu testu — faza blokujaca.

Faza immunoadsorpcji immunoglobulin IgG.
W kolejnym etapie testu przeniesiono po 50 pl zawartosci kazdej ze studzienek
ptytki ,,B” na ptytkg pomiarowa ,,M”, zachowujac oryginalne koordynaty kazdej
probki, tzn. 50 pl probki Al z ptytki ,,B” przeniesiono do studzienki Al na ptytce
»M”, 50 ul prébki A2 z ptytki ,,B” przeniesiono do studzienki A2 na ptytce ,,M”, itd.
Inkubacj¢ prowadzono przez 30 min. w celu zwigzania nadmiaru niewyblokowanych
immunoglobulin 1gG anty-L-FABP ze S$ciankami studzienek ptytki ,M”
oplaszczonych biatkiem L-FABP. Im wigksza byta zawarto$¢ natywnego L-FABP w
probie badanej, tym wigcej bylo w mieszaninie komplekséw antygen-przeciwcialo a
tym samym, mniej wolnych immunoglobulin wigzato si¢ ze studzienka na ptytce
»M”.

Faza detekcji.
Wykonano kolejne ptukanie ptytki ,M” jak opisano wyzej (patrz podrozdziat pt.
,Przygotowanie ptytki pomiarowej M” pkt. 5.3).
Do kazdej z opréznionych studzienek ptytki ELISA dodano po 50 pl roztworu
komercyjnych II  przeciwciat (kozich immunoglobulin anty-krdlicze-IgG,
sprzg¢zonych z jelitowa izoforma bydlgcej fosfatazy alkalicznej), rozcienczonych w
buforze blokujacym w stosunku 1 : 2 tys. Plytk¢ pomiarowa ,,M” inkubowano
ponownie na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowe;.
Po zakonczeniu inkubacji ptytke przeptukano 2-krotnie buforem do ptukania ptytki
(pkt. 4.1.4), natomiast do trzeciego plukania uzyto wody podwdjnie destylowanej,
aby wyptuka¢ nadmiar fosforanu, ktéry jest inhibitorem alkalicznej fosfatazy.
Detekcje¢ przeprowadzono dodajac do wszystkich studzienek po 50 ul buforu z
substratem dla AP (pkt. 4.1.6), ktéry pod wplywem alkalicznej fosfatazy
przeksztalca si¢ w rozpuszczalny w wodzie barwny produkt. Po 15-minutowe;j
inkubacji ptytki w temp. pokojowej w miejscu pozbawionym dostgpu Swiatla
odczytano fotometrycznie warto§¢ OD przy di. fali A=405 nm dla kazdej ze
studzienek przy pomocy fotometru do mikroptytek (BioRad Microplate Reader,
Model 3550-UV). Na podstawie odczytanych absorbancji sporzadzono wykres
potlogarytmiczny zaleznosci OD od st¢zenia antygenu w probkach ,,wzorcowych” 1

probkach badanych. Ze wzgledu na charakter kompetycyjnego testu ELISA
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uzyskano odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ OD od stezenia antygenu w prébie
(korelacja ujemna).
Krzywa wzorcowa sporzadzano kazdorazowo na podstawie Srednich absorbancji
odczytanych dla kazdego punktu pomiarowego z rzedu ,,A” i ,,B”. Wiasciwa krzywa
kalibracyjna stanowita linia regresji wykreslona dla $rednich absorbancji stgzen
wzorcowych L-FABP.
Stezenie natywnego L-FABP w probce badanej okreslono poprzez pordwnanie
wartosci OD odczytanej z krzywej regresji rozcienczen seryjnych probki z wartoscia
stgzenia L-FABP odczytanego z punktu krzywej kalibracyjnej o tej samej warto$ci
OD i przemnozenie odczytanego stezenia przez krotnos¢ rozcienczenia probki.
Analiza wynikow.
Wartosci stgzenia L-FABP zmierzone materiale biologicznym pochodzacym z
jednorodnej préby usredniono i podano wraz z odchyleniem standardowym.
Rozcienczenia seryjne probek badanych miaty na celu zwigkszenie
prawdopodobienstwa uzyskania optymalnego rozcienczenia probki, dla ktérego
odczytane OD zawieraloby si¢ w przedziale odpowiadajacym prostoliniowemu
odcinkowi krzywej wzorcowej. Ponadto stanowity dodatkowa kontrolg¢ poprawnosci
pomiaru, poniewaz prawidlowo wykonane rozcienczenia seryjne probki tworzytly
potlogarytmiczna zaleznos¢ OD od rozciefczenia, o przebiegu rownolegtym do
krzywej wzorcowej. Analiza przebiegu krzywej rozcienczen dla probki pozwalata na
stosunkowo tatwe wychwycenie przypadkowych bledéw grubych, co byloby
niemozliwe przy ograniczeniu metody do pomiaru absorbancji w punkcie.
Krzywa wzorcowa byla sporzadzana niezaleznie dla kazdego pomiaru w celu

zapewnienia maksymalnej doktadnosci 1 powtarzalnosci metody.

5.4.Model zwierzecy ostrej niewydolnosci watroby indukowanej
galaktozaming

W celu oceny kinetyki uwalniania L-FABP do krwi w przebiegu ostrej
niewydolnosci watroby wykorzystano zwierzgcy model do$wiadczalny ostrej
niewydolnosci watroby indukowanej D-galaktozamina. Z powoddéw oczywistych
tego rodzaju badan nie mozna przeprowadzi¢ na ludziach. Na wykonanie badan na

zwierzgtach uzyskano wymagana zgod¢ Komisji Etyki Badan Naukowych.
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Do do$wiadczenia wykorzystano 49 szczuréw (samcOw), z czego 25 zwierzat
stanowito subpopulacje kontrolna (nietraktowana), ktora wykorzystano do
wyznaczenia ,,normy” fizjologicznej L-FABP w surowicy krwi (przy pomocy
kompetycyjnego testu ELISA), charakteryzujacej badana populacje szczuréw.
Poziom goérnej granicy ,,normy” L-FABP w surowicy szczura wyliczono sumujac
srednia arytmetyczna z populacji 25 nietraktowanych szczuréw kontrolnych 1
podwojona warto$¢ odchylenia standardowego charakteryzujacego t¢ populacjg.
Pozostala grupg 24 zwierzat wykorzystano do wlasciwego doswiadczenia i
podzielono w tym celu na 2 podgrupy: kontrolng — traktowana sola fizjologiczna (8
zwierzat) i grupg szczuréw traktowanych galaktozaming (16 zwierzat). Szczurom
kontrolnym podano dootrzewnowo roztwoér soli fizjologicznej w objgtosci 1ml.
Szczurom traktowanym podano w tym samym czasie roztwor D-galaktozaminy w
soli fizjologicznej, w dawce 1200 mg/kg masy ciata [160,161], co odpowiadato
sredniej dawce 450 mg galaktozaminy na 1 zwierz¢. Nastgpnie w zdefiniowanych
odstgpach czasu, po: 0, 2, 6, 10, 15, 20, 24 1 48 godz. od podania, zwierzg¢ta
znieczulano eterem dietylowym, u$miercano przez dekapitacje i skrwawiano.
Kazdorazowo pobierano krew od 1 szczura kontrolnego i 2 szczuréw traktowanych
galaktozaming. Krew pobrana od kazdego ze szczur6w pozostawiano na 1 h w
probowce typu Corning w temp. pokojowej. Nastgpnie krew przetrzymywano przez
12 h w temp. 4°C. W kolejnym etapie probéwke ze skrzepta krwia wirowano przy
1,5 tys. x g przez 15 min. w temp. 4°C. Ostroznie zbierano supernatant, ktdry
zawieral surowicg szczura. Surowicg zabezpieczono w probowkach Eppendorf w
temp. (-20°C).

W uzyskanych prébkach surowicy krwi oznaczano L-FABP metoda kompetycyjnego
testu ELISA oraz AIAT korzystajac ze standardowej ustugi Centralnego
Laboratorium Klinicznego AMG. Wyniki oznaczeh poziomu L-FABP w surowicy
szczurOw uzyskane w trakcie doSwiadczenia kinetycznego poréwnano z zakresem

ustalonej wczesniej ,,normy” fizjologicznej.
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6. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako warto$ci S$rednie wraz z wartoscia odchylenia
standardowego (SD) lub bigdu standardowego sredniej (SEM). Analiz¢ statystyczna
przy poréwnaniu dwoéch $rednich przeprowadzono stosujac niesparowany test t-
Studenta (jednostronny lub dwustronny), test Cochrane-Coxa (jednostronny lub
dwustronny) oraz test nieparametryczny U Manna-Whitneya. Poréwnanie wielu
srednich arytmetycznych przeprowadzono stosujac test ANOVA jednoczynnikowa z
powtarzanymi  pomiarami.  Weryfikacj¢ = normalno$ci  rozkladu  danych
przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Do weryfikacji hipotezy o jednorodnos$ci
wariancji zastosowano test Levena. Do analizy regresji liniowej zastosowano test
korelacyjny Pearsona, natomiast do analizy regresji nieliniowej test korelacyjny
Spearmana. Za poziom statystycznej istotnosci przyjeto p = 0,05. Obliczenia
statystyczne oraz wykresy wykonano przy pomocy programu Statistica 6.0 firmy
StatSoft, Inc., pakietu biostatystycznego GraphPad Prism 4, firmy GraphPad
Software, Inc. oraz arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel 2000 firmy Microsoft
Corporation wraz z pakietem narzgdzi Analysis Tool Pack, firmy Pearson Software

Consulting, LLC.
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7. Wyniki

7.1.0czyszczanie biatka wiazacego kwasy ttuszczowe z watroby
ludzkiej

7.1.1. Rozdziat denaturowanej termicznie frakcji cytosolu
watroby ludzkiej na kolumnie Sephadex G-50

W wyniku rozdziatu denaturowanej termicznie frakcji cytosolu z watroby ludzkiej na
kolumnie wypelnionej ztozem Sephadex G-50 uzyskano chromatogram
przedstawiony na ryc. 4. Widocznych jest kilka szczytow biatka. Dalszej analizie
poddano frakcje bialek o masie ok. 15 kD wraz z frakcjami sasiadujacymi,

oznaczonymi na rycinie literami od A do E.

Chromatogram rozdzialu cytosolu watrobowego

Mr frak cji

Az na sicie molekularnym Sephadex G50 Ay

27 [ hiatka> 30 kD 21kD Czoho wyptywu | 707
. \ =—{bszar analizy

3 FANE N

) AN

2 [ NN T
15 kD

) /NPT AREEE N

1 02

05 01

N )l BIE
D LELILES LELLELE LU LR BLELILELE IR IR BLLIELE I B LR IR LI LR B ILELELELE IR B L IR LS BN L D

79 84 89 84 99 104 109 114 119 124129 134 139 144 149 154 159 164 168 174179 1584 189

Vr = 1440 ml (objgtos¢ ztoza)
Vs =10 ml (objgtos¢ probki)
Vi =35 ml (objgtos¢ frakcji)
Przeptyw =40 ml/h
Ryc. 4. Chromatogram denaturowanej termicznie frakcji cytosolu watrobowego na

kolumnie ze ztozem Sephadex G-50.
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7.1.2. Analiza elektroforetyczna biatka metoda SDS-PAGE

Aby potwierdzi¢ obecnos¢ biatka wigzacego kwasy tluszczowe we frakcjach
zebranych z kolumny Sephadex G-50 przeprowadzono rozdzial uzyskanych frakcji
chromatograficznych metoda elektroforezy na zelu poliakrylamidowym (Ryc. 5) oraz

test wiazania wolnych kwasoéw ttuszczowych (Ryc. 6).

A B C Wz D E
et
—
—
—
——

-. -i <4+—— 15kD

Frakcje z przedziatu ,,C” poddano
dalszemu oczyszczaniu

Ryc. 5. Analiza elektroforetyczna biatka wyptywajacego z kolumny Sephadex G-50

we frakcjach A — E. Oznaczenia frakcji A — E jak na ryc. 4. Wz — wzorce masowe.

7.1.3. Test wigzania wolnych kwasow ttuszczowych z biatkiem

Biatko wiazace kwasy ttuszczowe z watroby ludzkiej nie posiada aktywnosci
enzymatycznej. Z tego powodu jego detekcja w probie zostala przeprowadzona w
oparciu o test wigzania kwasu palmitynowego znakowanego izotopem '‘*C z
biatkiem. Celem dos$wiadczenia bylo potwierdzenie obecnosci biatka wiazacego
kwasy ttuszczowe w otrzymanych frakcjach A — E (ryc. 4). Wyniki przedstawiono w

formie chromatograméw na ryc. 6.
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Test wigzania ligandu z biatkiem

cpm

700 -

600 A

500 —»— Frakcja A
= Frakcja B

400 == Frakcja C

Frakeja D
300 Frakcja E
- BSA
200 Cyto C
100
012 3 45678810
frakcja z Sephadex G-25

Ryc. 6. Test wiazania znakowanego radioaktywnie palmitynianu z biatkiem.

Oznaczenia frakcji A — E jak naryc. 4.

Zgodnie z oczekiwaniem, sposréd zebranych frakcji A — E najwyzsza zdolnos$¢
wiazania kwasu palmitynowego zaobserwowano dla frakcji biatek o masie ok. 15
kD, oznaczonej litera C (frakcje A — E oznakowano jak na ryc. 4). Frakcjg t¢ po
uprzedniej liofilizacji poddano dalszemu oczyszczaniu na kolumnie ze zlozem

BioGel P-10.

7.1.4. Saczenie molekularne na zelu BioGel P-10

Liofilizat biatka (frakcji C z ryc. 4) poddano chromatografii na ztozu BioGel P-10.

Wyniki rozdziatu przedstawia ryc. 7.
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BioGel P10 - [15 kD

A
03

025 1 —

III‘I kD

Y/ N

X %5 30 35 a0 45 g0 5 Bl
Nr Irakcji

V1 =500 ml (objetos¢ ztoza)
Vs =4 ml (objetos¢ probki)
V¢ =5 ml (objgtos¢ frakcji)
Przeptyw = 40 ml/h

Ryc. 7. Chromatogram saczenia biatka na zelu BioGel-P10.

Frakcje odpowiadajace masie czasteczkowej ok. 15 kD (nr 42-44) zebrano i poddano
ultrafiltracji. W nastgpnym etapie przeprowadzono kontrol¢ homogennosci probki
wykorzystujac technik¢ elektroforezy na gradientowym zelu poliakrylamidowym

(patrz pkt. 7.1.5).

