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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva popisem laboratorni metody ELISA. Uvodni &ast se vénu-
je rozboru jednotlivych slozek testu. Od pouzitych chemikalii az po pfistrojové vybaveni.

Dale jsou vysvétlena rizné usporadani metody.

Mozné vyuziti metody ELISA pro analyzu a detekci latek v oblasti zivotniho prostiedi je
cilem zaverecné Casti prace. Jsou popsany moznosti detekce toxintl, endokrinnich disrupto-
i, 1éciv, alergentt a GMO. Vysledky testli ELISA jsou srovnavany s alternativnimi meto-

dami.

Klic¢ova slova: ELISA,environmentalni analyza, laboratorni metoda, detekce, toxiny, en-

dokrinni disruptory, alergeny, GMO, 1éCiva, pesticidy

ABSTRACT

This bachelor thesis is concerned to the description of the ELISA (Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay). The first part is devoted to analysis of individual components of the test.
From used chemicals to the instrumentation. In addition, various configurations of ELISA

are explained.

The final aim of the work is the possible use of ELISA for the analysis and detection of
substances in the environment. The possibility of detection of toxins, endocrine disruptors,
pharmaceuticals, allergens and GMOs is described and compared with alternative methods.

Keywords: ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, environmental analysis, de-

tection, toxins, GMO, endocrine disruptors, allergens
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UvVOD

Problém se znecisténim zivotniho prostiedi patii vV dnesni dobé k Siroce diskutovanému a
je mu vénovana vysoka pozornost. K urceni stupné znecisténi je nutné presné a rychlé me-
feni Skodlivych latek. Rychlost a snadnost pouziti je dulezitd zvlasté pii analyze pfimo
Vv terénu, kde nelze oc¢ekavat pouzivani slozitych laboratornich zafizeni ve srovnani s praxi

Vv oblasti mediciny.

Aplikace imunochemickych metod pii analyze Zivotniho prostfedi je relativné nova. Tyto
metody jsou zaloZeny na pouziti specifickych protilatek jako detektoru pozadované latky.
Vlastnosti metody jsou rychlé, citlivé a obecné nakladové efektivni vysledky pfi veétSim
mnozstvi vzorki. Testy je mozné aplikovat na rizné skupiny latek a tyto vlastnosti délaji

Z ELISA metody hodnotny néstroj pti environmentalni analyze.

Cilem této bakalarské prace je popsat fungovani a podminky provedeni testu ELISA. Ro-
zebrat rizné konfigurace testu. Zjistit aktualni moznosti ELISA metody pfi analyze skodli-
vin v oblasti environmentalni analyzy. Zaméfuje se na seznam moznych analyzovatelnych

latek, s cilem srovnat vyhody a nevyhody metody ELISA proti alternativnim metodam.
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1 LABORATORNI METODA ELISA

1.1 Historie metody ELISA

EIA byla vyvinuta v poloviné 60-ych let pro identifikaci a lokalizaci enzymu
V histologickych preparatech analogicky k imunofluorescenéni metodé a pro idenfikaci
srazenin ziskanych pfi imunodifuzi a imunoelektroforéze. Tyto enzymo imunohistologické

metody byly rozpoznany jako vyhodné i v dal§im oblastech. [1]

Pozorovani, ze antigeny nebo protilatky mohou byt imobilizovany na pevnou podlozku
vedlo k vyuziti pti kvantitativni detekci imunoreaktivnich latek a tim nejen enormé zvétsilo
mnozstvi haptenii, antigenti a protilatek, které mohly byt analyzovéany, ale zarovei
poskytlo mnohem vyS$§i koncentraci imobilizovanych antigenu nez =z obtizné
pfipravovanych buné¢nych kultur. Rubenstein nasledné vroce 1972 vyvinul systém
v kterém je enzym oznacen, vétSinou haptenem bez toho, aniz by to ovlivnilo jeho

aktivitu. [1]

Rozvoj metody na produkci monoklonalnich protilatek (Kohler, Milstein) nejen rozsifil

moznost presné standardizace s vyssi specificnosti, ale mél vliv na novy design testd.

