Helena Kupcova Skalnikova

Proteinova sekrece bunék savcu
aneb jak si buniky povidaji
a jak jim naslouchat

Preziti kazdé spolec¢nosti zavisi na komunikaci mezi jedinci. At uz je to spole-
censtvi bakterii a kvasinek (viz clanky M. Kuthana a Z. Palkoveé, Ziva 2000, 1:
5-8 a 2002, 1: 2-5), vcel v 1lu, lidska spolecnost se vsemi svymi komunikacni-
mi vymozenostmi nebo mikroskopicky svét bunék utvarejicich jeden rostlinny,
zvireci nebo lidsky organismus. Buriky se musi mezi sebou ,,domlouvat®, aby
zajistily spravny rist, spravnou funkci tkani a orgént, tvorbu energie, tvorbu
novych bunék a jejich specializaci do jednotlivych tkani (diferenciaci), ale
i zanik opotifebenych nebo poskozenych bunék. To vse s jedinym cilem: zajistit

preziti organismu a zachovani druhu.

Komunikace mezi buitkami vyuzivé po-
mérné jednoduché néstroje. Buiika, ktera
vysila signdl, vytvari uréitou chemickou
molekulu. Ta je rozpoznana senzorem (re-
ceptorem) buriky, jeZ signél p¥ijima. Mole-
kulou pfenasejici signdl mohou byt bil-
koviny, peptidy, aminokyseliny a jejich
derivaty, steroidy, nebo i nékteré plyny.
Je nutné zduraznit, Ze k signaltim jsou
vnimavé pouze ty buiiky, které nesou spe-
cificky receptor pro danou signalni mole-
kulu. Ostatni buriky jsou k tomuto signalu
hluché.

Po navézéani signalni molekuly na re-
ceptor se v cilové buiice signél z vnéjstho
prostfedi pfevede na nitrobunéc¢né signa-
ly, které vedou ke zméné chovani burniky.
Napf. signdl k déleni bunky (mitogenni
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signél) rozeznava receptor na buné¢ném
povrchu. Po aktivaci receptoru je postup-
né piredan az do bunééného jadra, kde
spousti transkripci genti a tvorbu enzymt
a dalsich proteint potiebnych pro repli-
kaci DNA a buné¢né déleni.
Komunikace mezi buiikami savéiho
organismu probiha na malé i velké vzda-
lenosti (obr. 1). Malé skupiny bunék mo-
hou byt mezi sebou v pfimém kontaktu.
Pokud spolu tésné sousedi, mohou si pii-
mo vymérnovat nékteré malé molekuly
mezi svymi cytoplazmami pomoci kanal-
ki v membréanach (gap junctions). Tato
komunikace je nezbytna napft. pro buiiky
srde¢ni svaloviny, kde se signél pro stah
svalu pfeddvd pravé pomoci p¥imych
propojeni cytoplazmy sousednich bunék
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a vede tak k efektivni kontrakci svaloviny
jako celku.

V jinych p¥ipadech pf¥imého kontaktu
bunék se urcita bilkovina na povrchu jedné
buriky pfimo vaZe na receptor na povrchu
sousedni buriky. Tato signalizace zavisla
na kontaktu podavé informace o umisténi
buniky mezi jinymi butikami a okolnim
prostfedim a je nezbytné pro udrZeni ce-
listvosti a spravné organizace tkani nebo
migraci bunék vyvijejiciho se embrya.

Mezibunétna komunikace na vétsi vzdé-
lenosti je zprostfedkovéna pomoci sekre-
ce, tedy uvoliiovan{ signalnich molekul
z buntkky do mimobunééného prosttedi.
Zde se mohou signalni molekuly 3iFit
v okolnim mezibunééném prostoru, nebo
vstupovat do lymfatickych ¢i krevnich cév
a byt roznaseny po celém organismu. Po-
kud jsou sekretovanou molekulou ovliviio-
vany buriky v blizkém okoli, hovotime
o parakrinni signalizaci. V pfipadg, Ze jsou
signalni molekuly uvolilovany do téles-
nych tekutin, jako je krevn{ sérum, a tak
transportovany na velké vzdalenosti po
celém organismu, jde o endokrinni signa-
lizaci. Endokrinni signalizace je napf. vy-
uzivana u bilkovinnych hormont vyluco-
vanych Zlazami s vnitini sekreci.