7.1.5. Ocena homogennosci biatka zebranego z kolumny BioGel
P-10 metoda SDS-PAGE na zelu gradientowym

Prébke biatka z pkt. 7.1.4 poddano elektroforetycznej kontroli homogennosci. Dla
poréwnania stopnia oczyszczenia uzyto denaturowanej termicznie frakcji cytosolu
watrobowego a jako kontroli masowej cytochromu c¢ z konskiego serca i
standardowych wzorcow masowych (dla bialek o niskich masach czasteczkowych).
Zastosowano technik¢ elektroforezy na zelu gradientowym, azeby uniknaé efektu
,fozmycia” biatek niskomasowych na zelu. Reprezentatywny elektroforegram

przedstawiono na ryc. 8.
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2 — cytochrom ¢

3 —frakcja bogata w L-FABP

4 — denaturowana termicznie frakcja cytosolu watrobowego

Ryc. 8. Elektroforegram gradientowy frakcji zebranej z kolumny BioGel P-10.

Na podstawie elektroforegramu mozna oszacowac, ze uzyskano wysoki stopien
czystosci bialtka odpowiadajacego masie ok. 15 kD. Wida¢ jedynie sladowe
zanieczyszczenie biatkami o nieco wigkszej masie czasteczkowej. Aby pozby¢ si¢

tych biatlek w nastgpnym etapie oczyszczania zastosowano technik¢ chromatografii

jonowymienne;j.

7.1.6. Chromatografia jonowymienna — Sephadex A-25

Probke biatka z pkt. 7.1.4 (zebrang z kolumny BioGel P-10) poddano dalszemu
oczyszczaniu na zlozu o  wlasciwosciach  wymieniacza  anionowego.

Reprezentatywny chromatogram przedstawiono na ponizszej rycinie (Ryc. 9).
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Chromatogram Sephadex A-25
A 280 nm NaCl [M]
0.5 04
0,45 -+ : -+ 045
0.4 I TO4
0,35 1 - 035
03 1 - 0.3
025 1 - 0,25
0.2 02
0,15 4+ - 0,15
047 - 01
0,05 - 0,05
o 0
1.2 6 7 9 111215 17 19 21 23{25 27120 31 23 36 37 3041 42 45 47 4
24 28 nr frakcji

Ryc. 9. Chromatografia jonowymienna na ztozu DEAE Sephadex A-25. Widoczne 2

szczyty bialka oznaczone odpowiednio kolorem zielonym i czerwonym.

Zebrano po 5 frakcji odpowiadajacych obu szczytom chromatogramu: 19-23 (kolor

zielony) 1 24-28 (kolor czerwony).

7.1.7. Elektroforetyczna analiza frakcji zebranych z kolumny
jonowymiennej Sephadex A-25

Obie frakcje zebrane z kolumny wypetnionej DEAE Sephadex A-25 (pkt. 7.1.6),
oznaczone na ryc. 9 odpowiednio kolorem zielonym i czerwonym, po uprzedniej
ultrafiltracji poddano elektroforetycznej kontroli homogenno$ci na gradientowym
zelu poliakrylamidowym. Na podstawie analizy elektroforegramu (Ryc. 10) wydaje
sig, ze probka ze Sciezki nr 5 (odpowiadajaca frakcji ,,czerwonej” z ryc. 9) zawiera

biatko o stosunkowo wysokim stopniu czystosci w ilosci zapewniajace]
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akceptowalna wydajnos¢ metody izolacji biatka wiazacego kwasy tluszczowe z

watroby ludzkiej, tj. ok. 2mg biatka z 50 g miazszu watroby.

1 2 3 4 5

T -

sladowe

l

zanieczyszczenia

—_—
- - .‘ <4“——15kD

1 — denaturowana termicznie frakcja cytosolu watrobowego

2 - cytochrom c

3 - prébka wyjsciowa naniesiona na wymieniacz anionowy

4,5 - kolejne frakcje zebrane z jonowymieniacza Sephadex A-25:
4 — frakcja ,,zielona” z ryc. 9 (nr 19-23)
5 —frakcja ,,czerwona” z ryc. 9 (nr 24-28)

Ryc. 10. Elektroforegram gradientowy frakcji zebranych z kolumny jonowymienne;.

Do sczepienia kréolika w celu uzyskania specyficznych przeciwciatl anty-L-FABP
uzyto frakcji ,,czerwonej” z ryc. 9 (nr 24-28), przedstawionej na Sciezce nr 5
powyzszego elektroforegramu (Ryc. 10), w ktérej stwierdzono jedynie Sladowe

zanieczyszczenia.

7.1.8. Elektroforeza preparatywna

Prébowano réwniez zastosowac elektroforeze preparatywna w celu pozbycia sig
sladow zanieczyszczen obecnych we frakcji ,,czerwonej” zebranej z wymieniacza
anionowego (Ryc. 9 1 Ryc. 10). Ze wzgledu na niska wydajnos¢ metody (ponizej

10%) oraz potencjalng mozliwos¢ istotnej zmiany wiasciwosci antygenowych biatka
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(destrukcja epitopéw nieliniowych), zaniechano stosowania tej procedury jako

kolejnego etapu oczyszczania biatka L-FABP.

7.2.0trzymywanie specyficznych przeciwciat przeciwko izoformie
watrobowej biatka wigzacego kwasy tluszczowe

7.2.1. Immunodetekcja specyficznych przeciwcial anty-L-FABP
metoda dot-blotting

Skuteczno$¢ immunizacji zweryfikowano technika dot-blotting oceniajac
powinowactwo immunoglobulin obecnych w petnej surowicy krélika wzgledem
immunogenu czyli wyizolowanego L-FABP. Dot-blotting wykonano w uktadzie z
surowica pobrang od krolika immunizowanego biatkiem L-FABP i surowica
»zerowa (kontrola negatywna). Wyniki przedstawiono na ponizszej rycinie (Ryc. 11

A, B).

A B
surowica surowica
,,immunizowana’ ,,Zerowa’
® | OugL-FABP

Ryc. 11. Immunodetekcja specyficznych przeciwcial anty-L-FABP metoda dot-
blotting: A - pozytywny wynik testu z surowica ,.immunizowang”’, B — negatywny

wynik testu z surowica ,,zerowa”.

Zgodnie z oczekiwaniem surowica ,zerowa’ okazatla si¢ immunochemicznie
obojetna wzgledem antygenu L-FABP, natomiast surowica ,,immunizowana”
charakteryzowata si¢ wysokim powinowactwem do L-FABP umozliwiajac detekcje

sladowych ilosci biatka.

W testach ELISA stosowano immunoglobuliny klasy IgG wyizolowane technika
chromatografii powinowactwa z surowicy krélika immunizowanego ludzkim
biatkiem L-FABP (jak opisano w 5.2.7) po uprzednim sprawdzeniu ich

specyficznosci 1 czutosci.
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7.2.2. Kontrola specyficznosci otrzymanych immunoglobulin
anty-L-FABP

Test specyficznosci przeciwcial anty-L-FABP wzgledem ekstraktu watrobowego
przeprowadzono technika Western-blotting, jak opisano w 5.2.8. Uzyskane wyniki

przedstawiono na rycinie ponizej (Ryc. 12).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A — elektroforegram gradientowy ekstraktu watrobowego

B — membrana wybarwiona technika Western-blotting

Sciezki od 3 do 9 zawieraja ekstrakt watrobowy ,,wzbogacony” wyizolowanym
wczesniej biatkiem wiazacym kwasy ttuszczowe z watroby ludzkiej, dodawanym w
stezeniach rosnacych zgodnie z opisem:

2 -0ng/ml, 3 - 10 ng/ml, 4 - 100 ng/ml, 5 - 1 pg/ml, 6 - 10 pg /ml, 7 - 100 pg /ml,

8 - 1 mg/ml, 9 - 10 mg/ml, $ciezki: 1, 10 - cytochrom c (14,2 kD) - kontrola
negatywna

Ryc. 12. Kontrola specyficznosci immunoglobulin anty-L-FABP metoda Western-
blotting.
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Otrzymane przeciwciata nie wykazywaly reakcji immunochemicznej z biatkami
ekstraktu watrobowego za wyjatkiem L-FABP. Wynika z tego, ze oczyszczone
immunoglobuliny krélicze IgG sa wysoce specyficzne wzgledem biatka wiazacego
kwasy ttuszczowe z watroby ludzkie;j.

Zgodnie z oczekiwaniem, wzbogacenie probki ekstraktu watrobowego odpowiednia
iloScia wyizolowanego wczesniej biatka L-FABP, powoduje wzrost ggstosci
optycznej prazkéw odpowiadajacych masowo ok. 15 kD, co wida¢ szczegdlnie

wyraznie na $ciezkach: 819 (Ryc. 12).

7.2.3. Kontrola czutosci otrzymanych immunoglobulin anty-L-
FABP

Kontrolg czutosci immunoglobulin anty-L-FABP oszacowano metoda posredniego
(niekompetycyjnego) testu ELISA. W warunkach do$wiadczenia granicg¢ czulosci
metody okreslono na 2,5 ng/ml L-FABP, co odpowiada standardom testu ELISA.

Na podstawie analizy potlogarytmicznej zaleznosci absorbancji od st¢zenia L-FABP
zdefiniowano st¢zenie L-FABP w buforze wegglanowym réwne S5 pg/ml jako
wysycajace (z dostatecznym nadmiarem) wszystkie miejsca wigzace biatko na
polistyrenie tworzacym studzienki w ptytce ELISA, co wykorzystano w

projektowaniu dalszych do§wiadczen (Ryc. 13, str. 69).

68



1,8
1,6
1,4
1,2 1

08 I R \
0.4 1 — T T T T \Os,
0,2 i .

01 0,05 0oz 0,01 0,005 0,002
L-FABP [pg/ml]

Ryc. 13. Kontrola czutosci immunoglobulin anty-L-FABP wzgledem zakresu stgzen

wyizolowanego antygenu (L-FABP) wykonana metoda posredniego testu ELISA.

7.3.Zastosowanie przeciwciat w metodzie ELISA do oznaczania
izoformy watrobowej ludzkiego biatka wigzacego kwasy
tluszczowe w materiale biologicznym

7.3.1. Kompetycyjny test ELISA

Kompetycyjny test ELISA (Competitive ELISA) jest metoda z wyboru stosowang do
iloSciowego oznaczania antygenu w probce, w ktoérej dominuja biatka nie bgdace
przedmiotem zainteresowania [159]. Takie warunki doswiadczalne wykluczaja
zastosowanie niekompetycyjnego testu ELISA w ukladzie posrednim lub
bezposrednim, poniewaz ze wzgledu na niska zawartos¢ badanego antygenu w
probie nie mogiby on efektywnie konkurowa¢ o miejsca wiazace biatko na ptytce
polistyrenowej. Na podstawie analizy wynikéw otrzymanych w trakcie procedury
oczyszczania L-FABP z watroby ludzkiej oraz przestanek z pismiennictwa, nalezy
oczekiwaé, ze procentowa zawartos¢ L-FABP w ludzkich tkankach, a w
szczegblnosci w plynach ustrojowych jest stosunkowo niewielka. Stad, koniecznos¢
zastosowania nieco bardziej ztozonego ukltadu pomiarowego — jednej z modyfikacji
kompetycyjnego testu ELISA, tj. kompetycyjnego testu ELISA w ukladzie
blokujacym [159].

69



7.3.2. Okreslenie czutosci metody

Czulos¢ kompetycyjnego testu ELISA okreSlono na podstawie analizy przebiegu
krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla seryjnych rozcienczeh wyizolowanego
antygenu L-FABP w buforze blokujacym. Krzywa regresji nieliniowej (sigmoidal
dose-response) reprezentujaca zaleznos¢ OD od logarytmu st¢zenia L-FABP ma
charakterystyczny przebieg sigmoidalny, typowy dla kompetycyjnego testu ELISA, z
dwoma wyraznymi plateau. Rycina 14. przedstawia zaleznos¢ usrednionej wartosci
OD od logarytmu stgzenia L-FABP (wyrazonego w mg/ml), sporzadzona na

podstawie 8 jednoczesnych oznaczen dla kazdego punktu pomiarowego.

Krzywa kalibracyjna kompetycyjnego testu ELISA
1.4-

1.3+

1.2=

1.1+

1.0+
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0.5
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0.4

0.3

7 5 5
log [L-FABP mg/ml]
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.
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Ryc. 14. Krzywa regresji nieliniowej opisujaca zalezno$¢ OD od logarytmu stgzenia
L-FABP [mg/ml] (R* = 0,97). Punkty wykresu przedstawiaja Srednia wartos¢ OD =+
SEM (liczba oznaczen n = 8). Linig przerywana zaznaczono przedziat ufnosci dla p =

0,05.
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Zakres stezen L-FABP w metodzie ELISA okreslono wg 6. punktéw pomiarowych
lezacych na linii zblizonej do prostej i1 rézniacych si¢ statystycznie znamiennie od
obu plateau krzywej sigmoidalnej, odpowiednio dolnego plateau (OD > 0,46 dla [L-
FABP] =312 ng/ml) i gérnego plateau (OD < 1,29 dla [L-FABP] = 10 ng/ml).

Dla wybranych punktéw pomiarowych wykreslono krzywa regres;ji liniowej, ktéra

stanowita wlasciwa krzywa kalibracyjna (przyktad na ryc. 15).

Wiybkires rozrzutu - korelacja liniowa O wegl. log [L-FABFP]

132
12 b
11 L
10 ¢

09 F

ao

ogt

orr

05

r=-0995 p <005

0.5 - - - - - - - -
5.2 -5 4.5 45 -4.4 4.2 -4 3.8 36 2.4

lag [L-FABF mgfml]

Ryc. 15. Krzywa kalibracyjna kompetycyjnego testu ELISA. Wsp. korelacji liniowej

r =-0,995, p<0,05. Linig przerywang zaznaczono przedzial ufnosci dla p=0,05.

Jako granicg czutosci metody przyjeto najmniejsza warto$¢ stgzenia L-FABP, ktéra
mozna odczyta¢ z prostoliniowego odcinka krzywej kalibracyjnej, tj. 10 ng/ml i
ktora spetnia warunek: Apin. < Ao — 2 x SDy, gdzie: Anin. — Srednia absorbancja dla
punktu bedacego granica czulosci testu, Ag — Srednia absorbancja dla préby Slepe;j

([L-FABP] = 0 ng/ml), SDy — odchylenie standardowe dla préby $lepe;.