V ptipadé detekce antigeni a protilatek hraje dnes ELISA dulezitou roli v molekularni
biologii. [1]

Uspéch na poli klinické praxe brzy vedl k rozsifeni vyuziti i do oblasti analyzy Zivotniho
prostiedi. V 70-tych letech tak byly vyvinuty prvni protilatky k pesticidiim. Dnes maji

laboratote k dispozici Siroce dostupné komer¢ni laboratorni kity. [2]

1.2 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) — slozky testu

Analytickd metoda ELISA je urcena k detekci, kvalitativni a kvantitativni analyze protila-
tek a antigenti v tekutém vzorku pomoci posloupnosti biochemickych reakci, jejichz vy-
sledkem je zjisténi mnozstvi nebo pfitomnosti analyzované latky. Cela metoda probiha v

tekutém stavu na rozdil od suchych metod napt. reagenénich prouzkii.

Na testy se vétSinou pouziva 96 jamkova desticka z polystyrénu, ackoliv mohou byt pouzi-

ty 1 jiné materialy. Funkci desti¢ky je imobilizovat antigen nebo protilatku ve vzorku je-
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jich navazanim na podlozku. Po inkubaci se desti¢ka promyje a tim odstrani nenavazany
material. Pak je pfidan konjugadt a ponechan na z reagovani. Enzymova ¢ast konjugétu
umoznuje detekci. Z toho vychazi 1 nazev metody ,,Enzyme linked”. Desticka je znovu
proplachnuta a ptida se substrat pro enzym, ktery pomoci barevné zmény poskytne dikaz

ptitomnosti latky. Vyhodnoceni se provadi spektrofotometricky na ¢te¢ce ELISA desticek

[3]

1.2.1 Pozadavky na metodu
Metoda musi poskytovat vysledky, které jsou:

- pfesné, tj. naméfené hodnoty koncentrace musi odpovidat skutecnosti

- reprodukovatelné, tj. pfi pouziti stejnych reagencii, vybaveni a méficich zatizeni
musi byt vysledky opakovatelné stejné

- citliva, tj. m&fit hodnoty v rozsahu, ktery je potiebny

- specificka, tj. dokaze vyloucit falesné vysledky

Falesné vysledky mohou byt dvou druhti:

- falesné pozitivni vysledek — pozitivni test, piestoze vzorek neobsahoval hledanou

latku

- falesné negativni vysledek — negativni test, pfestoze vzorek obsahoval hledanou

latku

HAMA antibody = Capture antibody is blocked Detection antibody is blocked
HAMA antibody = HAMA antibody ==

= >=* >=* >=*

Obr. 1 Vznik HAMA fale$n¢ pozitivniho a negativniho vysledku

Tyto chyby vznikaji napfiklad pfi pouziti mySich (HAMA, Human Anti-Mouse Antibo-
dies, protilatky produkované v lidském téle v reakci v reakci na vystaveni mySim protilat-
kam) nebo krali¢ich protilatek v ptipadé¢, Ze lidsky organismus byl vystaven piitomnosti

mysi nebo kralikd a jeho télo pak produkuje lidské anti-mysi nebo anti-krali¢i protilatky.
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To mulze nastat napt. po klinickém pouziti mySich protilatek (napf. pii 1é€bé rakoviny)
nebo u veterinaid, zemedélcl, zpracovatelii potravin nebo u domacich chovatelii. Nejna-

v

chylngjsi je v tomto ohledu sendvicova ELISA. [4]

Ptikladem je chybna diagnoza rakoviny U 22-leté pacientky, ktera absolvovala desitku tes-
ta, které ukazovaly zvySenou hladinu HCG (Choriogonadotropin). Ten signalizuje t€hoten-
stvi. Kdyz vsak 1ékafti neobjevili plod, pfedpokladali, ze se jedna o vzacnou formu rakovi-
ny. Pacientka pak absolvovala zbyte¢nou chemoterapii a nékolik operaci. Teprve pak se
pfislo na to, ze pacientka patii mezi 10% populace, jejichz krev obsahuje latky reagujici na

test faleSn¢ pozitivnim vysledkem. [5]

1.2.2 Mikrotitracni desti¢ka

Pro laboratorni titraci se pozivaji 96 a 384 jamkové mikrotitraéni desticky.
Barva desticky se vybira dle zvolené znackovaci latky:

- ¢erna, pii znaCkovani pomoci fluorescence

- bila, pfi méfeni absorbance /pohlceni/ svételného zateni nebo pii vyuziti luminiscence

(spontanni zafeni).