Zvlastnim druhem signalizace je pfenos
signdlu mezi dvéma neurony. Neuron vy-
siléd vybézkem — axonem — elektrické sig-
nély vysokou rychlosti a ¢asto na velké
vzdéalenosti. V misté specializovaného
spoje mezi dvéma nervovymi burikami
(synapse) se elektricky signdl méni na
chemicky. Z nervového zakonceni axonu
se do tzké stérbiny mezi burikami uvolni
molekuly nervovych mediatort, které jsou
ihned navazany na receptory cilové buii-
ky. Podobné se pfivadi signédl z axont
nervovych bunék na svalova vlédkna, kde
mediatory uvolnéné z nervového zakon-
¢eni ¥idi stah napt. kosterntho svalu.

V tomto ¢lanku se zaméfime na mezi-
bunéénou komunikaci pomoci sekrece
proteinti a popiseme metody, kterymi lze
bilkoviny uvolilované z bunék do mimo-
buné¢éného prostfedi studovat.

1 Zptsoby komunikace mezi burikami
na malé a velké vzdélenosti (blizsi
vysvétleni v textu)

2 Koncentrace bilkovin krevniho séra
¢lovéka. Graf ukazuje obrovsky rozsah
koncentraci riznych bilkovin v séru
zdravého c¢lovéka. Proteinové

a peptidové hormony, ristové faktory,
interleukiny a cytokiny dosahuji vic
neZ milionkrat nizsich koncentraci nez
vétsina klasickych sérovych bilkovin.
Analyza malo koncentrovanych molekul
vyzaduje vysoce specializované
laboratorni techniky.

3 Piehled sekre¢ni dréhy. Klasicky
sekretované bilkoviny se z bunék uvol-
nuji sekre¢ni drahou probihajici pfes
endoplazmatické retikulum a Golgiho
aparat. V téchto organelach dochazi

k dpravam molekul, ¢imz proteiny
ziskévaji svou strukturu a funkci. Trvale
(konstitutivné) sekretované proteiny
jsou k povrchu buniky dopravovéany

v transportnich vac¢cich. U regulované
sekrece se obsah sekrec¢nich vacki
uvolriuje ven z bunky az po pfijeti
urc¢itého signélu.
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Sekretované bilkoviny

Typické sekretované bilkoviny se z bunék
uvoliiuji neustdle (konstitutivné). Pati{
mezi né bilkoviny krevniho séra vytvare-
né prevazneé jaternimi burikami nebo bil-
kovinné slozky mezibunéénych prostor
(extracelularni matrix) uvoliiované bun-
kami pojivové tkané. Jsou tvofeny ve vel-
kém mnozstvi — napf. albumin krevniho
séra dosahuje koncentraci desitek mili-
graml v mililitru séra.
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V jinych burikach jsou bilkoviny urcené
k sekreci skladovany a uvolni se ven az po
prijeti ur¢itého signélu, tedy regulované.
Takto fizené jsou vylucovany napi. pre-
kurzory travicich enzymu z bunék sliniv-
ky bfini nebo bilkoviny mléka z bunék
mlécné zlazy. Zvlastnim p¥ipadem jsou
bilkoviny, jejichZ koncentrace v télesnych
tekutinach jsou mizivé, ale zaroven dosta-
¢ujici k tomu, aby vyvolaly potfebny efekt
u cilovych bunék. Mezi takové bilkoviny

51

s velmi silnym tc¢inkem se fadi proteinové
a peptidové hormony (napi. inzulin, gluka-
gon, prolaktin, oxytocin a gastrin) a cyto-
kiny (interleukiny, interferony, chemokiny
a rustové faktory, jako napft. erytropoetin,
epidermalni ristovy faktor, fibroblastovy
rustovy faktor). Koncentrace cytokina v lid-
ském séru dosahuji ¢asto jen nékolika
jednotek ¢i desitek pikogramt na mililitr,
coZ je o 9 fadi méné nez koncentrace
albuminu (obr. 2). Tyto vysoce aktivni mo-
lekuly nachéazeji siroké uplatnéni v biolo-
gickém vyzkumu, kde se vyuzivaji napf.
k aktivaci bunék imunitniho systému,
podpofe mnoZeni bunék v bunécnych
a tkanovych kulturach nebo k jejich dife-
renciaci do pozadovanych bunécénych
typu. V lékarstvi se cytokiny a protilatky
proti nim a jejich receptorim zac¢inaji
§iroce pouzivat v tzv. biologické 1é¢bé (¢la-
nek o tomto tématu vyjde v nésledujicim
¢isle Zivy).