7.3.3. Okreslenie powtarzalnosci metody

Powtarzalnos¢ (precyzj¢) metody oszacowano obliczajac wspétczynniki zmiennosci

stezenia L-FABP dla prébki o znanym st¢zeniu zawieszonej w buforze blokujacym,
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w oznaczeniach jednoczesnych (na jednej ptytce) i niejednoczesnych (na réznych
ptytkach). Dla serii jednoczesnych uzyskano sredni wspoéiczynnik zmiennosci W, (+
SD) = 17,3 + 4,2 (n = 6), natomiast dla serii niejednoczesnych W, (+ SD) = 21,6 +
6,4 (n = 6) dla roboczego zakresu badanych stgzen.

7.3.4. Okreslenie dokltadnosci metody

Doktadnos¢ (rzetelnos¢) metody okreslono sposobem ,,0dzysku” dla probek: L-
FABP w buforze blokujacym, surowicy, zo6ici oraz ekstrakcie watrobowym,
wzbogaconych wyizolowanym L-FABP do finalnego stgzenia w prdbce
wynoszacego odpowiednio: 15 ng/ml, 60 ng/ml, 200 ng/ml oraz 160 ug/ml,
dobranego tak by bylo wyzsze ok. 1,5 raza od stgzenia w probce wyjsciowe;.
Obliczony odzysk wyrazono w procentach, usredniono i podano wraz z odchyleniem
standardowym, zgodnie z ponizszym wzorem.

odzysk = 100% x (L-FABPwzb. — L-FABPnwzb.) / L-FABPdod.,

gdzie L-FABPwzb. — ilo§¢ L-FABP w probce wzbogaconej, L-FABPnwzb. — ilo$¢
L-FABP w prébce niewzbogaconej, L-FABPdod. — ilo§¢ L-FABP dodana do prébki
niewzbogaconej.

Wyniki zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tab. 3. Wyniki testu dokladnosci przeprowadzonego sposobem ,,0dzysku” dla

réznych rodzajéw badanego materiatu. Podano odzysk [%] + SD (n = 6).

Material badany Odzysk [%] = SD
L-FABP + bufor blok. 943+ 17,1
ekstrakt watroby ludzkiej 90,2+ 18,4
761¢ 101,2 £21,2
surowica ludzka 92,4 +32.8

7.3.5. Kontrola specyficznosci narzadowej immunoglobulin anty-
L-FABP

W zwiazku z tym, ze biatko wiazace kwasy tluszczowe wystgpuje w organizmie
cztowieka w kilku izoformach w zaleznosci od tkanki lub narzadu, m.in. jako

izoforma sercowa (H-FABP) - najbardziej rozpowszechniona, wystgpujaca obficie w
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sercu, mig¢$niach szkieletowych, migsnidwce gladkiej i wielu innych tkankach [1,4],
zasadnym wydawato si¢ sprawdzenie specyficznosci narzadowej otrzymanych
immunoglobulin anty-L-FABP. Poniewaz nie dysponowano oczyszczonym ludzkim
biatkiem H-FABP zdecydowano oznaczy¢ poziom H-FABP w przeliczeniu na mg
biatka cytosolu migénia sercowego i poréwna¢ wynik z danymi z piSmiennictwa.
Poziom H-FABP w sercu oznaczony wyzej opisang metoda (przy uzyciu
immunoglobulin anty-L-FABP) wyniést 0,13 pg/mg biatka, podczas gdy dane z
piSmiennictwa szacuja ten poziom na ok. 21 pg/mg biatka [133]. Tak wigc
okreslone w sposéb posredni krzyzowe powinowactwo immunoglobulin anty-L-
FABP do H-FABP wynosi 0,6% ((0,13 / 21) x 100%). Otrzymany wynik jest
wyraznie nizszy od uzyskanego przez Paulussena 1 wsp. - 8% [133] i

poréwnywalny z wartos$cia uzyskana przez Zimmermana i wsp. — 1% [6].

7.3.6. Kontrola specyficznosci gatunkowej immunoglobulin anty-
L-FABP

Poniewaz jeden z etapow rozprawy wiazal si¢ z praca na modelu zwierz¢cym, a
doktadniej indukowanej ostrej niewydolno$ci watroby u szczura, zasadnym byto
sprawdzenie krzyzowego powinowactwa immunoglobulin przeciwko ludzkiemu
biatku L-FABP wzgledem szczurzego L-FABP. Poniewaz nie dysponowano
oczyszczonym szczurzym L-FABP zdecydowano oznaczy¢ poziom szczurzego L-
FABP we frakcji cytosolu watrobowego i1 poréwna¢ wynik z danymi z
pismiennictwa. Poziom szczurzego L-FABP oznaczony wyzej opisana metoda (przy
uzyciu immunoglobulin przeciwko ludzkiemu L-FABP) wyniést 22 pug/mg biatka,
podczas gdy dane z piSmiennictwa szacuja ten poziom na ok. 30 pug/mg biatka. Tak
wigc okreslone w sposéb posredni krzyzowe powinowactwo immunoglobulin
przeciwko ludzkiemu L-FABP wzgledem szczurzego L-FABP wynosi ok. 70% ((22
/ 70) x 100%) i jest porownywalne z danymi z pi$miennictwa, ktére szacuja tg

wartos¢ na 58%.

7.3.7. Oznaczanie L-FABP w ekstrakcie watroby ludzkiej

Ekstrakt watroby ludzkiej pobranej ze zwlok przygotowano zgodnie z procedura

opisang wyzej (pkt. 5.1.1 — 5.1.2). Nastgpnie oznaczano poziom L-FABP w
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ekstrakcie watrobowym metoda kompetycyjnego testu ELISA. Wyniki podano w
przeliczeniu na 1 mg biatka ekstraktu watrobowego oraz na 1g masy mokrej tkanki.

Lacznie zbadano 44 probki pochodzace ze §wiezych zwiok os6b w wieku od 22 r.z.
do 73 r.z. ($r. wieku: 56,3 + 13,2 lat), z ktérych 23 osoby stanowili mgzczyzni, a 21
kobiety. Uzyskane wyniki zebrano w ponizszej tabeli oraz przedstawiono graficznie

na diagramach (Ryec. 16, 17).

Tabela 4. Poziom L-FABP w watrobie ludzkiej w przeliczeniu na biatko ekstraktu
watrobowego oraz na gram tkanki. Podano srednie arytmetyczne wraz z odchyleniem

standardowym dla kazdej z badanych grup.

Grupa badana L-FABP [pug/mg bialka] + SD | L-FABP [mg/g tkanki] + SD
Wszyscy badani
(3 oraz Q), n=44 85+2,5 0,82 +0,24
Mezczyzni (3), n=23 8,1+£2]7 0,78 £0,27
Kobiety (9), n=21 89+23 0,86 +0,21
L-FABP Poziom L-FABP w watrobie ludzkiej
[ug/mg] w przeliczeniu na 1 mg biatka ekstraktu tkankowego
12
10 I I
8 i
8,1 8,9
6 i
4 4
2 i
O _
Wszyscy badani Mezczyzni Kobiety

Ryc. 16. Poziom L-FABP w watrobie ludzkiej w przeliczeniu na 1 mg biatka

ekstraktu tkankowego.
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L-FABP Poziom L-FABP w watrobie ludzkiej

[mg/g] w przeliczeniu na 1 g masy mokrej tkanki
1,2

1- [ I
0,8

0,86

06 0,78
0,4
0,2 -

O .

Wszyscy badani Mezczyzni Kobiety

Ryc. 17. Poziom L-FABP w watrobie ludzkiej w przeliczeniu na 1 g¢ masy mokre;j
tkanki.

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej roznicy w poziomie L-FABP u obu pici (p
> 0,3). Nie stwierdzono réwniez korelacji pomigdzy poziomem L-FABP a wiekiem
0s6b badanych.

W celu zapewnienia mozliwosci poréwnania poziomu L-FABP w watrobie
oznaczonego przy pomocy opracowanego testu ELISA z danymi z piSmiennictwa,
ktére najczeSciej prezentuja poziom L-FABP w tkance w przeliczeniu na biatko
cytosolu watrobowego, wykonano seri¢ oznaczen poziomu L-FABP w petnej (4.
niedenaturowanej termicznie) frakcji cytosolu watrobowego, uzyskujac wynik 28,4 +
7,3 ug/mg (n=12).

Poziom L-FABP w watrobie przeliczeniu na 1 g mokrej masy tkanki wyniost 0,82 +
0,24 mg/g (n=44). Dysponujac poziomem L-FABP w przeliczeniu na 1g miazszu
watroby mozna dokona¢ szacunkowej kalkulacji watrobowej puli L-FABP.
Poniewaz masa watroby dorostego cztowieka wynosi $rednio 1500g [114], zatem
catkowita pula watrobowego L-FABP wynosi: 0,82 mg/g tkanki (patrz wyniki w tab.
4) x 1500g =~ 1200 mg.
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7.3.8. Oznaczanie L-FABP w zoélci

Oznaczono poziom L-FABP metoda kompetycyjnego testu ELISA w z6fci pobrane;j
od pacjentéw poddanych cholecystektomii (laparoskopowej badz klasycznej). Grupg
pacjentéw stanowito 39 chorych w wieku od 37 do 65 r.z. (§r. wieku: 48,7 + 7,3 lat)
hospitalizowanych w oddziatach chirurgicznych z powodu kamicy zéiciowej. W
grupie pacjentéw byto 15 megzczyzn 1 24 kobiety. Material badany stanowita z61¢
pecherzykowa (22 przypadki) oraz z6t¢ przewodowa pobrana technika drenazu drog
z6tciowych przez dren Khera (17 przypadkéw). Stezenie L-FABP w z6ici wyrazono
w ug/ml oraz w przeliczeniu na mg biatka catkowitego z6ici. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tabelach 5 i 6. Poréwnanie oznaczonych parametrow dla zétci
pecherzykowej 1 przewodowej przedstawiono graficznie na diagramach (Ryc. 18-

20).

Tabela 5. Stezenie L-FABP w zo6tci pecherzykowej wyrazone w [ug/ml] oraz w
przeliczeniu na 1 mg biatka catkowitego [ug/mg]. Podano Srednie arytmetyczne wraz

z odchyleniem standardowym dla kazdej z badanych grup.

it | i Fe L-FABP Bialko catkowite L-FABP/biatko
P [pg/ml] + SD [mg/ml] + SD [ug/mg] + SD
Wszyscy badani
(& oraz Q), n=22 0,75 +0,52 12,8 +8.6 0,072 + 0,049
Mezezyini (9 068046 10,7+72 0,065 + 0,024
ey &1 0782055 13,8493 0,076 £ 0,058

Tabela 6. Stgzenie L-FABP w zétci przewodowej wyrazone w [ug/ml] oraz w
przeliczeniu na 1 mg biatka catkowitego [ug/mg]. Podano $rednie arytmetyczne wraz

z odchyleniem standardowym dla kazdej z badanych grup.

P L-FABP Bialko catkowite | L-FABP/bialko
P [pg/ml] + SD [mg/ml] + SD [ug/mg] + SD
Wszyscy badani
@ oraz Q). 17 0,14 £0,12 40+1,5 0,034 £ 0,021
nM:%ZCZyzm (d), 0,15+0,13 38+1,5 0,037 + 0,022
E_O;”ety ), 0,14 0,12 42+15 0,031 % 0,020
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Stezenie L-FABP w zéici
[ug/mi]

[ z6t¢ pecherzykowa
[0 z6t¢ przewodowa

Wszyscy badani Mezczyzni Kobiety

Ryc. 18. Stgzenie L-FABP w zéici pecherzykowej oraz przewodowej [ug/ml]
(p<0,001).

—— Stezenie biatka catkowitego w zétci

[ z61¢ pecherzykowa
[0 z6t¢ przewodowa

25

20

15

10

Wszyscy badani MezczyZni Kobiety

Ryc. 19. Stgzenie biatka catkowitego w zolci pgcherzykowej oraz przewodowej
[mg/ml] (p<0,001).
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L-FABP Poziom L-FABP w zolci
[ug/mg] w przeliczeniu na 1 mg biatka catkowitego
0,14
[ 26t¢ pecherzykowa -
% [0 z6t¢ przewodowa
0,12 - T
0,1
0,08 -
0,06 - *
0,04
0,037
0,034 0,031
0,02
0
Wszyscy badani Mezczyzni Kobiety

Ryc. 20. Poziom L-FABP w zo6fci pgcherzykowej oraz przewodowej w przeliczeniu

na 1 mg biatka catkowitego [ug/mg] (p<0,003).

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy w poziomie L-FABP w z6ici w
zaleznosci od plci. Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy w poziomie
biatka catkowitego z6tci w zaleznosci od pici. Nie stwierdzono réwniez korelacji
pomigdzy poziomem L-FABP w zéici a wiekiem os6b badanych. Nie stwierdzono
korelacji pomigdzy st¢zeniem biatka catkowitego w z6tci a wiekiem osob badanych.
Stwierdzono silng korelacj¢ dodatnia pomigdzy st¢zeniem L-FABP w zdlci, a
stgzeniem bialka catkowitego w zo6fci, uzyskujac nastgpujace wspotczynniki korelacji
liniowej: r = 0,51 (p<0,02) dla z6tci pecherzykowej oraz r = 0,65 (p<0,005) dla zéici
przewodowej.

Stwierdzono statystycznie znamienng réznicg w stezeniu L-FABP w Zékci
pecherzykowej oraz przewodowej (0,75 pg/ml vs. 0,14 pg/ml, p < 0,001).
Stwierdzono statystycznie znamienna réznic¢ w stezeniu biatka catkowitego w z6lci
pecherzykowej oraz przewodowej (12,8 mg/ml vs. 4,0 mg/ml, p < 0,001).
Stwierdzono statystycznie znamienng réznicg w poziomie L-FABP w przeliczeniu na
1 mg biatka catkowitego w z6ici pgcherzykowej oraz przewodowej (0,072 pug/mg vs.