Povrch byva po lisovani fyzikdlné nebo chemicky upraven (je pak vice hydrofilni) pro
zlepSeni interakce s vazebnymi molekulami. Vyrobnim materidlem je nejcastéji polystyren,

protoze:

- adsorbuje (vaze molekuly na pevny povrch) snadno biologické slouceniny
- ma vyborné optické vlastnosti (prihlednost, opticka uniformita)
- ma nizkou absorbanci (pohlcuje jen minimalné optické zafeni)

- je odolny k mnoha chemikaliim

se dobie zpracovava [6]

Povrch titra¢ni desticky musi byt hladky bez poruch, které by mohly znehodnotit optické

méteni. Jamky mohou byt rizného tvaru:

- s plochym dnem (idealni optické vlastnosti)
- dno do V (vhodné pfti centrifugaci nebo koncentraci vzorkl)

- dno do U (jednodussi proplachovani)
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Obr. 2 ELISA destic¢ka

Biologické molekuly se na desticku vazou adsorpci, nekovalentni vazbou (hydrofobni in-
terakce, pro vysoce vazebné povrchy zaroven i polarnimi vazbami). Mnozstvi na povrch

desti¢ky navazaného antigenu nebo protilatky je kriticky dilezité pro citlivost metody. [6]

1.2.3  Ctedka destitek (microplate reader)

Ctecky desticek jsou b&Zné pouZivané laboratorni zatizeni slouZici k detekci optickych
zmén na titranich destickach. Pouzivaji se pfi vyzkumu nebo pii kontrole kvality vyroby
v biotechnologickych, farmaceutickych nebo medicinskych provozech. Ctecky slouzi ke
zvySeni produktivity pii odectu optickych zmén a zaroven vytvaieji dokumentaci méie-
nych veli¢in (vestavéna tiskarna nebo propojeni na pocitac). Nejbéznéjsi jsou ¢tecky na 96-

ti jamkové desticky, ale existuji i étecky na 1536 jamek.
Ctecky vyuzivaji rizné metody detekce latek.

Absorbance — nejbéznéjsi metoda, svételny zdroj specifické vinové délky prosviti jamku

Z jedné strany a mé&fi mnozstvi prochazejiciho svétla (0-100%)

Fluorescence — opticky zdroj ozafuje vzorek na specifické vinové délce, vzorek pak vyzaii

svétlo (na jiné vlnové délce) a detektor toto zareni meti

14
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Obr. 3 Ctecka desti¢ek [yongchuang.com]

Luminiscence — detektor méfi mnozstvi zafeni, které vznikne chemickou cestou (na rozdil

od excitace svétlem u fluorescence) ve vzorku

1.2.4 Myc¢ka desti¢ek (microplate washer)

Zatizeni slouzi k odstranéni (vymyti) latek z desticky v priabéhu méficiho cyklu testu.
V ptipadé pozadavku na zvySeni produktivity lze pouzit a pfipojit podavaé desticek.
Spravné myti desticek je kriticky a dilezity aspekt pii provadéni ELISA testu. Pfili§ rychlé
nebo pomalé myti jamek, stejn¢ jako vyschnuti jamky, znemozni piesné méfeni koncentra-

ce latek. Nebo muze Gplné€ znehodnotit méfeni.

1.2.5 Antigen a epitop

Antigeny jsou molekuly, které v organismech vyvolavaji tvorbu specifickych protilatek
(antibody) nebo specifickou imunitni bunéénou odpovéd’. Jednd se vétSinou o proteiny,
polysacharidy nebo nukleové kyseliny. Reakci imunitniho systému je snaha antigen znicit
nebo neutralizovat. Pfikladem antigent jsou i vakciny, které po aplikaci vyvolaji tvorbu
protilatek. Exogenni antigeny pochazeji z vnéjsiho prostiedi, napt. alergeny, viry. Do or-
ganismu se pak dostavaji vdechnutim, pozfenim, vypitim nebo ptes kuzi.