Jak sekrece probiha
Vétsina bilkovin je z bunék vylucovana
sekre¢ni drahou probfhajici pfes endo-
plazmatické retikulum a Golgiho aparat
(obr. 3). Tyto dvé bunécéné organely jsou
tvofeny systémem vacka ohranic¢enych
lipidovou membrénou. Bilkoviny uréené
k sekreci vstupuji dovniti vacki endo-
plazmatického retikula jiZ béhem své syn-
tézy. V endoplazmatickém retikulu a Gol-
giho aparétu jsou proteiny upraveny, aby
ziskaly spravnou strukturu a funkci. Vacky
obsahujic{ hotové funkéni proteiny na-
konec vyprazdni sviij obsah mimo buriku
splynutim membrany vacku s cytoplaz-
matickou membréanou (tzv. exocytéza).
Typické savéi burika obsahuje kolem
10 000 riznych druhi proteind a kazdy
z nich se mus{ nachédzet na spravném
misté (napf. uvnitf mitochondrii, v jadre,
lyzozomech, cytoplazmé, nebo byt sekre-
tovdn mimo buriku). T¥idéni proteint do
cilovych destinaci za¢ina jiz béhem jejich
syntézy na cytoplazmatickych ribozomech.
Vétsina proteinti uréenych k sekreci nese
na zac¢étku polypeptidového fetézce (N-ko-
nec) specifickou sekvenci, ktera se skla-
dé z jedné nebo vice kladné nabitych ami-
nokyselin ndsledovanych nepferusenou
fadou 6-12 hydrofobnich aminokyselin.
Tato signdlni sekvence dava informaci
ribozomu, aby se béhem prekladu mRNA
do proteinu navazal na endoplazmatické
retikulum. Vznikajici polypeptidovy feté-
zec je pfimo béhem své syntézy pfenasen
do vnitfniho prostoru retikula. V ném do-
chézi k posttransla¢nim tipravam proteinu,
které zahrnuji odstépeni signélni sekven-
ce, spravné sbaleni proteinu do trojroz-
mérné struktury, tvorbu disulfidickych
mustk, navazani cukernych Fetézcu a se-
staveni proteint skladajicich se z vice pod-
jednotek. Spravné poskladané proteiny
jsou transportovany do Golgiho aparatu,
zatimco chybné sloZené jsou odbourany.
Vétsina sekretovanych proteint obsahu-
je jeden nebo nékolik cukernych fetézct.
V Golgiho aparédtu probiha vazba dalsich
cukernych zbytkd na proteiny a zaroven
slozitd enzymaticka tprava cukernych fe-
tézct. Velka ¢ést sekretovanych proteini
(napt. albumin, inzulin, glukagon) je synte-
tizovana ve formé neaktivnich proproteint
a vyzaduje odstépeni ¢éasti polypeptidu
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ke své aktivaci. Tato proteolyticka aktiva-
ce nastava v Golgiho aparétu, nebo pfimo
v sekre¢nich vadécich transportovanych od
Golgiho aparatu k buné¢nému povrchu.
Obsah vacki je vyprazdnén ven z buriky
pomoci exocytézy.