0,034 pg/mg, p < 0,003).
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Dysponujac powyzszymi wynikami oraz danymi z piSmiennictwa dotyczacymi
fizjologii watroby i drég zoéiciowych cztowieka [162], mozna pokusi¢ si¢ o
dokonanie szacunkowego bilansu dobowego wydzielania L-FABP do zdfci.
Cztowiek wydziela w ciagu doby ok. 500 ml zétci, a wraz z nia ok. 10g biatka
[162]. Z prostego mnozenia otrzymujemy zatem dobowg ilos¢ L-FABP wydzielana
z 76kcia:

L-FABP/24h = 500 m1/24h x 0,14pg/ml = 70 pg/24h

L-FABP/24h = 10.000 mg/24h x 0,034pg/mg ~ 340 pg/24h

Jak wida¢ obie kalkulacje daja rézne wartosci dobowej utraty L-FABP z zbicia.
Nalezy pamigta¢, ze poziomy L-FABP w ludzkiej zétci zmierzone przez autora
niniejszego opracowania dotycza przypadkéw patologicznych, przeto moga one
rézni¢ si¢ od wartosci fizjologicznych. Jakkolwiek, ze wzgledu na problem
pozyskania probek zoici od osobnikéw zdrowych, pdki co trudno o lepsza

aproksymacjg.

7.3.9. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych 2z
potwierdzong laboratoryjnie patologia watroby

Oznaczono poziom L-FABP metoda kompetycyjnego testu ELISA w probkach
surowicy krwi pacjentdw hospitalizowanych lub ambulatoryjnych, pozyskanych z
Laboratorium Szpitala Klinicznego AMG. Grupg badana stanowito 85 probek krwi
anonimowych pacjentéw, ktorych podzielono na podstawie analizy poziomow
aminotransferaz (AspAT, AIAT) w surowicy krwi na 2 podgrupy: 40 oséb bez
laboratoryjnych objawéw patologii watroby (AspAT i AIAT w granicach normy —
grupa kontrolna) oraz 45 oséb z potwierdzona laboratoryjnie patologia watroby
(warunkiem koniecznym kwalifikacji do tej grupy byly podwyzszone poziomy
aminotransferaz, ze wskaznikiem de Ritisa (AspAT/AIAT) < 0,9).

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 7. Por6wnanie oznaczonych parametrow
dla grupy kontrolnej i grupy chorych z laboratoryjnie potwierdzona patologia

watroby przedstawiono graficznie na diagramach (Ryc. 21 — 24).
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Tabela 7. Poziomy wybranych parametréw wydolnosci watroby oraz L-FABP
oznaczonych w surowicy krwi w grupie kontrolnej oraz grupie chorych. Podano
srednie arytmetyczne wraz z odchyleniem standardowym dla kazdej z badanych

grup.

Crlllff,jy 169,2 £135,5 [ 107,5£93.2 | 0,6 +02 | 207,9+204,7 | 44,1 £21,0
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[IW/mi] Poziomy aminotransferaz w surowicy krwi
350

W kontrola
O chorzy
300
250
200
150
100

50

AIAT AspAT

Ryc. 21. Poziomy aminotransferaz w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i

grupie chorych (p<0,001).

Wskaznik de Ritisa (AspAT/AIAT)

M kontrola
Ochorzy

w sk. de Ritisa

Ryc. 22. Warto$¢ wskaznika de Ritisa (AspAT/AlAT) w grupie kontrolnej 1 grupie
chorych (p<0,001).
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[W/mi] Poziom GGTP w surowicy krwi

440
k I
400 | kontrola
O chorzy
360

320

280

240

200

160

120

80

40

GGTP

Ryc. 23. Poziom GGTP w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i grupie
chorych (p<0,001).

[ng/ml] Poziom L-FABP w surowicy krwi
70

m kontrola
Ochorzy
60
50
40
30
20

10

L-FABP

Ryc. 24. Poziom L-FABP w surowicy krwi [ng/ml] w grupie kontrolnej i grupie
chorych z cechami uszkodzenia watroby w badaniach laboratoryjnych (p>0,08 w

jednostronnym tescie Cochrane-Coxa).
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Stwierdzono statystycznie znamienne réznice w poziomach aminotransferaz oraz
GGTP pomigdzy grupa kontrolng a grupa chorych z laboratoryjnymi cechami
patologii watroby (p < 0,001). Stezenia aktywnosci tych enzyméw w surowicy krwi
byly wyzsze w grupie chorych. Wskaznik de Ritisa (AspAT/AIAT) byl natomiast
znamiennie nizszy w grupie chorych niz zdrowych (p < 0,001) i wynosit 0,6 a wiec
znacznie ponizej normy fizjologicznej.

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej roznicy w poziomie L-FABP oznaczonym
w surowicy pomigdzy grupa kontrolng a grupa chorych (p > 0,05 w jednostronnym
tescie Cochrane-Coxa). Srednia warto$¢ stgzenia L-FABP w surowicy wynosita
odpowiednio dla grupy kontrolnej i grupy chorych: 38,8 £ 13,1 ng/ml oraz 44,1 +
21,0 ng/ml.

Stwierdzono bardzo silng korelacj¢ dodatnig pomigdzy poziomem AIAT 1 AspAT w
grupie wszystkich badanych (r = 0,9; p<0,001). Stwierdzono réwniez korelacjg
dodatnia o $rednim natg¢zeniu pomigdzy poziomami aminotransferaz a GGTP w tej
grupie (r = 0,48; p<0,001).

Stwierdzono bardzo staba korelacje dodatnia pomigdzy poziomem L-FABP a
poziomami aminotransferaz w grupie wszystkich badanych. Nie stwierdzono
natomiast korelacji pomiedzy poziomem L-FABP a poziomami pozostatych
parametréw laboratoryjnych patologii watroby, tj. wskaznikiem de Ritisa oraz

GGTP.

7.3.10. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych ze
stwierdzona klinicznie ostra niewydolnoscia watroby

Oznaczono poziom L-FABP metoda kompetycyjnego testu ELISA w surowicy krwi
pacjentow I Kliniki Choréb Wewngtrznych 1 Ostrych  Zatru¢ AMG
hospitalizowanych z powodu ostrej niewydolnos$ci watroby. Probki krwi pobierano w
ramach rutynowej procedury szpitalnej, w miar¢ mozliwosci wg okreslonej
sekwencji czasowej: 0, 6, 12, 24 1 48 godz. od momentu przyjecia do Kliniki.
Facznie pobrano 20 prébek krwi od 5 chorych. Zmierzono poziom L-FABP oraz
aminotransferaz w badanych prébach. Wyniki poréwnano z kontrolna grupa
pacjentow bez laboratoryjnych objawow patologii watroby (zdefiniowana w punkcie

7.3.9). Przeprowadzono réwniez analiz¢ poréwnawcza prob krwi uzyskiwanych w
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réznych odstgpach czasu. Ponadto poréwnano stezenia L-FABP w surowicy krwi z

gbrng granica ,,normy” fizjologicznej zdefiniowanej na bazie populacji kontrolne;.

Tabela 8. Poziomy wybranych parametréw wydolnosci watroby oraz L-FABP
oznaczonych w surowicy krwi w grupie kontrolnej oraz grupie chorych z ostra
niewydolnoscia watroby. Podano S$rednie arytmetyczne wraz z odchyleniem

standardowym dla kazdej z badanych grup.

propikontrolne | 977486 | 302490 | L1x01 | 388131

prébki od chorych
z ostra
niewydolnoscia
watroby, n=20

2433,3 £448,5(1992,4 +859,2| 0,8+0,4 | 42,1+£9,7
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Ryc. 25. Poziomy aminotransferaz w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i

grupie chorych z ostra niewydolnoscig watroby (p<0,001).
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Wskaznik de Ritisa (AspAT/AIAT)
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Ryc. 26. Warto$¢ wskaznika de Ritisa (AspAT/AIAT) w grupie kontrolnej 1 grupie
chorych z ostra niewydolnoscia watroby (p<0,001).
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Ryc. 27. Poziom L-FABP w surowicy krwi [ng/ml] w grupie kontrolnej i grupie

chorych z ostra niewydolnos$cia watroby (p>0,14 w jednostronnym tescie t-Studenta).
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Stwierdzono statystycznie znamienne rdznice w poziomach aminotransferaz
pomigdzy grupa kontrolng a grupa chorych z ostra niewydolnoscia watroby (p <
0,001). Stgzenia aktywnosci tych enzyméw w surowicy krwi byly wyzsze w grupie
chorych. Wskaznik de Ritisa (AspAT/AIAT) byl natomiast znamiennie nizszy w
grupie chorych niz zdrowych (p < 0,001) i wynosit 0,8 a wiec znacznie ponizej
normy fizjologiczne;.

Srednia warto$¢ stezenia L-FABP w surowicy chorych wynosita 42,1 + 9,7 ng/ml.
Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy w poziomie L-FABP oznaczonym
w surowicy pomigdzy grupa kontrolna a grupa chorych (p > 0,14 w jednostronnym
tescie t-Studenta).

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy pomigdzy poziomami L-FABP w
probach krwi pobieranych w réznych odstgpach czasu (p>0,3 w tescie ANOVA z
powtarzanymi pomiarami). Natomiast stwierdzono réznice pomigdzy poziomami
aminotransferaz w prébach krwi pobieranych w réznych odstgpach czasu (p<0,001 w
tescie ANOVA z powtarzanymi pomiarami).

Wartos¢ srednia poziomu L-FABP w surowicy populacji kontrolnej (pacjentow bez
laboratoryjnych objawéw patologii watroby) wyniosta 38,8 + 13,1 ng/ml. Gérna
granic¢ fizjologicznej ,,normy” L-FABP w surowicy dla populacji kontrolnej
ustalono wg wzoru: NF = X + 2SD, gdzie NF oznacza ,,normg” fizjologiczng, X —
srednig arytmetyczna poziomu L-FABP w surowicy populacji kontrolnej, SD —
odchylenie standardowe opisujace rozproszenie wynikoéw wokot wartosci Sredniej.
Tak wiec, gérna granice ,,normy” fizjologicznej L-FABP dla populacji kontrolne;j
okreslono na 65,0 ng/ml (zgodnie z rachunkiem: 38,8 ng/ml + 2 x 13,1 ng/ml). W
zadnej z 20 préb krwi pobieranych od chorych z ostra niewydolno$cia watroby w
przeciagu 48 godz. hospitalizacji nie stwierdzono poziomu L-FABP
przekraczajacego gorna granic¢ zdefiniowanej wcze$niej normy fizjologiczne;j.
Maksymalny poziom L-FABP oznaczony w tych prébach wynosit 56 ng/ml.

Nie stwierdzono korelacji (liniowej lub nieliniowej) pomigdzy poziomem L-FABP a
poziomem aminotransferaz lub wskaznikiem de Ritisa w surowicy chorych z ostra
niewydolnoscia watroby. Nie stwierdzono réwniez wspdizaleznosci pomigdzy

poziomem L-FABP a czasem obserwacji.
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7.3.11. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi szczuréw z

ostra niewydolnoscia watroby indukowang galaktozaming

Wartos¢ srednia poziomu L-FABP w surowicy okreslona w populacji 25 szczuréw
kontrolnych (nietraktowanych) wyniosta 29,1 + 12,6 ng/ml. Gdrna granicg
fizjologicznej ,,normy” L-FABP w surowicy dla populacji szczuréw nietraktowanych
ustalono wg wzoru: NF = X + 2SD, gdzie NF oznacza ,,normg” fizjologiczng, X —
srednig arytmetyczng poziomu L-FABP w surowicy 25 szczuréw kontrolnych, SD —
odchylenie standardowe opisujace rozproszenie wynikow wokot wartosci Sredniej.
Tak wigc, gbérna granicg ,,normy” fizjologicznej L-FABP w surowicy szczura
wyliczono na 54,3 ng/ml (zgodnie z rachunkiem: 29,1 ng/ml + 2 x 12,6 ng/ml).

W surowicy krwi szczuréw traktowanych galaktozamina oraz kontrolnych,
traktowanych sola fizjologiczna oznaczono L-FABP oraz AIAT w przeciagu 48
godz. od podania odpowiednio hepatotoksyny lub soli fizjologicznej. Wyniki

zestawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 9. Poziomy L-FABP w surowicy szczuréw traktowanych galaktozaming oraz
kontrolnych (NaCl) mierzone w réznych odstgpach czasu od momentu podania

hepatotoksyny (lub NaCl).

Czas od momentu Pary szczuréw traktowanych
e . .. Szczury kontrolne
iniekcji Szczur 1 Szczur 11
dootrzewnowej AIAT |L-FABP| AIAT |L-FABP| AIAT |L-FABP
(w godzinach) [IU/ml] | [ng/ml] | [IU/ml] | [ng/ml] | [IU/ml] | [ng/ml]
0 38 17 21 53 43 24
2 45 37 93 18 123 46
6 39 18 246 32 311 33
10 41 23 714 12 657 51
15 25 21 701 52 833 38
20 32 24 506 20 1546 17
24 27 39 1377 18 1216 36
48 35 45 816 31 1102 14

Stwierdzono znaczny wzrost poziomu aminotransferazy alaninowej w surowicy w
grupie szczuréw traktowanych galaktozaming juz po 2 godz. od podania
hepatotoksyny (123 IU/ml, przy normie do 50 IU/ml). Maksymalny wzrost poziomu
aminotransferazy alaninowej w surowicy szczurOw traktowanych galaktozaming
obserwowano po ok. 24 godz. od podania hepatotoksyny (1546 IU/ml, przy normie

do 50 IU/ml). Poziom aminotransferazy alaninowej w surowicy Szczuréw
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kontrolnych (s6l fizjologiczna zamiast galaktozaminy) nie przekraczat 45 IU/ml
przez caty czas trwania doswiadczenia.

Nie stwierdzono wzrostu poziomu L-FABP w surowicy szczuréw traktowanych
galaktozaming ani kontrolnych (NaCl) powyzej goérnej granicy ,normy”
fizjologicznej, okreslonej wczesniej na 54 ng/ml. Sredni poziom L-FABP w
surowicy 16 szczuréw traktowanych galaktozaminag wyniést: 30,9 + 14,1 ng/ml,
natomiast w grupie szczuréw kontrolnych (NaCl): 28,0 + 10,7 ng/ml. Poréwnanie
pozioméw L-FABP w populacji szczuréw traktowanych galaktozaming oraz
szczur6w kontrolnych (NaCl), podobnie jak poréwnanie pozioméw L-FABP w
populacji szczuréw traktowanych galaktozaming oraz szczur6w nietraktowanych, nie
wykazalo statystycznie istotnych réznic (p>0,6).