Endogenni antigeny vznikaji v organismu jako vysledek bunééného metabolismu (normal-

niho nebo poskozeného u autoimunitnich nemoci — revma, diabetes atd.) nebo po infekci

buiiky viry nebo bakteriemi.

15
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Obr. 4 Antigen

Na chemické urovni jsou antigeny charakterizovany schopnosti vazat se na specifické pro-
tilatky. Jedna se Casto o povrchové struktury (bunécéné stény, obaly virti, krvinky darce pii
transflzich), toxiny (hadi, hmyz) nebo alergeny (pyly, prachové ¢astice — substance vyvo-
lavajici alergickou reakci). Konkrétni oblast na kterou se navazuji protilatky nazyvame

epitop. Mnozstvi epitopt tésn¢ souvisi s velikosti proteinu.

1.2.6 Antibody - protilatky

Protilatky (imunoglobuliny) jsou glykoproteiny, které jako soucast imunitniho systému

obratlovct slouZi k identifikaci a zneSkodnéni télu cizich latek (bakterii, viri). Jedna se o

Antigen binding sites

Fab Fab

Variable region Constant region
on heavy chain on heavy chain
Variable region Constant region
on light chain on light chain

Light chain

Disulfide
Heavy chain bridges

Fc

Obr. 5 Struktura protilatky

proteiny ve tvaru Y, které jsou produkovany B-lymfocyty. Protilatky formuji vicenasobné
nekovalentni vazby s antigenem. Vazebné misto je obvykle komplementarni k cilovému

antigenu, presto miize dochazet ke kiizové reakci pokud antigeny sdileji ¢asti molekul.

Zakladni strukturou protilatek jsou dva identické kratké polypeptidy (lehké fetézce) a dva
identické dlouhé polypeptidy (t€zké tetézce), které jsou propojeny disulfidovymi mustky.
Oba typy fetézcii maji konstantni a variabilni ¢ast. Horni ¢ast tzv. Fab (fragment, antigen

binding) region je tvofen konstantni a variabilni ¢asti lehkého i téZkého fetézce, zatimco
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zakladna tzv. Fc (fragment, crystallizable) region tvoii konstantni ¢ast dvou tézkych tetéz-
ct. Ackoli je obecna struktura protilatek velmi podobna, maly region variabilni ¢asti je

vysoce specificky pro kazdou protilatku a vytvari vazebné misto pro jeden konkrétni anti-
gen. [7]

Specifickou formou protilatek jsou tzv. monoklonalni protilatky (mAb — monoclonal Anti-
body). Jedna se o chemicky cCisté latky, které reaguji jen s jednim epitopem v molekule
antigenu. Dfive se protilatky ziskavaly z imunizovanych zvitat, kterym byla podana cizo-
roda latka. Kromé pozadované protilatky (naptiklad proti hadimu jedu) vSak sérum obsa-
hovalo velké mnozstvi jinych protilatek, coz zptisobovalo fadu komplikaci. Dnes se pru-
myslové vyrabéji protilatky vytvarené jednim bunécnym klonem (monoklonalni protilatky)
zamétené specificky proti jednomu antigenu, naptiklad proti buné¢nému receptoru. Proti-
latka je vSak bilkovinné povahy, a proto pokud ¢lovéku podame protilatku vytvorenou zvi-
fecimi bunikami, mize byt lidskym organismem rozpoznana jako cizi antigen. To vede
k nezadoucim reakcim. Védci jiz umi kombinovat malou ¢ast zvifeci protilatky (¢ast roz-
poznavajici antigen) a vEtsi ¢ast lidské protilatky - takovym protilatkdm se fika humanizo-
vand protilatka. Pfi jejim pouziti je riziko reakce na podanou protildtku vyrazné snizeno.
Postup vyroby monoklonélnich protilatek byl vyfeSen technikou fiize myelomu a B-
lymfocytu, za kterou Kohler, Milstein a Kaj Jerne ziskali v roce 1975 Nobelovu cenu.
V roce 1988 Greg Winter a jeho tym objevili metodu humanizace monoklonalnich protila-

tek a tim odstranili nezadouci reakce pacienti na tyto protilatky.  [8]

1.2.7 Hovézi sérovy albumin (BSA)

BSA je protein ziskany z krve hovéziho dobytka. Nachéazi uplatnéni pfi biochemickych
aplikacich. V pripadé ELISA testd slouzi jako blokovaci pufr, ktery obsadi a zablokuje

volné vazebné pozice na desticce.