Neékteré proteiny, jako napft. fibroblas-
tovy ristovy faktor nebo interleukin 1 beta
(IL-1B), nenesou signalni sekvenci a ne-
vstupuji tedy do klasické sekrecni drahy
pres endoplazmatické retikulum a Golgi-
ho aparat. Takové proteiny se z bunék
uvolriuji alternativnimi zptsoby. Jednim
z nich je pfenos proteinu ptes cytoplaz-
matickou membranu pomoci specializova-
nych membranovych transportéri, které
jsou schopné pienést i pomérné objemné
proteiny sbalené do findln{ trojrozmérné
struktury. Proteiny se mohou z bunék uvol-
fiovat také ve vaccich obalenych membra-
nou (mikrovezikuly nebo exozomy), které
mohou navic obsahovat mediatorovou RNA
a kratké nek6dujici RNA (miRNA z anglic-
kého micro RNA), a hraji tak velmi vyznam-
nou dlohu v mezibunééné komunikaci
a signalizaci. Existuji i dal$f mechanismy
neklasické sekrece, které vsak dosud ne-
jsou dostate¢né objasnény.

Studium sekretovanych bilkovin
v praxi
V poslednich péti letech doslo v mnoha
védnich oblastech k velkému nértstu za-
jmu o sekretované molekuly. V mikrobiolo-
gii probiha vyzkum proteinti uvoltiovanych
bakteriemi, kvasinkami a plisnémi, které
je mozné vyuzit v biotechnologiich, potra-
vinafském primyslu, zemédélstvi nebo
pii ochrané zivotniho prostfedi. Vysledky
téchto studif se uplatiiuji nejcastéji pii
vyrobé biopaliv, syntéze chemickych la-
tek, potravnich dopliiki a 1é¢iv, odboura-
vani toxickych latek, odpadi a pifi likvi-
daci ropnych havarii. Podrobné se také
zkoumaji interakce mezi mikroorganismy
a ¢lovékem pii infekénich onemocnénich.
V oblasti zdkladniho vyzkumu ve vyvojo-
vé biologii se studuji vztahy bunék pti
utvétfeni tkédni a orgdnt vyvijejiciho se
embrya. V zemédélstvi probihd mimo jiné
analyza sloZeni rostlinnych bunéénych
stén. To vede k ziskdni novych odrid ovo-
ce a zeleniny (napf. rajcat) s upravenymi
bunéénymi sténami, které jsou odolné
proti nechténému méknuti a znehodnoce-
ni plodt béhem piepravy a skladovani.
Problematika sekretovanych bilkovin
je snad nejaktualnéjsi v lidské mediciné,
a to zejména v onkologii. Pokud budou
nalezeny bilkoviny typické pouze pro na-
dorové buiiky a pfitomné v méfitelném
mnozstvi v krvi pacienta, bude mozné je
snadno vyuzit k odhaleni nadorového
bujeni v ¢asném stadiu, kdy onemocnéni
byva obvykle jesté pomérné dobte 1écitel-
né. Molekuly uvoliiované z nadorovych
bunék lze vyuzit nejen pro uréeni diagnoé-
zy, ale i pro sledovani G¢innosti lé¢by.
Dalsi velmi studovanou oblasti jsou lidska
civiliza¢ni, metabolicka a degenerativni
onemocnéni, jako napt. obezita, cukrovka,
vysoky krevni tlak, opotiebeni kloubnich
chrupavek (artr6za) nebo degenerativni
onemocnéni nervového systému. Zde se
intenzivné zkoumaji bilkoviny sekreto-
vané tukovou tkéni, svalovymi buiikami,
buiikami cévni stény (endotelové buriky),
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ale také kmenovymi buiikami, které by
bylo moZno pouZit k hojeni a obnové po-
Skozenych tkani. Posledni dobou se ukazu-
je, Ze za obnovu poskozené tkdné nemusi
byt zodpovédné pouze kmenové buiky —
podobny efekt maji casto molekuly sekre-
tované témito burikami. Ty pak podporuji
déleni bunék p¥itomnych v tkani, zabra-
nuji jejich odumirani, a tim se podileji na
regeneraci poskozeni. S trochou nadsaz-
ky mtizeme Fict, Ze takto by bylo mozné
pacientovi usit na miru koktejl ristovych
faktortd a dalsich molekul, které by mu
byly schopny obnovit poskozenou chru-
pavku v koleni, srde¢ni sval po infarktu,
nebo tfeba zmirnit ibytek nervovych bu-
nék pfi Alzheimerové chorobé. Zaroven
by zde odpadly nékteré etické a technic-
ké problémy se ziskdnim dostateéného
poctu kmenovych bunék, zajisténim tole-
rance pfenesenych bunék imunitnim systé-
mem pifjemce apod.