Nie stwierdzono korelacji (liniowej lub nieliniowej) pomigdzy poziomem L-FABP a
poziomem aminotransferazy alaninowej w surowicy szczuréw traktowanych. Nie
stwierdzono rowniez wspotzaleznosci (liniowej lub nieliniowej) pomiedzy
poziomem L-FABP a czasem mierzonym od momentu podania hepatotoksyny.
Stwierdzono natomiast bardzo wyrazna zaleznos¢ nieliniowa poziomu AIAT od

czasu traktowania galaktozamina.

7.3.12. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych z
przewlekta niewydolnoscia nerek

Z pismiennictwa wynika, ze nerki odgrywaja istotng rol¢ w eliminacji biatek FABP z
krwioobiegu [147,150,163]. Z tego wzgledu zdecydowano si¢ oznaczy¢ stgzenie L-
FABP w surowicy krwi chorych ze znacznie uposledzonym klirensem kreatyniny w
przebiegu przewleklej niewydolnosci nerek. Grupg badana stanowilo 7 chorych
hospitalizowanych w Klinice Choréb Nerek AMG. Ste¢zenie kreatyniny w surowicy
krwi tych chorych, bedace wyrazem stopnia zaawansowania przewleklej
niewydolnosci nerek zawierato si¢ w granicach od 10,4 do 15,7 mg%, przy normie
klinicznej do 1,5 mg%. Srednie stezenie L-FABP w surowicy krwi chorych z
przewlekta niewydolnoscia nerek wynosito 41,7 £ 12,4 ng/ml i nie réznilo sig
statystycznie znamiennie w porOwnaniu z grupa kontrolna (p > 0,29 w
jednostronnym tescie t-Studenta). Ponadto w zadnej z préb surowicy krwi chorych z
przewlekta niewydolnoscia nerek nie  stwierdzono stezenia L-FABP

przekraczajacego gérna granic¢ zdefiniowanej wczes$niej normy fizjologicznej, tj. 65
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ng/ml (pkt. 7.3.10). Maksymalny poziom L-FABP oznaczony w tych prébach
wynosit 64 ng/ml.
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8. Dyskusja

Opracowanie testu ELISA, cho¢ teoretycznie wydaje si¢ by¢ banalne, w praktyce
nastrgcza szeregu trudnosci natury technicznej. Problem jest tym wigkszy, im
wigksza musi by¢ czuto$¢ 1 doktadnos¢ testu. Wielu autoréw publikujacych wyniki
uzyskane przy uzyciu opracowanych przez siebie testow ELISA opisuje obiektywne
trudno$ci metodyczne zwigzane z konstruowaniem testu i wynikajace stad wigksze
lub mniejsze ograniczenia w zastosowaniu metody [3,4,142].

Jednym z najistotniejszych warunkéw opracowania funkcjonalnego testu ELISA jest
uzyskanie specyficznych przeciwcial. W testach ELISA stosuje si¢ przeciwciata
poliklonalne lub monoklonalne. Wybor rodzaju przeciwciat jest uzalezniony od typu
testu ELISA, dostgpnosci antygenu o wysokim stopniu homogennosci, jak réwniez
mozliwosci  technologicznych i1 ekonomicznych. W niniejszej rozprawie
zdecydowano si¢ na zastosowanie przeciwcial poliklonalnych, ktérych produkcja jest
technologicznie mniej skomplikowana i znacznie tansza [164], a praktyka
laboratoryjna wykazata ich wysoka skutecznos¢ w rozmaitych typach testu ELISA
do analizy iloSciowej bialek z rodziny FABP [112,133-135,142,144,165,166], w
tym rowniez L-FABP [112,133-135,165]. Ponadto jedna z przestanek przeciwko
stosowaniu przeciwcial monoklonalnych do oznaczania L-FABP byly dobrze
udokumentowane problemy z ich zastosowaniem do oznaczania izoformy sercowe;j
biatka wiazacego kwasy ttuszczowe (H-FABP) opisane w monografii autorstwa
grupy Kleine i wsp. [142], ktérzy po serii niepowodzen zdecydowali si¢ réwniez na
aplikacje przeciwciat poliklonalnych.

W przypadku oznaczania substancji o relatywnie niskim st¢zeniu wzgledem innych
biatek obecnych w prébie badanej, testem z wyboru jest kanapkowy test ELISA (wg
terminologii angloj¢zycznej: Sandwich ELISA) [159]. Jednakze konstrukcja
kanapkowego testu ELISA nie zawsze jest metodycznie mozliwa, zwtaszcza gdy
badang substancja jest zwiazek o niskiej masie 1 stosunkowo malym st¢zeniu w
probie. W przypadku biatek o niewielkiej masie czasteczkowej, jak H-FABP czy L-
FABP, trudnosci w opracowaniu kanapkowego testu ELISA, wymagajacego ze swej
natury przynajmniej dwoch populacji przeciwciat specyficznych wzgledem dwdéch
roznych epitopéw, wynikaja m.in. z niewielkiej liczby epitopéw na powierzchni

biatka oraz niekorzystnych oddzialywan sterycznych pomigdzy przeciwciatami
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wiazacymi te epitopy, zlokalizowane na malej powierzchni. Lepsze zrozumienie
problemu umozliwia model matematyczny analizujacy geometri¢ wigzania antygenu
z przeciwcialem. Z piSmiennictwa wiadomo, ze powierzchnia antygenu pokrywana
monowalentnie przez komplementarne przeciwcialo wiazace wynosi ok. 15 nm?
[159]. Na podstawie komputerowej analizy struktury krystalograficznej szczurzego
L-FABP obliczono powierzchni¢ biatka dostgpna dla rozpuszczalnika (tzw. SAS, z
ang. Solvent Accessible Area), ktérym w tym konkretnym przypadku jest woda.
Okazuje sig, ze powierzchnia szczurzego L-FABP obliczona przy uzyciu programéw
do analizy geometrii biatka (modutu Areaimol z pakietu CCP4 v. 5.0 [167] oraz
CryCo/CSU [168]) dziatajacych w oparciu o powszechnie akceptowany algorytm
Lee i Richardsa [169], wynosi ok. 65 nm’. Ze wzgledu na fakt, ze struktura
krystalograficzna ludzkiej izoformy L-FABP wciaz nie zostala opracowana, w
obliczeniach postuzono si¢ struktura krystalograficzng szczurzego biatka L-FABP
[8], ktore wykazuje 82% homologii wzgledem ludzkiego L-FABP [170]. Przy
pomocy powyzszego oprogramowania obliczono rowniez pole powierzchni
dostgpnej dla wody, kilkunastu innych bialek z rodziny FABP wystgpujacych u
cztowieka jak rowniez u innych gatunkéw zwierzat, w tym filogenetycznie znacznie
odlegtych. Uzyskano poréwnywalne wyniki, co $wiadczy o tym, ze warto$¢
szacowanej powierzchni ludzkiego L-FABP jest wiarygodna. Prosta kalkulacja
pokazuje, ze liczba potencjalnych miejsc monowalentnie wigzacych przeciwciata w
tym samym czasie (tj. teoretycznie mozliwych epitopéw jednoczasowo wiazacych
przeciwciala w kanapkowym teécie ELISA) wynosi: 65 nm” / 15 nm?, czyli ok. 4.
Nalezy zda¢ sobie sprawg, ze usredniona powierzchnia pokrywajaca antygen przez
przeciwcialo wiazace (15 nm?) jest zanizona w stosunku do obliczonej powierzchni
biatka. Stanowi ona swego rodzaju przyblizenie, bedace rzutem powierzchni
wigzania na sfer¢ opisana na antygenie, a wi¢c nie uwzglednia pofaldowania
powierzchni biatka, w przeciwienstwie do oprogramowania zliczajacego
powierzchni¢ antygenu. Ponadto czg$¢ powierzchni dostgpnej dla solwenta jest w
sensie dostownym dostegpna li tylko dla solwenta (wody) lub drobnoczasteczkowych
ligandéw (L-FABP posiada strukturalng ,kieszen” wiazaca dwa ligandy
hydrofobowe) [2,3], a nie jest dostgpna dla przeciwciata. Jesli uwzglednimy jeszcze
problem zawady sterycznej pomigdzy dwoma przeciwcialami (masa czasteczkowa

ok. 150 kD) wiazacymi si¢ z niskoczasteczkowym biatkiem (15 kD), a wigc o
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wymiarach znacznie mniejszych niz wymiar kazdego z przeciwcial, liczba
optymalnych miejsc wigzania przeciwcial na powierzchni antygenu maleje jeszcze
bardziej. Tak wigc rzeczywista liczba potencjalnych miejsc na powierzchni L-FABP
monowalentnie wiazacych przeciwciala w tym samym czasie jest mniejsza niz 4.
Wydaje si¢ zatem oczywiste, ze uzyskanie przeciwciat poliklonalnych, ktére
zawieralyby subpopulacje przeciwcial wiazacych dwa epitopy zlokalizowane na
powierzchni L-FABP w sposob optymalny, a wigc przeciwbiegunowo, jest
problematyczne. Istotnym uzupelnieniem powyzszych rozwazan jest poniekad
oczywisty fakt, ze nie wszystkie fragmenty powierzchni biatka sa wystarczajaco
immunogenne by wytworzy¢ w organizmie immunizowanego zwierzecia
dostatecznie liczng subpopulacj¢ przeciwcial wigzacych dany epitop z odpowiednio
duzym powinowactwem. Dowodu na poparcie tej tezy dostarcza powszechnie
akceptowana i stosowana w praktyce laboratoryjnej metoda Jamesona-Wolfa (tzw.
Antigenicity Index) typowania potencjalnie immunogennych epitopéw na
powierzchni biatka [171]. Polega ona na kompleksowej analizie hydrofilno$ci
sekwencji peptydowych wg Hoppa-Woodsa [172], prawdopodobienstwa ekspresji
epitopu na powierzchni biatka wg Emini [173], elastycznos$ci fragmentéw tancucha
polipeptydowego wg Karplusa-Schultza [174], oraz struktury drugorzedowej wg
Chou-Fasmana [175] i Garniera-Robsona [176]. Analiza ludzkiego L-FABP
wykonana ta metoda przy pomocy programu Protean v. 5.08 z pakietu Lasergene,
firmy DNASTAR, Inc. wykazata obecnos¢ 5 oligopeptydowych sekwencji o
stosunkowo wysokim indeksie antygenowym (warto$¢ powyzej 1), a doktadniej: 2
helisy zlokalizowane w N-terminalnym obszarze sekwencji L-FABP, beta zwdj
zlokalizowany na C-koncu L-FABP oraz rozmieszczone pomigdzy tymi strukturami
2 petle aminokwasowe. Ze wzgledu na bliskie sasiedztwo w strukturze
pierwszorzedowej L-FABP, wydaje si¢, ze przynajmniej 2 z 5 typowanych epitopow,
nie moga by¢ wigzane przez specyficzne przeciwciata jednoczasowo z pozostaltymi 3
epitopami. Powyzsza obserwacja dobrze koreluje =z analiza struktury
krystalograficznej szczurzego L-FABP (82% homologii z ludzkim) przy uzyciu
programu Rasmol v.2.6 do tréjwymiarowej wizualizacji makromolekut [177].

Naturalnie nie znaczy to, ze w przypadku biatek z rodziny FABP, w ogdle nie jest

mozliwe opracowanie kanapkowego testu ELISA - niektérzy autorzy opisuja
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pozytywne do$wiadczenia w tej kwestii, chociaz zwykle w testach kanapkowych
stosuja oni odpowiednio wyselekcjonowane przeciwciata monoklonalne [124,142].
Produkcja przeciwcial o wysokim stopniu specyficznosci oraz czulo$ci wymaga
uzyskania wystarczajaco homogennego antygenu o konformacji mozliwie zblizonej
do natywnej, ktéry nastgpnie wykorzystuje si¢ do immunizacji krélika. Wydaje sig,
ze warunek ten zostal w niniejszej pracy spetniony. Uzyskano bowiem bardzo
wysoki stopien czystosci antygenu (powyzej] 99% homogennosci wg analizy
densytometrycznej elektroforegramu), czyli biatka L-FABP (wyizolowanego z
watroby cztowieka), ktérego uzyto nastepnie do produkcji specyficznych przeciwciat
przeciwko temu biatku, a takze jako jeden z elementéw uktadu w kompetycyjnym
teScie  ELISA. Aby uzyska¢ mozliwie najwyzszy stopien czysto$ci antygenu,
procedurg izolacji L-FABP z watroby ludzkiej prowadzono wieloetapowo przy
pomocy technik chromatograficznych. Procedura izolacji L-FABP ma charakter
autorski. Zostala opracowana w oparciu o doswiadczenia wlasne oraz dane z
pismiennictwa dotyczace izolacji FABP z r6éznych narzadéow czlowieka
[138,142,178-1811, zwierzat [62,131,132,138,139,145,146,178,182-184] i roslin
[185], oraz dostgpne protokoty laboratoryjne [186-190] i zmodyfikowana w taki
sposob, aby zapewni¢ jak najwyzsza jako$¢ finalnego produktu, nawet kosztem
znacznego zmniejszenia wydajnosci metody. Jedna z zastosowanych modyfikacji
bylo wprowadzenie juz na pierwszym etapie oczyszczania denaturacji termicznej
frakcji cytosolu watrobowego w temp. 50°C [185]. Wykorzystujac wiasciwosé
stabilnosci termicznej L-FABP [21] mozna bylo, w ten stosunkowo prosty sposéb,
pozby¢ si¢ znacznej ilosci innych biatek o wigkszej sktonnosci do denaturacji pod
wptywem podwyzszonej temperatury. Kolejna modyfikacja byta delipidacja frakcji
cytosolu  watrobowego (denaturowanej termicznie Ww poprzednim etapie)
przeprowadzona na lipofilnym ztozu Lipidex 1000 w temp. 37°C [139]. Lipidex
1000 (hydroxyalkoxypropyl dextran) posiada zdolno$¢ adsorbowania lipidowych
ligandéw, przy czym w temp. 4°C wiaze jedynie ligandy niezwiazane z biatkiem,
natomiast w temp. 37°C wiaze zaréwno ligandy niezwiazane jak i zwiazane z
biatkiem. Gtéwnym celem delipidacji biatek frakcji cytosolowej byto zmniejszenie
heterogennosci L-FABP zwigzanej z opisywanym w pismiennictwie zjawiskiem
konformerii  strukturalnej L-FABP, indukowanej przez zwiazany ligand

[40,62,63,191,192]. Konformery strukturalne L-FABP wykazuja do$¢ znaczne
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roznice w zakresie struktury drugo- 1 trzeciorzedowej oraz wartosci punktu
izoelektrycznego w zaleznos$ci od tego, czy sa zwiazane z ligandem czy tez nie, a
takze prawdopodobnie w zaleznosci od rodzaju zwiazanego liganda [1,40].
Mogtoby to doprowadzi¢ do znacznych strat na dalszym etapie oczyszczania metoda
chromatografii jonowymienne;.