1.2.8 Konjugat

YV v

Bio konjugace je proces spojeni dvou bio molekul kovalentni vazbou. Nejbéznéjsi formou
bio konjugace je spojeni biotinu nebo fluorescentnich barviv s proteinem nebo napojeni

protilatek na enzym.

Konjugat obsahuje antigen nebo protilatku oznacenou enzymem. V zévislosti na druhu a
postupu ELISA testu se konjugat spoji s destickou nebo vzorkem. Enzymova ¢ast konjuga-

tu pak umoznuje detekci. Napiiklad je ke smési pfidana protilatka s navdzanym biotinem.
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Nasledné je ptidana dalsi slozka, streptavidin v komplexu s peroxiddzou. Avidin se navaze

na biotin, a vazana peroxidaza poté premeéni substrat na barevny produkt

1.2.9 Hapten

Mala molekula, ktera stimuluje produkci protilatek jen, pokud je konjugovana na vétsi pre-
nosovou molekulu. Hapteny se mohou tésné navadzat na prenosovou molekulu (nejéastéji
protein) kovalentni vazbou. Sam hapten nevyvolava imunitni odpovéd’ z divodu své malé
velikosti (<5kDa). Jakmile je protilatka vytvofena, muzZe se navazat na hapten. Proto mo-
hou byt hapteny vyuzity pii konstrukci nakladové efektivnich detekénich kit v Siroké ob-
lasti vyuziti (pesticidy, herbicidy, 1é¢iva, vitaminy, steroidy, hormony, toxiny, barviva,
vybusniny). Naptiklad databaze hapteni ,,HaptenDB*“ obsahuje pies 2000 protilatek
K haptenim. [9] [10]

1.2.10 Biotin, Biotinylace

Interakce mezi Biotinem (vitamin H) a avidinem je uzitecnym nastrojem pro detekci a zna-
¢eni latek. Vyjimecéna afinita avidinu k biotinu je jedna z nejsilngjSich nekovalentnich in-
terakei proteinti a ligandli (molekula formujici s centrdlnim kovovym atomem koordina¢ni
komplex) a umoziuje tak molekulam obsahujicim ve smési biotin, byt selektivné navazana
na avidinovy konjugat. Vytvofeni vazby mezi biotinem a avidinem je velmi rychlé a
jakmile je vazba navazdna, je odolnd extremnim hodnotdm pH, teplotdm a organickym
rozpou$tédlim. Proteiny, které jsou oznaceny biotinem (tzv. biotinylované) jsou bézné
detekovany nebo ¢istény za pomoci avidin konjugatd. Toje vyuzivano pii vyzkumu protei-
nd, v postupu ELISA metody, pti Western Blot analyze a dalSich metodach. Kromé¢ silné
afinity k avidinu ma biotin dalsi dvé vlastnosti, které ho délaji idealnim pro znaceni protei-
nd a makromolekul. Za prvé je biotin pomérné mensi nez globularni bilkoviny coz mini-
malizuje ovlivnéni vlastnosti proteinti a umoznuje vicenasobnou konjugaci biotinu na je-
den protein. CimZ umoziiuje maximalni moZnost detekce avidinem. Za druhé jak je vidét
na obrazku nize, biotin ma vedlejsi fetézec kyseliny valerové (pentanova) ktery mize byt
snadno upraven a konjugovan s funkénimi skupinami bez vlivu na jeho schopnost vazby na
avidin. Tato vlastnost usnadiiuje vytvoieni mnoha uzite¢nych biotinylovanych sloucenin.