Kdo to tady vlastné mluvi?
Velmi ¢asto nas zajimé, kterd burika je
zdrojem vysilanych signélt, nebo naopak,
které proteiny je buiika schopna za urci-
tych podminek tvofit. To lze jen velmi
obtizné zjistit ze vzorku krevniho séra,
které proudi celym organismem a unasi
proteiny produkované riiznymi buikami.
Proto byva nutné vydat se jinymi cestami.
Zda se, Ze nejjednodussim feSenim je
vyjmuti studovanych bunék ven z orga-
nismu a jejich péstovéani in vitro, tedy
v umélém Zivném roztoku ve formé bu-
né&c¢nych kultur. PreZiti a mnoZeni vétsi-
ny bunék v umélém Zivném médiu zavisi
na piitomnosti séra jako zdroje rastovych
faktort a dalsich latek. P¥itomnost séra
a zejména albuminu a dalsich hlavnich
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4 Princip imunologickych metod.
Imunologické techniky vyuZivaji vyso-
kou citlivost protilatek. Metodou ELISA
1ze métit koncentraci jedné bilkoviny
(jako ptiklad je uveden epidermélni
ristovy faktor EGF — bliZze v textu).
Pomoci protilatkovych mikro¢ipti nebo
metody Luminex lze detekovat desitky
az stovky sekretovanych bilkovin v jed-
nom experimentu (zde pro zjednoduseni
uvadime piiklad detekce ¢tyf riznych
bilkovin). Ve zkoumaném vzorku

je ve vétsim mnozstvi pfitomen interleu-
kin 2 (IL-2) a v men3i koncentraci EGF

a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa).
Vsechny tfi metody umoziuji stanovit
koncentraci zkoumaného proteinu

ve vzorku. U metody ELISA dochézi

k tvorbé barevného produktu enzymem
navazanym na protilatce. Intenzita barvy
odpovida koncentraci métfené bilkoviny.
U mikrocipd a metody Luminex je proti-
latka znacend biotinem, na ktery se vaze
fluorescenc¢né znaceny streptavidin —
intenzita jeho fluorescence odpovida
mnozstvi méfené bilkoviny. Fluorescence
protilatek na mikroc¢ipu se detekuje
pomoci fluorescen¢niho skeneru.

U metody Luminex prochézeji kulicky
tenkou kapilarou, kde dva lasery zjistuji
barvu kulicky (tedy ktery cytokin mé¥i-
me) a zaroven fluorescenci streptavidinu.

sérovych bilkovin ndm ale znacné kom-
plikuje analyzu sekretovanych proteinti
pomoci proteomickych technik (viz dale).
Proto se buiiky péstuji v zivném médiu
bez séra, a to jen nékolik hodin (typicky
6—24 hodin, podle typu bunék), aby nedo-
8lo k jejich odumirani, a tim se do zivné-
ho roztoku neuvolnily také nitrobunécné
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5 Protilatkové mikroc¢ipy pro detekci
sekretovanych proteinti.

A — Protilatkovy mikroc¢ip pro méfeni
hladin 10 prasecich cytokini. V kazdém
policku ohrani¢eném rameckem je
analyzovan jeden vzorek praseciho séra.
Mikrocip umoziuje métit hladiny

10 cytokint — po fadcich interleukiny
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
ristovy hormon pro granulocytérni fadu
leukocytt a makrofagy (GM-CSF), inter-
feron gama (IFNy), transformujici rastovy
faktor beta 1 (TGFB1), tumor nekrotizujici
faktor alfa (TNFa), kazdy ve ¢tyfech
opakovanich. B — Protilatkovy mikrocip
pro detekci 80 riznych sekretovanych
proteind. Jako vzorek byl pouzit zivny
roztok, v némz byly péstovany lidské
neurony. Buiiky do roztoku uvoliiovaly
nékteré cytokiny a ristové faktory.