Frakcjonowanie delipidowanego cytosolu watrobowego przeprowadzono przy
uzyciu technik chromatograficznych: filtracji Zzelowej oraz chromatografii
jonowymiennej, chociaz niektérzy autorzy pomijaja ten ostatni etap oczyszczania L-
FABP uzyskujac réwniez zadowalajace rezultaty [112,131]. Aby upewni¢ sig, ze
frakcje cytosolu watrobowego uzyskane po pierwszym etapie chromatografii zelowej
(Sephadex G-50) zawieraja natywna form¢ L-FABP, ktéra nie ulegta denaturacji pod
wpltywem wczesniejszych procedur prowadzonych w podwyzszonej temperaturze
(denaturacja termiczna frakcji cytosolu w temp. 50°C, delipidacja frakcji cytosolu w
temp. 37°C) wykonano test wiazania kwaséw thiszczowych. Wyniki testu
potwierdzity obecno$¢ biatek wiazacych kwasy tluszczowe w zebranych frakcjach
cytosolu watrobowego o masie ok. 15 kD, a ponadto wykazaty istotnie wyzsza
zdolnos¢ wigzania kwasow ttuszczowych przez biatka w typowanych frakcjach w
stosunku do proby kontrolnej (cytochrom c) oraz innych frakcji zebranych z
kolumny chromatograficznej. Wyniki poszczegdlnych etapéw oczyszczania
monitorowano elektroforetycznie (SDS-PAGE) uzyskujac na ostatnim etapie
procedury izolacji biatko o bardzo wysokim stopniu homogennosci, oszacowanym
densytometrycznie na ponad 99%.

Procedur¢ immunizacji krélikéw przeprowadzono wykorzystujac homogenne L-
FABP. Otrzymano kilka populacji przeciwcial anty-L-FABP, ktére testowano
metodami immunochemicznymi (dot-blotting, Western-blotting, posredni test
ELISA) oceniajac je pod katem specyficznosci wzgledem L-FABP (tj. braku reakcji
krzyzowych z innymi biatkami cytosolu) oraz czutosci (tj. detekcji jak najmniejszych
stezen L-FABP). Do testu ELISA wybrano populacj¢ przeciwcial o optymalnych
parametrach immunochemicznych.

Jednym z zasadniczych celow pracy byto opracowanie testu ELISA umozliwiajacego
oceng ilosciowa L-FABP w materiale biologicznym w mozliwie szerokim zakresie
stgzen. Z zalozenia posredni test ELISA, cho¢ stosowany przez niektérych autoréw
[112,133] do pomiaru stezenia L-FABP w watrobie, gdzie poziom L-FABP jest

stosunkowo wysoki, jest mato przydatny do oznaczania L-FABP w materiale
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biologicznym zawierajacym znacznie mniejsze st¢zenie tego biatka [159], np.
surowica czy zOt¢ szczura [134], i jak wykazano dalej z6t¢ czlowieka. Poniewaz
proby opracowania kanapkowego testu ELISA (Sandwich ELISA) nie przyniosty
zadowalajacych rezultatow (czuto$¢ testu byta zbyt mata) zdecydowano si¢ na
rozwigzanie alternatywne, tj. kompetycyjny test ELISA z faza blokujaca (wg
terminologii angloj¢zycznej: Indirect Antigen Competition Blocking ELISA).
Granica czulosci opracowanego testu ELISA na poziomie 10 ng/ml wydaje si¢ by¢
zadowalajaca i1 jest poréwnywalna zakresem st¢zen bialek FABP oznaczanych w
surowicy krwi [123,124,142,154].

Precyzja opracowanego testu ELISA, mierzona warto$cia srednig wspétczynnikéw
zmienno$ci w seriach jednoczesnych (17%) i niejednoczesnych (22%) wydaje si¢
by¢ akceptowalna dla potrzeb badan biologicznych i poréwnywalna z danymi z
piSmiennictwa [124], chociaz wartosci obu wspotczynnikow sa wyzsze od
niezwykle restrykcyjnych wartosci referencyjnych dla testow klinicznych (ponizej
10%).

Srednia doktadno$¢ metody, mierzona sposobem odzysku, jest réwniez zadowalajaca
1 plasuje sig na poziomie 95%.

Rodzina bialek FABP zawiera rozmaite izoformy o podobnej strukturze i funkcji,
wykazujace pewien stopien homologii. Zatem teoretycznie wyniki testu ELISA
moglyby by¢ zawyzone z powodu krzyzowych reakcji przeciwciat anty-L-FABP z
innymi izoformami biatek wiazacych kwasy tluszczowe obecnymi w materiale
biologicznym pochodzenia pozawatrobowego. Szczegdlnie wysokie ryzyko
interferencji podczas oznaczania st¢zenia L-FABP w surowicy krwi mogloby
wystapi¢ ze strony izoformy sercowej H-FABP, ktora jak wykazano wczesniej jest
uwalniana do krwi w znacznych iloSciach z mig$nia sercowego oraz migsni
szkieletowych [141,142,154]1. Z tego wzgledu celowym wydawalo sig
potwierdzenie specyficznosci narzadowej testu ELISA wykorzystujacego otrzymane
przeciwciala, a S$cislej rzecz ujmujac jego specyficznos$ci immunochemiczne;j
wzgledem izoformy watrobowej biatka L-FABP. Zbadano wigc reaktywnos$¢
przeciwcial anty-L-FABP z cytosolem ludzkiego serca uzyskujac stopien krzyzowe;j
reakcji na poziomie zaledwie 0,6%, ktéry jest poréwnywalny z danymi z
pismiennictwa [6,112,133,180] 1 zapewnia wysoka specyficznos¢ testu wzgledem

najbardziej prawdopodobnego czynnika interferujacego, obecnego w surowicy krwi.
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Oczywiscie nieco problematycznym byloby sprawdzanie reakcji krzyzowych
przeciwcial anty-L-FABP wzgledem wszystkich biatek z rodziny FABP. Z
piSmiennictwa wiadomo jednak, ze przeciwciata anty-L-FABP wykazuja znikomy
procent krzyzowych reakcji z innymi izoformami biatek wiazacych kwasy
tluszczowe [6,133], ktérych stopien homologii z L-FABP nie przekracza 36% (wg
analizy programem BLAST [1707]).

Potwierdzeniem wiarygodno$ci opracowanego testu bylo poréwnanie oznaczen
poziomu L-FABP w watrobie z danymi z pi§miennictwa powtarzanymi wielokrotnie
przez roznych autorow. Uzyskany wynik 28,4 ug/mg w przeliczeniu na biatko
cytosolu, jest poréwnywalny z wartoSciami cytowanymi w odniesieniu tak do
cztowieka [133] jak i szczura [53,112,131,132,193]. Jedynie wyniki oznaczen
poziomu L-FABP w watrobie szczura wykonane przez Foucaud i wsp. (nb. przy
pomocy analogicznego, kompetycyjnego testu ELISA!) sa ponad 2-krotnie wyzsze w
poréwnaniu do uzyskanych przez autora tej rozprawy [134,135]. Podobna
rozbiezno$¢ wykazuja oznaczenia Paulussena [133] wykonane w cytosolu watroby
swini. Natomiast bardzo wysoka zbieznos¢ wynikéw uzyskano poréwnujac poziom
L-FABP w watrobie cztowieka, wyrazony w miligramach biatka na gram mokre;j
masy tkanki (0,82 mg/g) z oznaczeniami zespotu Kamisaki [58] wykonanymi
technikg testu radioimmunochemicznego (RIA). Ponad 3-krotnie wyzszy poziom L-
FABP w przeliczeniu na mas¢ tkanki (oznaczony kanapkowym testem ELISA)
podaje Pelsers [124]. Rozbiezno$ci w oznaczonych poziomach L-FABP moga
wynika¢ z odmiennosci gatunkowej [133], roznicy wieku [132] lub plci [45,46]
(chociaz w badaniach prowadzonych przez autora niniejszej rozprawy nie
zaobserwowano zaleznosci poziomu L-FABP od wieku badz pici), stanu odzywienia
[51], diety [194], istnienia ukrytej patologii narzadowej [4,58], a nawet
dobowych wahan poziomu L-FABP [195]. Niezwykle istotne znaczenie moga miec
réznice metodyczne, zarowno w zakresie wyboru testéw immunochemicznych (RIA,
rozne warianty ELISA), jak i1 przygotowania materialu biologicznego do pomiaru
(np. pomiar ex tempore badz po rozmrozeniu fragmentéw tkanki). Oznaczenia
wykonane przez autora rozprawy przeprowadzono na uprzednio gtgboko mrozonych
(-80°C), a nastgpnie rozmrozonych fragmentach watroby pobranej ze zwlok.
Procedura mrozenia - rozmrozenia tkanki powoduje rozpad znacznej ilosci

mitochondriéw a tym samym uwolnienie duzej iloSci bialkka macierzy
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mitochondrialnej do cytosolu. W konsekwencji poziom L-FABP zmierzony we
frakcji cytosolowej (wyrazony na mg bialka) jest zanizony, w pordéwnaniu z
wynikami oznaczen wykonanymi na materiale niemrozonym, tj. tuz po pobraniu. W
niniejszej pracy zastosowano ponadto pomiar poziomu L-FABP w ekstrakcie
watrobowym, a nie cytosolu watrobowym, co moze stanowi¢ wygodna modyfikacje
metodyczng o porownywalnym znaczeniu biologicznym. Wigkszos¢ probek watroby
potraktowano wiasnie w taki sposéb uzyskujac warto$¢ srednig poziomu L-FABP
rowna 8,5 pg/mg biatka ekstraktu watrobowego, co stanowi ok. 0,3 wartosci
zmierzonej we frakcji cytosolu watrobowego.

Opracowanie kompetycyjnego testu ELISA umozliwilo wykonanie pomiaréw
poziomu L-FABP w ludzkiej zétci. Do tej pory nie opisano tego typu wynikow w
pismiennictwie Swiatowym. W latach 1998-1999 ukazaty si¢ zaledwie 2 prace
autorstwa Foucaud 1 wsp. [134,135], w ktérych przedstawiono poziom L-FABP
zmierzony w z0lci przewodowej szczura (u szczura nie wystgpuje anatomiczny
odpowiednik pegcherzyka zoétciowego) oraz wykazano wylacznie jakosciowo
(Western-blotting) obecno$¢ L-FABP w zétci pobranej od dwdéch (sic!) pacjentow.
Statystyczne opracowanie poziomu L-FABP zmierzonego w ludzkiej zolci
wykonano w niniejszej pracy oddzielnie dla zoici przewodowej (zwanej rowniez
z0kcia watrobowa) oraz zo6lci pecherzykowej, gdyz stanowia one rezerwuary
materiatu biologicznego rézniace si¢ bardzo istotnie pod wzglgdem parametréw
biochemicznych i wlasciwosci patofizjologicznych [162,196-198]. Ze wzgledu na
brak referencji do analogicznych oznaczen u czlowieka, poréwnano jedynie poziom
L-FABP zmierzony w ludzkiej zétci przewodowej z poziomem L-FABP w zbici
przewodowej szczura [134]. Obie Srednie okazuja si¢ praktycznie réwne (ok. 140
ng/ml), aczkolwiek wartosci zmierzone u cztowieka wykazuja duzo wigkszy rozrzut
wynikéw wokot wartosci $redniej (SD = 120 ng/ml) w poréwnaniu z rozrzutem
cytowanych wartosci st¢zenia L-FABP dla szczura (SD= 17 ng/ml). Nalezy jednakze
pamigtac, ze probki zolci uzyskiwano $rédoperacyjnie lub w okresie pooperacyjnym
od chorych poddanych zabiegom chirurgicznym (laparoskopowym lub klasycznym)
z powodu patologii drég zétciowych. Chorzy ci stanowili niejednorodng grupg w
sensie diagnozy klinicznej oraz stanu fizykalnego i parametréw biochemicznych,
chociaz dominujaca przyczyna wigkszosci zabiegéw operacyjnych byta kamica
zo6tciowa lub jej powiktania. Pozyskano w ten sposob populacje pacjentow, w ktorej

rozktad mierzonej cechy (poziomu L-FABP w zo6fci) ma charakter wielomodalny, a
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jego analiza nie jest celem tego opracowania. Podobnie mozna tlumaczy¢
stosunkowo wysoki wspotczynnik zmiennos$ci statystycznej poziomu stg¢zenia L-
FABP mierzonego w ludzkiej z6ici pgcherzykowej. Ponadto nalezy zdawac sobie
sprawg, ze patofizjologia pecherzyka zotciowego warunkuje rézny stopien
zageszezenia zofci wyrazajacy sig, m.in. znacznym rozrzutem wartosci stgzenia
biatka catkowitego w probkach, co obserwowano w badaniach wiasnych (Ryc. 19,
str. 77), jak 1 piSmiennictwie [162]. Poza tym, z61¢ pecherzykowa, ze wzgledu na
znaczne stgzenie kwaséw zotciowych oraz soli nieorganicznych mogacych
potencjalnie interferowa¢ w reakcjach immunochemicznych, byla przed pomiarem
poddawana ultrafiltracji na membranie o punkcie odcigcia rz¢gdu 5 kD. Opisana
wyze] procedura fizycznej obrdobki prob zolci pecherzykowej mogla stanowi
dodatkowy generator zmiennosci statystycznej, zalezny chociazby od sktadu zoéfci i
stopnia jej zaggszczenia.