[11]
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Obr. 6 Biotin versus biocytin

K rozruSeni vazby biotinu na avidin/streptavidin jsou nutné extrémni hodnoty pH 1,5 a
proto neni tak vhodny pfi vyuziti pro purifikaci (¢iSténi) proteinti za pomoci afinitni chro-
matografie. Pii rozruSeni vazby by tak pravdépodobné doslo k denaturaci a tedy ke zne-
hodnoceni vycisténého proteinu. Pro tyto ucely se proto pouziva analog iminobiotin, ktery
se na avidin vaze pfi alkalickém pH, ale po sniZeni pH (kolem 4) je afinita redukovéna a

protein uvolnén. [12]

1.2.11 Avidin

Avidin je glykoprotein skladajici se ze Ctyfech identickych ¢asti. Kazda tato cast fetézce
pak dokaze vazat jednu molekulu biotinu. Ackoliv avidin sdili takika identickou sekundar-
ni, terciarni 1 kvartérni strukturu s dal$im biotin vdzajicim proteinem — streptavidinem, neni
streptavidin glykosylovan (glykosylace nebo glykace - vazba cukru na jinou molekulu,
obvykle bilkovinu) a je méné nachylny k agregaci. Avidin mé vyssi afinitu pro nekonjugo-
vany biotin nez streptavidin, ale niz$i afinitu pro konjugovany biotin. Vyskytuje se
Vv malém mnozstvi v bilku vejci plazii, ptaki a obojzivelniki (cca 1,8mg ve slepi¢im vejci).
Avidin se vaze na biotin, ktery pottebuji baktérie k ristu a je tak povazovan za obranny

protein proti jejich mnoZeni.
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Obr. 7 Streptavidin

V roce 1916 Bateman jako prvni zjist'oval toxicky efekt surového bilku na zviratech. Boas
ukazal v roce 1927, ze zvitata krmena bilkem trpi nedostatkem biotinu (vitaminu H), ptes-
to, Ze ho jejich strava obsahovala dostatek (tzv.,,egg white injury*). Pfi¢inou byl podle né-
ho protein obsazeny v bilku. Bylo zjisténo, Ze tento protein vaze biotin do nestravitelného

komplexu, ktery pak nemiize byt straven v tenkém stfevu zvirat. [13]

1.2.12 Kfenova peroxidaza (HRP, horseradish peroxidase)

Na znacici enzymy existuji dané pozadavky. Enzymy, které slouZi ke znaceni protilatek
by mély mit vysokou stabilitu, vysokou enzymovou aktivitu a dobrou schopnost vazat se

na protilatky. Enzym by mél byt také ekonomicky dostupny.

Kienova peroxidaza (HRp) je hemo-glykoprotein. Tzn., ze obsahuje hem (skupina
s centralnim atomem Zeleza Fe®', ktera je také soucasti hemoglobinu v cervenych krvin-
kach) a sacharidy (glycidy). Katalyzuje oxidaci pomoci peroxidu na mnozstvi substrati.
Protein ma hmotnost cca 40000 Daltonii. Peroxid4za je nejcastéji vyrabéna z kotene kienu
selského. Bylo objeveno, Ze peroxidaza je velmi vhodna k piipravé konjugitd enzymt a
protilatek diky jeji schopnosti vytvofit barevny produkt a také jeji relativné dobré stabilité.
Peroxiddzou oznacené imunoglobuliny se Uspésné pouzivaji k demonstraci tkanovych an-
tigend a v laboratornich metodach detekce pomoci enzymi (EIA - enzyme immunoassay).
[14]
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HRP je nej¢astéji pouzivana znacka pro protilatky, protoZe je nejmensi a nejstabilnéjsi z tii
nejpopularngjsich enzymovych markera (HRP, AP, Beta-galaktosidaza) a jeji glykosylace

vede k méné nespecifickym vazbam. [15]