C — Mapa mikrocipu z obr. B ukazuje
rozmisténi protilatek detekujicich jednot-
livé sekretované proteiny. Neurony

za danych podminek uvoliiovaly IL-8,
monocytarni chemotakticky protein 1
(MCP-1), vazebny protein 2 pro inzulinu
podobny rastovy faktor (IGFBP2), osteo-
pontin aj. Orig.: H. Kupcovéa Skalnikova

bilkoviny. Médium se poté zkoumé na pii-
tomnost proteint vylu¢ovanych z bunék.
V nékterych piipadech je vhodné buiky
pfed analyzou povzbudit ke zvysené se-
kreci. Pokud jde o ¥izenou sekreci z bunék,
tj. sekre¢ni vacky uvoln{ sviij obsah ven az
po pfijeti ur¢itého signalu, mtzeme zvyse-
nou sekreci stimulovat vhodnym signalem.
Takto se vyuziva napf. lipopolysacharid
bunécéné stény bakterii, tumor nekrotizu-
jici faktor alfa (TNFa), interleukin 1 beta
nebo interferon gama (IFNy) ke stimulaci
sekrece bunék imunitniho systému (lymfo-
cyty, monocyty), nékterych podptirnych bu-
nék nervového systému (astrocyty, mikro-
glie) nebo i nékterych kmenovych bungk
(mezenchymové kmenové butiky, kmenové
buriky tukové tkang).

Umélé prostfedi bunéénych kultur ne-
musi zcela napodobovat pfirozené pro-
stfedi v organismu a muZze tedy pozmé-
nit bunéc¢nou sekreci. Proto je v urcitych
pripadech vyhodné vyjmout celou tkan
a ex vivo sledovat proteiny uvolnéné z tka-
né do Zivného média. Tato strategie byla
Uspésné vyuzita napi. k identifikaci pro-
teint sekretovanych buiikami lidské chru-
pavky nebo tukové tkané.
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Nejvyhodnéjsi se logicky zd4 byt ana-
lyza sekrece in vivo, tedy pfimo v zivém
organismu. Toho lze dosdhnout rozborem
nékterych lokalné tvotenych télnich teku-
tin, jako jsou mozkomigni mok, sliny, moc,
plodové voda, synovialni tekutina v klou-
bech nebo intersticialni tekutina v tkanich.
Nejzajimavéjsi, ale technicky nejnaro¢né;jsi
je analyza intersticialni tekutiny, ktera vy-
pliiuje mezibunécéné prostory a obsahu-
je proteiny lokalné uvoliiované burikami
v jejich pfirozeném prostiedi. P¥imo do
tkdné je mozné zavést velmi tenkou tru-
bicku a odebirat vzorek mezibunééné teku-
tiny pomoci mikrodialyzy nebo kapilarni
ultrafiltrace. Tyto techniky byly dspésné
pouzity ke studiu sekrece v riiznych oblas-
tech mozku u zdravych a nemocnych je-
dincd, ale také v jinych tkanich, jako jsou
tukové, svalové a jaterni tkan nebo nékte-
ré nadory.

Jak naslouchat aneb metody

pro analyzu sekretovanych bilkovin
Poznavani sekretovanych bilkovin je moz-
né zejména diky obrovskému rozvoji ana-
lytickych metod, k némuZ doslo v posled-
nim desetileti. V soucasnosti existuji dva
hlavni metodické p¥istupy — proteomic-
ké a imunologické metody.