Komentarza wymagaja wyniki pomiaréw st¢zenia L-FABP w surowicy krwi.
Rozwazania na ten temat nalezaloby rozpocza¢ od dobrze udokumentowanych w
piSmiennictwie $wiatowym analogicznych badan dotyczacych izoformy sercowej H-
FABP oraz jelitowej I-FABP, ktére stanowity swego rodzaju zrédto inspiracji dla
autora niniejszej rozprawy [136,137,140-144,147,150,154,199-207]. Analiza
stgzen H-FABP w surowicy krwi cytowanych przez autoréw tych prac na przestrzeni
kilkunastu lat wykazuje niekiedy znaczne réznice, np. 3,65 £ 1,81 ng/ml [150] vs. 9
+ 5 ng/ml [142] vs. 28 £ 5 pg/ml [146] (sic!), co moze $wiadczy¢ o problemach
technicznych zwigzanych z opracowaniem immunochemicznej metody pomiaru
biatka H-FABP w zakresie stosunkowo niskich st¢zen. Pomimo zaangazowania
potencjatu intelektualnego liczacych si¢ osrodkéw naukowych oraz finansowego
firm biotechnologicznych, proba wdrozenia immunochemicznej metody oznaczania
H-FABP do diagnostyki klinicznej zawatlu serca [143,199,208,209] lub udaru
moézgu [200,210], nie wykroczyta wciaz poza obszar medycyny do$wiadczalne;j.
Podobna rozbieznos$¢ dotyczy immunochemicznych pomiaréw [I-FABP w surowicy
ludzkiej. Dla przyktadu Marks i wsp. [211] oraz Pelsers i wsp. [124] podaja
stgzenia [-FABP w surowicy cztowieka na poziomie ponizej 0,1 ng/ml, podczas gdy
Kaufman 1 wsp. [212] oraz Kanda i wsp. [206] szacuja t¢ warto$¢ na ok. 65 ng/ml.
Tak znaczne réznice pomigdzy réznymi osrodkami w oznaczeniach wykonanych

przy pomocy testéw ELISA niektérzy autorzy [124] prébuja ttumaczy¢ innymi
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wlasciwosciami rekombinowanego biatka I-FABP uzywanego do kalibracji oraz
roznica dotycza gornej granicy czutosci testow.

Analogiczne badania izoformy watrobowej L-FABP, polegajace na pomiarze
stgzenia L-FABP w surowicy krwi i prébie korelacji otrzymanych wynikéw z
okreslona patologia watroby, maja do$¢ krotka historig. W przeciagu ostatnich 2 lat
(w czasie kiedy praca nad niniejsza rozprawa dobiegta konca) opublikowano
zaledwie 3 prace, ktorych autorzy opracowali wystarczajaco czuly test ELISA (m.in.
typu kanapkowego, na bazie przeciwcial monoklonalnych, z rekombinowanym L-
FABP jako kalibratorem) umozliwiajacy pomiar L-FABP w surowicy krwi
cztowieka [123-125]. Guthman i wsp. [123] podaja, ze oznaczanie L-FABP w
surowicy krwi moze okazac si¢ przydatne w diagnostyce martwiczego zapalenia jelit
u wezesniakow. Pelsers 1 wsp. [125] zaobserwowali kilkukrotny wzrost poziomu L-
FABP w surowicy krwi chorych zagrozonych zlewna martwica przeszczepionej
watroby. W kolejnej publikacji ten sam zesp6t [124] badat st¢zenie L-FABP w
surowicy chorych z patologia jelita lub watroby. Wyrazny wzrost poziomu L-FABP
w surowicy wykazano jedynie u chorych z martwica jelita, pierwotng marskoscia
z0kciowa watroby oraz w niektérych przypadkach raka watroby. Zaledwie mierny
wzrost st¢zenia L-FABP obserwowano w niektérych przypadkach polekowego badz
alkoholowego uszkodzenia watroby, ostrego zapalenia trzustki czy cholestazy.
Jednak ze wzgledu na niska liczebno$¢ badanych grup chorych (4 — 5 przypadkéw)
prezentowane wyniki nie sa dos¢ przekonujace. Zreszta sami autorzy omawianej
pracy [124] podkres$laja ich wstgpny charakter.

Poziom L-FABP w surowicy krwi pacjentéw z grupy kontrolnej zmierzony przez
autora tej pracy jest poréwnywalny, w sensie rzgdu wielkosci z wynikami
uzyskanymi przez Pelsersa 1 wsp. [124] 1 wynosi 38,00 (29,00 — 48,25) vs. 9,46
(4,50 — 17,50) ng/ml (mediana, 25 — 75 percentyl). Oczywistym jest, ze réznice
pomigdzy osrodkami badawczymi w wynikach testow immunochemicznych sa do
pewnego stopnia nieuniknione i nie nalezy poroéwnywac¢ ich wprost w sensie
dostownym [3,4].

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy poziomu L-FABP w surowicy
chorych z laboratoryjnymi oznakami patologii watroby wzgledem grupy kontrolnej,
chociaz wartos¢ $rednia byta nieco wyzsza niz w kontroli. Podobnie nie stwierdzono

statystycznie istotnej réznicy pomigdzy poziomem L-FABP w surowicy chorych z
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rozpoznang klinicznie ostra niewydolnoscia watroby, a poziomem L-FABP w
surowicy kontrolnej, chociaz wartos¢ Srednia byta réwniez wyzsza niz w kontroli.
Ponadto nie stwierdzono, zeby poziom L-FABP w surowicy chorych z ostra
niewydolnoscia watroby wykazywat oczekiwana zmienno$¢ odpowiadajaca kinetyce
uwalniania biatka z uszkodzonej tkanki lub przekraczat gérna granicg ,,normy”
fizjologicznej zdefiniowanej jako Srednia arytm. kontroli + 2 x SD.

Uzasadnienia powyzszych obserwacji mozna dopatrywac si¢ poniekad w naturze
opracowanego testu ELISA. Wiele pomiaréw L-FABP w surowicy tylko nieznacznie
przekraczalo dolna granicg czutosci testu, okreslong na 10 ng/ml, co mogto miec
wplyw na uzyskane wyniki. Azeby uchwyci¢ subtelne zmiany st¢zenia L-FABP na
poziomie kilkunastu ng/ml nalezaloby prawdopodobnie obnizy¢ dolna granicg
czutosci testu o rzad wielkosci. By¢ moze konieczna bylaby modyfikacja testu
ELISA polegajaca na zastosowaniu przeciwcial ~monoklonalnych lub
rekombinowanego biatka L-FABP i kalibracja testu w waskim zakresie stgzen,
ponizej 10 ng/ml.

Z drugiej strony nalezy pamigta¢ o specyfice patofizjologii watroby. Struktura
anatomiczna i charakterystyka czynnosciowa tego narzadu jest diametralnie r6zna w
poréwnaniu z innymi narzadami/tkankami badanymi pod katem uwalniania FABP do
krwioobiegu. Niezwykle istotnym jest fakt, ze w odréznieniu od migsnia sercowego
czy jelita, watroba jest unaczyniona podwdjnie, w ok. 35% przez tetnice watrobowa
a w ok. 65% przez zyl¢ wrotna oraz posiada szczegdlna struktur¢ mikrokrazenia
[114]. W prawidlowych warunkach przez tgtnicg watrobowa dociera ok. 50% tlenu
zuzywanego przez watrob¢ [114]. Trudno zatem oczekiwa¢é w odpowiedzi na
niedokrwienie czy inny czynnik uszkadzajacy komdérki podobnie gwattownej reakcji
migzszu watroby przejawiajacej si¢ klasyczna krzywa ,,dzwonowa” uwalniania
biatka cytosolowego do krwi, tak jak ma to miejsce w przypadku zawalu serca lub
martwicy krezki jelita. Ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ proceséw detoksykacji
ustrojowych oraz zdolno$¢ komoérek miazszowych watroby do regeneracji, podatnos¢
hepatocyta na stres jest relatywnie mniejsza, a w konsekwencji uwalnianie biatka
cytosolowego do krwioobiegu moze by¢ miernie nasilone 1 przedtuzone w czasie.
Protekcyjne znaczenie reperacji tkankowej miazszu watroby nie budzi watpliwosci.
Udowodniono wszak, ze zahamowanie aktywnos$ci mitotycznej hepatocytéw szczura
przez podanie kolchicyny radykalnie zwigksza stopien stwierdzonego

histopatologicznie uszkodzenia watroby, podnosi poziom aminotransferazy
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alaninowej we krwi oraz wskaznik $miertelnosci zwierzat wskutek intoksykacji
paracetamolem, czterochlorkiem wegla czy bromobenzenem [213,214].

Nalezy pamigta¢, ze hepatocyt posiada 2 bieguny czynnos$ciowe: naczyniowy i
kanalikowy [114], co oznacza, ze zwigkszenie przepuszczalnosci btony
komoérkowe) wskutek dziatania czynnika uszkadzajacego komorke, powoduje wzrost
uwalniania biatka cytosolowego nie tylko do krwioobiegu ale réwniez do zéici.
Mechanizm ten, wraz z udokumentowanymi Ww niniejszej pracy stosunkowo
wysokimi poziomami L-FABP w ludzkiej zétci, moze tlumaczy¢ brak istotnego
wzrostu poziomu L-FABP w surowicy krwi chorych z patologia watroby. Do tej
pory doniesienia dotyczace metabolizmu bialek klasy FABP uwzgledniaty jedynie
klirens nerkowy jako sposéb eliminacji frakcji FABP wydzielanej do przestrzeni
pozakomoérkowej [147,150,163]. Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje
sig, ze w przypadku L-FABP nalezy ponadto uwzgledni¢ klirens watrobowy jako
istotng droge eliminacji puli watrobowej L-FABP. Z szacunkowych kalkulacji
dokonanych w oparciu o prezentowane wyniki pracy (patrz rozdz. 7.3.7, 7.3.8) oraz
dane z pismiennictwa dotyczace kinetyki wydzielania zétci [162] wynika, ze w
ciagu doby czlowiek wydziela z zétcia od ok. 0,006% do 0,028% catkowitej puli
watrobowej L-FABP. Chociaz oszacowana powyzej ilos¢ L-FABP nie jest
imponujaca, wydaje si¢ prawdopodobne, ze w warunkach patologicznej
destabilizacji bieguna kanalikowego btony komodrkowej hepatocyta lub cholestazy
moze ona mie¢ wptyw na wahania st¢zenia L-FABP w ptynach ustrojowych, w tym
w osoczu krwi. Naturalnie przedstawiona powyzej symulacja ma charakter czysto
spekulacyjny, tym niemniej daje pewne wyobrazenie o znaczacym udziale frakcji L-
FABP wydzielanej z 7zolcia w dystrybucji ogélnoustrojowej puli L-FABP.
Wyjasnienia wymaga niewatpliwie mozliwos¢ zwrotnego wychwytu osoczowej
frakcji L-FABP i1 wtérnego wydzielania tego biatka do zo6tci. Hipoteza ta mogtaby
znakomicie uzupetni¢ proponowane przez autora tego opracowania wytlumaczenie
braku typowej kinetyki uwalniania watrobowej puli L-FABP do krwi, obserwowane;j
w przypadku uszkodzenia innych narzadéw czy tkanek. Kwestia bezspornag jest
natomiast aktywny udzial uktadu fagocytéw jednojadrzastych watroby, Sledziony i
szpiku kostnego w eliminacji frakcji biatek osocza [215], w tym osoczowej puli L-

FABP.

101



Analiza specyfiki patofizjologicznej watroby bylaby niepetna, gdyby nie
wspomniano o patomechanizmie $mierci komorki watrobowej jako reakcji na
czynnik uszkadzajacy. Udowodniono ponad wszelka watpliwos¢, ze niedotlenienie
oraz wiele ksenobiotykéw, w tym hepatotoksyn moze indukowac nie tylko martwice
hepatocyta ale rowniez apopotoze [216]. Wykazano, ze szczegllnie podatne na
apoptozg sa hepatocyty zlokalizowane w relatywnie mniej utlenowanej strefie
okotozylnej (oznaczanej zwyczajowo cyfra 3) placika watrobowego lub hodowane in
vitro w warunkach zblizonych [216-218]. Wystarczy wspomnie¢, ze paracetamol
bedacy klasyczna hepatotoksyna wykazuje wyrazny tropizm witasnie w stosunku do
hepatocytow strefy okotozylnej placika watrobowego [219-221]. Udowodniono
rOwniez, ze niektére toksyny, leki a nawet substancje endogenne, jak kwasy
z6lciowe powoduja aktywacjg receptora FasR (CD95) w nieobecnosci liganda FasL,
co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komérki watrobowej [216]. Szczegdlnie
interesujace z klinicznego punktu widzenia sa doniesienia na temat indukcji
apoptozy komérek miazszowych watroby pod wplywem soli kwaséw zétciowych
[222,223]. Wykazano, ze podwiazanie przewodu zétciowego u myszy powoduje
aktywacje biatka FasR 1 nastgpowa apoptozg hepatocytéw [224]. Obserwacje te
sugeruja, ze cholestaza zarOwno zewnatrz- jak 1 wewnatrzwatrobowa moze by¢
czynnikiem indukujacym apoptoze hepatocytéw. W przebiegu ostrej niewydolnosci
watroby réwniez stwierdzono zwigkszona ekspresj¢ receptora FasR w hepatocytach
[225]. Do niedawna sadzono, ze D-galaktozamina stosowana jako hepatotoksyna w
badaniach in vitro lub w do$swiadczalnym modelu ostrej niewydolnosci watroby
indukowanej galaktozamina, powoduje wytacznie martwice hepatocytéw szczura
[226,227]. Istnieja przekonujace dowody na to, ze w ciagu 24 godz. po
dootrzewnowej iniekcji galaktozaminy, znaczacy odsetek szczurzych hepatocytow
ulega Smierci apoptotycznej [228-230]. Co wigcej sugeruje sig, ze znaczna czgs¢
komoérek apoptotycznych w przebiegu intoksykacji galaktozaming ulega wtdrnej
nekrozie [228]. Podwyzszony poziom mRNA biatka FasR udokumentowano w
przebiegu przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu B oraz C, a takze w
pozapalnej marskosci watroby [216,225,231,232] . Ponadto w wirusowym zapaleniu
watroby 1 marskosci pozapalne] wykazano zwigkszona ekspresj¢ liganda FasL w
obrgbie limfocytarnych naciekéw zapalnych, co sugeruje swoista kooperacje