1.2.13 Alkalicka fosfataza (AP)

Alkalicka fosfatdza je protein izolovany z teleciho stfeva. Ma hmotnost 140000 Daltoni.
Katalyzuje hydrolyzu fosfatovych skupin z molekuly substratu a vysledkem je barevny
produkt nebo uvolnéni svétla. AP ma optimalni enzymatickou aktivitu v zasaditém pH
(pH 8-10). Vyznamnou vyhodou je, Ze reakce je linearni takze detekéni citlivost mize byt
zlepsena prodlouzenim reakéni doby. Pfi vyuziti v ELISA je rozpustny substrat pouzit k
vygenerovani signalu v roztoku. Kolorimetricky substrat produkuje barevny konecny pro-

dukt a chemiluminiscentni substrat emituje svétlo. [16]

1.2.14 HRP substrat

ELISA substrat je latka, kterd reaguje s enzymem a tim méni svou barvu nebo vyzaiuje
svétlo. Riizné aromatické fenoly a aminy mohou slouzit jako donory vodiku. 2,2-azino-di
(3-ethyl-benzathiazoline) sulphonic acid (ABTS) a 3,5,3',5"- tetramethylbenzidine (TMB)
jsou dva nejpopularnéjsi chromogenni substraty. ABTS dava rozpustny modro-zeleny pro-
dukt s maximem absorbance na vinové délce 405nm. ABTS ma pomalejsi rychlost obratu
(turnover rate) nez TMB a jeho reakéni rychlost je vyznamné nizsi. Piesto dynamicky roz-
sah je velmi Siroky a je tak vhodnou volbou pokud neni citlivost dilezitd. TMB poskytuje
modre zbarveny vysledny produkt s absorbanci na 650 nm. Pokud je TMB okyseleno
k zastaveni reakce, zméni barvu na Zlutou S maximalni absorbanci na 450 nm a dvoj az tii
nasobnym zvySenim citlivosti. B&zné¢ ma TMB detek¢éni limit 10 — 50x nizsi nez ABTS.
Vzhledem k tomu, Ze je detek¢ni limit hlavné funkci pouzité protilatky, mize TMB snadno
detekovat v rozsahu 0,1 — 0,3 ng/ml HRP-1gG (Imunoglobulin G). HRP chemiluminis-
centni substraty jsou vétSinou zaloZeny na luminolu nebo acrinidiovém esteru (acridinium

esters). [17]
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Obr. 8 Luminol

Luminol je znamy také z forenzni praxe kde slouzi k detekci krve na misté ¢inu. Pokud
nejsou na misté ¢inu zrakem viditelné stopy krve je vyuziti chemiluminiscence luminolu
uzitecnym pomocnikem. Luminol v tomto pfipadé reaguje na hemoglobin. Katalyzatorem

je zelezo, ptitomné v hemoglobinu.  [18]

Reakce substratu zalozeného na luminolu za¢ina oxidaci HRP pomoci H,O,. Luminol je
pak oxidovan HRP na radikal a pfi navratu do zakladniho stavu vyzati foton. Emise ma
maximum na vinové délce 425 nm, kde mize byt zachyceno pomoci fotodiody nebo lumi-

nometrem. [17]

1.2.15 Substrat pro alkalickou fosfatazu (AP)

Typickym substratem pro AP jsou p-nitrofenyl fosfaty (p-nitrophenyl phosphate - pNPP),
jejichz vysledkem je Zluty rozpustny produkt s absorpénim maximem na 450 nm. VéEtSina
tekutych ptipravki pNPP jsou slabé nestabilni a zezloutnou pfi skladovani jiz pfi teploté
40 °C. Muze tak dosahnout absorbance 0,1-0,2 béhem 1-2 mésict. K zabranéni tomuto
problému by mél byt substrat skladovany ve zmrazeném stavu. Alternativné je mozné po-
uzit pNPP ve formé¢ tablet a rozpustit je v pufru az pted pouzitim. Pfi nutnosti vyssi citli-
vosti je mozné pouzit Bromo-chloro-indoxyl fosfat (BCIP), ktery je také stabilng&jsi (i pfi
40 °C) a je priblizné 2x citlivéjsi nez pNPP. [17]
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2 ELISA-POSTUP