e Proteomické metody vyuzivaji k uréent
identity bilkoviny hmotnostn{ spektro-
metrii, kterd velmi pfesné stanovi mole-
kulovou hmotnost bilkoviny (nebo bilko-
viny rozstépené na mensi peptidy) a podle
ni se urci, o jaky protein jde. V poslednich
10 letech byly vyvinuty vysoce speciali-
zované techniky umoziiujici nejen urcit,
jaké proteiny jsou ve vzorku obsazeny, ale
také zjistit jejich mnozstvi. Pomoci hmot-
nostni spektrometrie lze velmi tispésné
analyzovat bilkoviny pfitomné v méné slo-
zitych proteinovych smésich nebo sekre-
si proteind je vhodné pfedem rozdélit na
vice frakci, abychom byli schopni deteko-
vat i bilkoviny pfitomné v mensich kon-
centracich. Ve velmi sloZitych smésich,
jako je napf. krevn{ sérum, miize byt ale
pouziti hmotnostni spektrometrie omeze-
né. V analyze krevniho séra metoda zatim
neni dostatecné citliva, aby mohla dete-
kovat cytokiny a nékteré rustové faktory
vytvafené télnimi burikami, zejména pak
v prfitomnosti albuminu a dalsich pro-
teint, které jsou v séru mnohonésobné
v piebytku. Pro stanoveni téchto velmi
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mélo koncentrovanych bilkovin jsou proto
vhodné imunologické metody.
e Imunologické metody vyuzivaji vyso-
kou citlivost protilatek k detekci antigent
a mohou se uplatnit i p¥i stanoveni bilko-
vin pfitomnych ve velmi malém mnozstvi
(obr. 4). Pro méfeni hladiny jedné bilko-
viny se pouziva ELISA (z anglického Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay). V jam-
kach mikrotitra¢ni desticky je navézané
protilatka proti ndmi zkoumanému antige-
nu (napt. epidermélnimu rtstovému fak-
toru EGF). Po pfidani vzorku se moleku-
ly EGF ze vzorku zachyti na protilatky
v jamce. Po promyti pfidame dal3i protilat-
ku proti EGF, ktera vSak rozpoznava jinou
¢ast molekuly EGF (jiny epitop). Na této
druhé protilatce je navazan enzym, jenZ po
pridéni substratu vytvoii barevny produkt.
Cim bylo vice EGF ve vzorku, tim vznikne
syt&jsi barva. Proméfenim intenzity barvy
tak midZzeme stanovit, jestli byl EGF ve
vzorku pfitomen a v jakém mnoZstvi.
Nedéavno byly vyvinuty imunologické
testy umoZznujici zaroven detekovat né-
kolik desitek aZ stovek bilkovin v jednom
vzorku, coZ vyrazné sniZzuje dobu analy-
zy 1 spotfebu samotného vzorku. Princip
téchto testli se podoba principu metody
ELISA. Protilatky se v tomto p¥ipadé& ne-
nachdazeji v jamkach desticky, ale jsou na-
vazany na membréné ¢i sklicku ve formé
protilatkovych mikro¢ipt (obr. 4 a 5), nebo
jsou umistény na kulickach s definovanou
spektrdlni adresou (zjednodusené barvou)
v piipadé metody Luminex (obr. 4). Druha
protilatka byvé vétsinou fluorescen¢né
znacena. Podle pozice protilatky na ¢ipu
nebo podle barvy kulicky proto vime, jaky
antigen stanovujeme, a na zdkladé in-
tenzity fluorescenéniho signalu zjistime
mnozstvi stanovovaného proteinu ve vzor-
ku. Vyhodou fluorescenéniho znaceni je
velky dynamicky rozsah, tedy Siroké roz-
mezi koncentraci, v némz lze spolehlivé
méfit mnozstvi analyzovanych latek ve
vzorku. To je velmi dulezité napf. pro sta-
noveni koncentraci cytokind, které mohou
v piipadé aktivace bunék nebo pf¥i urci-
tych onemocnénich vzrist i 100 az 1 000na-
sobné.

Zavérem

Sekretované bilkoviny hraji velmi vyznam-
nou tlohu v komunikaci mezi buitkami
a pomahaji udrzet stalost (homeostazu)
organismu. Vyzkum bilkovin uvoliiovanych
burikami se t&31 velkému zajmu vzhledem
k moZnostem vyuziti vysledki v ekologii,
zemédélstvi, pfi vyrobé chemickych latek,
ale pfedevsim v lékafstvi. V poslednim
desetileti doslo k obrovskému rozvoji la-
boratornich technik pro studium sekreto-
vanych bilkovin, které umoznily studo-
vat a popsat sekreci mnoha typt bunék.
I pfes tyto vyznamné pokroky stdle neni
pfesné znama funkce jednotlivych mole-
kul, zejména pak jejich fungovani za urci-
tych podminek (napf. ve zdravi ¢i nemoci)
a jejich uc¢inek v kombinaci s dal$imi
sekretovanymi faktory. Vyzkum bilkovin
uvolriovanych z bunék tak bude jisté po-
pularni i v p¥istich desetiletich.
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