cytotoksycznych limfocytow T i hepatocytéw w realizacji procesu apoptozy [225].
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Z kolei w alkoholowym uszkodzeniu watroby poziom receptora FasR byt
poréwnywalny z poziomem charakterystycznym dla nieuszkodzonych hepatocytow,
natomiast stwierdzono wyraznie wyzszy poziom ekspresji FasL w samych
hepatocytach, co moze $wiadczy¢ o indukcji apoptozy na drodze mechanizméw
parakrynnych lub autokrynnych [225]. Jak wynika z powyzszych rozwazan
apoptotyczny mechanizm $mierci komoérek miazszowych watroby jest niezwykle
powszechny w przebiegu rozmaitych proceséw patologicznych dotyczacych tego
narzadu, zaré6wno o charakterze ostrym jak i przewleklym. Fakt ten ma bardzo
powazne znaczenie dla badan z zakresu diagnostyki laboratoryjnej choréb watroby.
Nalezy bowiem uswiadomi¢ sobie, ze Smier¢ komorki na drodze apoptozy zwigzana
jest z jej kontrolowang autoliza, a w konsekwencji brakiem uwalniania do przestrzeni
pozakomoérkowej biomolekut o charakterze markeréw, ktérych poziom monitoruje
si¢ w przebiegu okreslonej patologii. Zatem apoptoza hepatocytéw w odpowiedzi na
bodziec uszkadzajacy watrobg, moze w pewnym stopniu tlumaczy¢ brak
spodziewanej kinetyki uwalniania L-FABP do krwi. Hipoteza ta pozostaje w
zgodnosci z wynikami pomiaru poziomu L-FABP w surowicy krwi pacjentéw z
laboratoryjnymi objawami patologii watroby (rozdz. 7.3.9), chorych z ostra
niewydolnoscia ~ watroby  (rozdz. 7.3.10) oraz chorych z cholestaza
zewnatrzwatrobowa w przebiegu kamicy z6tciowej (dane nie przedstawione), a takze
szczuré6w z indukowana galaktozaming ostra niewydolno$cia watroby (rozdz.
7.3.11). Jak wynika z nielicznych jak dotad doniesien z pi$miennictwa, wzrost
poziomu L-FABP w surowicy uwarunkowany uszkodzeniem watroby, pomimo
znacznej masy narzadu, jest zaskakujaco mierny (0,5 — 3 x granica normy fizjol.)
[124] w poréwnaniu ze wzrostem poziomu H-FABP w przypadku zawatu serca (10
— 25 x) [142,147,163] czy I-FABP (10 — 40 x) oraz L-FABP (1 - 30 x) w
przypadku martwicy jelita [124]. Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy
nie pozostaja w sprzecznosci z tymi danymi, a wrecz przeciwnie wydaja si¢
potwierdza¢ nietypowa kinetyke uwalniania L-FABP do krwioobiegu w przypadku
patologii watroby. Oczywiscie nalezy zachowa¢ odpowiedni dystans w stosunku do
doniesien z piSmiennictwa o charakterze wstgpnym, zwlaszcza ze wzgledu na bardzo
skapa liczbe publikacji i ograniczona liczebno$¢ badanych populacji (n = 4 — 5)
[124].
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Patologia watroby jest pojeciem niezwykle szerokim, a choroby tego narzadu maja
przebieg bardzo r6znorodny. Utrudnia to czgsto postawienie wczesnego rozpoznania,
zwlaszcza ze wiele choréb watroby w poczatkowej fazie ma przebieg subkliniczny.
Niekiedy pacjent zglasza si¢ do lekarza ze znacznym opdznieniem, poniewaz
bagatelizuje objawy prodromalne [233,234]. Bywa tak na przyktad w zatruciu
muchomorem sromotnikowym (Amanita phalloides). W pierwszej fazie zatrucia, po
12 — 14 godz. od spozycia, dominuja objawy dyspeptyczne spowodowane dziataniem
a-amanityny (silny inhibitor polimerazy RNA [235]) oraz stabo wchtanialnych
falotoksyn na sSluzowke jelita, po czym nastgpuje faza pozornej poprawy stanu
chorego trwajaca nawet do 24 godz., tj. do momentu kiedy amanityna uszkodzi
znaczng czg¢$¢ migzszu watroby [234,236] . Hospitalizacja moze by¢ z tego powodu
opdzniona nawet o ponad 2 doby [236]. Podobny przebieg kliniczny obserwuje si¢
w zatruciu paracetamolem (nazwa migdzynarodowa: acetaminophen [221]) oraz
innymi hepatotoksynami, gdzie faza skapoobjawowa lub wrgcz bezobjawowa moze
trwac nawet 72 - 96 godz. od momentu ekspozycji [234]. Zazwyczaj chorzy trafiaja
do szpitala z bardzo wysokimi poziomami aminotransferaz w surowicy krwi, co
moze oznaczaé, ze niskoczasteczkowe biatka cytosolowe, jak L-FABP zdazyty
znacznie wczesniej osiagna¢ maksymalny poziom w osoczu krwi, a by¢ moze nawet
ulegt on ponownej normalizacji. Analogiczne badania przeprowadzone na grupie
pacjentéw z zawalem serca lub martwica krezki jelita wykazaty bowiem, ze biatka
klasy FABP sa uwalniane z uszkodzonej tkanki do krwioobiegu juz w pierwszych
godzinach po zadziataniu czynnika sprawczego, osiagajac szczytowy poziom w
surowicy krwi po ok. 4 godz., by powrdci¢ do poziomu wyjsciowego po ok. 12 - 20
godz. [142,151,154,237-239].

Kolejnym czynnikiem komplikujacym interpretacj¢ obserwacji klinicznych jest fakt,
ze w przebiegu wielu chordb, jak cukrzyca, zapalenie watroby, marsko$¢ watroby,
nowotwory watroby stwierdzono wyrazny spadek watrobowego poziomu L-FABP,
co moze mie¢ niebagatelny wpltyw na ilos¢ L-FABP uwalniang do krwioobiegu w
wyniku dysfunkcji lub martwicy hepatocyta [4,58].

Grupa pacjentéw badanych w ramach niniejszego opracowania byla klinicznie
niejednorodna, albowiem przypadki ostrej niewydolnosci watroby spowodowane
byly réznymi czynnikami patogenetycznymi, m.in. zatruciem grzybami, zatruciem

paracetamolem (silna hepatotoksyna), zatruciem wielolekowym czy zaostrzeniem
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przewlektej niewydolno$ci watroby niejasnego pochodzenia. Weryfikacja
uzyskanych wynikow wymagataby przeprowadzenia badan prospektywnych na duze;j
populacji 1 precyzyjnego doboru przypadkéw klinicznych z mozliwie wczesnym
rozpoznaniem ostrego uszkodzenia watroby.

W celu potwierdzenia obserwacji poczynionych na ludziach, przeprowadzono
do$wiadczenie na modelu zwierzgcym ostrej niewydolnosci watroby, co umozliwito
znacznie lepsza kontrol¢ uktadu doswiadczalnego. Do oznaczenia szczurzego L-
FABP w surowicy krwi wykorzystano krolicze przeciwciata przeciwko ludzkiemu L-
FABP, co wydaje si¢ by¢ zasadne ze wzgledu na znaczng homologi¢ obu biatek i
wysoki poziom reakcji krzyzowych tych przeciwciat ze szczurzym biatkiem L-FABP
(patrz rozdz. 7.3.6) [133]. Analogicznie zreszta stosowano z powodzeniem krdlicze
przeciwciala przeciwko szczurzemu L-FABP do oznaczania L-FABP w materiale
biologicznym czlowieka [240]. Ostra niewydolnos¢ watroby u szczura indukowano
galaktozaming podawana dootrzewnowo [160,161]. Uzyskane wyniki potwierdzity
obserwacje poczynione odno$nie cztowieka, tzn. nie stwierdzono spodziewanego
wzrostu poziomu L-FABP w surowicy krwi szczur6w powyzej goérnej granicy
fizjologicznej ,normy” ustalonej doswiadczalnie dla populacji szczuréw
kontrolnych. Prawdopodobne przyczyny tego zjawiska sa analogiczne jak w
przypadku cztowieka i zostaty oméwione powyzej. Tytutem uzupetnienia nalezatoby
doda¢, ze wg niektérych doniesien okres pottrwania biatek klasy FABP we krwi
wynosi zaledwie ok. 20 min [124,203], podczas gdy okresy poéttrwania
aminotransferaz alaninowej 1 asparaginianowej oznaczanych rutynowo w
diagnostyce i monitoringu choréb watroby wynosza odpowiednio: 47 godz. i 17
godz. [219,241]. Tak znaczna rozbiezno$¢ pomig¢dzy okresami pottrwania
znakomicie tlumaczy udokumentowany przez autora rozprawy brak zaleznoS$ci
pomigdzy osoczowym poziomem aminotransferaz a L-FABP w przebiegu patologii
watroby zaréwno u czlowieka jak i1 szczura. W Swietle powyzszych danych nie
mozna wykluczy¢, ze krétkotrwaty wzrost st¢zenia L-FABP we krwi szczuréw z
ostra niewydolno$cia watroby nie zostat uchwycony ze wzgledu na zbyt mata liczbe
punktow pomiarowych w czasie. Uszkodzenie watroby zwiazane jest zwykle z
dysfunkcja pewnej populacji hepatocytow, ktéra przejawia si¢ m.in. zahamowaniem
syntezy biatka na poziomie transkrypcji lub translacji. Okres péttrwania L-FABP w

hepatocycie wynosi ok. 75 godz. [51,242], co oznacza ze z czasem dochodzi do
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spadku poziomu L-FABP w komoérce. Wsrdd szeregu objawéw klinicznych w
przebiegu zatrucia hepatotoksyna stosunkowo czgsto wystgpuje faza dolegliwosci
dyspeptycznych manifestujacych si¢, m.in. spadkiem taknienia, wymiotami,
biegunka. U szczuréw traktowanych galaktozaming stwierdzono przypadki nasilone;j
biegunki oraz wyraznie mniejsze spozycie standardowej paszy laboratoryjnej. Jak
wykazat Bass i wsp. [7,242,243] kilkudniowe gtodzenie szczuréw powoduje spadek
zawartosci L-FABP w watrobie nawet o 70%. Tak znaczny spadek tkankowego
poziomu L-FABP jest mozliwy ze wzgledu na nasilony katabolizm biatka [51], co
w konsekwencji moze by¢ zwigzane z uwolnieniem mniejszej ilosci L-FABP z
krytycznie uszkodzonej lub martwiczej komorki.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze metabolizm L-FABP rozwazany w kontekscie
patofizjologii watroby i drég zoétciowych jest stosunkowo malo poznany. Wiele
doniesien z ostatnich lat, jak rowniez wynikow prezentowanych w niniejszej pracy
ma charakter wstgpny 1 wymaga weryfikacji w toku kolejnych badan tak
biochemicznych jak 1 klinicznych. Przydatno$¢ kliniczna immunochemicznych
metod oznaczania L-FABP jest wciaz dyskutowana. Niewatpliwa szansa dla
medycyny klinicznej sa nowe generacje testOw immunochemicznych o wigkszej
czutosci 1 precyzji, jak chociazby amperometryczny immunosensor [152] czy
elipsometryczny test immunoprecypitacji [148] pozwalajacy na oznaczanie biatka

w zakresie stgzen pikomolowych.
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. Streszczenie

. Wyizolowano izoforme¢ biatka L-FABP z watroby ludzkiej charakteryzujaca si¢

wysokim stopniem homogennosci.

. Wyprodukowano specyficzne przeciwciata przeciwko tej izoformie.

Opracowano immunochemiczng metod¢ pomiaru watrobowego biatka wiazacego
kwasy tluszczowe w ludzkim materiale biologicznym w zakresie stgzen

nanomolowych.

. W oparciu o t¢ metod¢ okreslono ilosciowo poziom L-FABP w ekstrakcie z
watroby ludzkiej oraz frakcji cytosolu watrobowego uzyskujac wynik
poréwnywalny z danymi z piSmiennictwa, co pozwala na jej adaptacj¢ do analizy
ilosciowej L-FABP w materiale biopsyjnym u chorych z patologia watroby (np.
uszkodzenie watroby, diagnostyka rdéznicowa 1 prognostyczna guzéw

przerzutowych watroby).

Okreslono ilosciowo poziom L-FABP w Zétci pgcherzykowej oraz przewodowej
pobranej od chorych leczonych chirurgicznie z powodu patologii drog
z6tciowych. Uzyskane wyniki maja niewatpliwy walor poznawczy, jako ze w
piSmiennictwie $wiatowym nie opublikowano do tej pory ilo$ciowej analizy L-
FABP w ludzkiej zo6ici. Stanowia one punkt wyjscia do dalszych badan
dotyczacych patofizjologii watroby 1 drog zétciowych.

. Wykazano brak bezposredniej zaleznosci pomigdzy uszkodzeniem hepatocyta
(mierzonym aktywnos$cia aminotransferaz w surowicy krwi chorych z objawami
patologii watroby) a wzrostem poziomu L-FABP w surowicy. Mozna to
czesciowo ttumaczy¢ specyfika anatomiczng i patofizjologiczna watroby, m.in.
uwalnianiem znacznych ilosci L-FABP do zéici przez biegun kanalikowy

hepatocyta oraz krétkim okresem péttrwania L-FABP w osoczu krwi.

. Wykazano wzrost st¢zenia aktywnosci aminotransferazy alaninowej i brak zmian

poziomu L-FABP w surowicy krwi szczuréw z indukowanym galaktozaming
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ostrym uszkodzeniem watroby, co pozostaje w zgodnosci z obserwacjami

dotyczacymi cztowieka.
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10. WhnioskKi

1.

Izoforma L-FABP otrzymana w czystej postaci z watroby cztowieka moze by¢

uzyta do produkcji specyficznych przeciwciat poliklonalnych.

Uzyskane przeciwciata mozna zastosowa¢ w metodzie ELISA do oznaczania
izoformy L-FABP w materiale biologicznym czlowieka (ekstrakt watrobowy,

z061¢, surowica krwi).

. Poziom L-FABP w watrobie nie zalezy od pici i wieku (podobnie jak poziom L-

FABP w z6ici).

Stezenie L-FABP w surowicy krwi nie wzrasta u chorych z uszkodzeniem
watroby mierzonym aktywnoscia aminotransferaz. Brak zmian moze by¢
spowodowany specyfika patofizjologii watroby (podwdjne ukrwienie,
wydzielanie L-FABP do zétci) oraz krotkim okresem poéttrwania L-FABP w

osoczu krwi.
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