ELISA je na destickach zaloZzena metoda urcena k detekci a kvantifikaci takovych latek,
jako jsou peptidy, protilatky a hormony. VétSinou je provadéna na 96 jamkové nebo 384
jamkové polystyrenové desticee, ktera pasivné vaze protilatky a proteiny. Je to pravé vazba
a imobilizace Cinidel, ktera déla Elisu snadno pouzitelnou. Vazba reagujicich latek na
desticku umoziuje snadno oddélit navazany a nenavazany material béhem testu. Moznost
vymyt nespecificky vazané latky vytvari vykonny nastroj pro méfeni specifickych analyti.
Detekéni enzym nebo jind znacka mize byt navazana pfimo na primdrni protilatku nebo
napojena pres sekundarni protilatku, ktera identifikuje primarni protilatku. Mtze byt také
navazan na protein jako napf. streptavidin, pokud je primarni protiladtka oznac¢ena biotinem.
Nejcastéji se na znaceni enzymil pouziva kienova peroxiddaza (HRP) a alkalickd fosfataza
(AP). Siroky vybér substrati je dostupny pro pouziti pti ELISA k reakci s HRP a AP kon-
jugéty. Volba substratu zavisi na pozadované citlivosti testu a dostupném zatizeni pro de-

tekci signalu (spektrofotometr, fluorometr, luminometr). [19]

2.1 ELISA - varianty

ELISA miZe byt provadéna nékolika variantami zakladni metody.

Subs!raze>
Substrate> L

Substrate L4
( Secondary
. antibody
conjugate
Primary i
: Primary

Cg:lljlllll:]%% antibody Capture
antibody

Direct Assay Indirect Assay Capture Assay
“Sandwich”

Obr. 9 Formaty testu ELISA

2.1.1 Prima ELISA

Vzorek s antigenem je vlozen do jamky desticky a pfimou adsorpci dochazi k navazani

antigenu na sténu desticku. Pomoci nadbytku jiného proteinu (BSA) dojde k blokaci dal-
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Sich vazebnych mist. Poté je antigen detekovan pfidanim oznacené primarni protilatky.
Protilatka konjugovana s enzymem se navdze na antigen a po pridani substratu dojde ke
zbarveni vzorku v jamce. Pfima detekce neni bézné v ELISA testech vyuzivana, ale je ¢as-

to pouzivana v imunohistologii k obarveni histologickych preparati tkani a bunék.

2.1.2 Neprima ELISA

Antigen ze vzorku je imobilizovan na desticku. Dale je u tohoto uspofadani postup podob-
ny, ale misto znacené se pouziva neznacend primarni protilatka. Po odstranéni (vymyti)
nenavazaného zbytku primarni protilatky se piida konjugovana ozna¢ena sekundarni proti-
latka. Sekundarni protilatka je specificka na primérni protilatku. Pouziti substratu se potom

projevi zménou barvy vzorku. Jedna se o nejpopularnéjsi format testu.

2.1.3 Sendvicova ELISA

Nejvykonnéjsi varianta je sendvicova ELISA. Tento typ testu je nazyvan sendvicovy, pro-
toze méteny analyt je vazan mezi dvé primarni protilatky (protilatku k zachyceni a proti-

latku k detekei). Sendvi¢ova ELISA je pouzivana, protoze je citliva a robustni.

V sendvicovém uspotadani testu je kritické to, aby sekundérni protilatka byla specificka
pouze pro detekci primarni protilatky a ne k protilatce, ktera zachyti antigen k podloZce. Je
toho dosazeno pouzitim protilatky k zachyceni a primarni protilatky z riiznych druht hosti-

telskych druhti (napt. mys a kralik). viz také 1.2.1 [19]

2.14 Kompetitivni ELISA

ELISA miZe byt provadéna jako nepfima kompetitivni ELISA. Ta je béZna kdyZ je antigen

maly a ma jen jeden epitop.

Neznacena primarni protilatka se inkubuje s antigenem (ve vzorku). Tento komplex je pak
pfidan do jamky s imobilizovanym antigenem. Primdrni protilatky, které se navazaly na
antigen ve vzorku, se jiZ nemohou navazat na antigen v jamce a jsou pii vymyti desticky
odstranény. Pfidana oznacena sekundarni protilatka se pak navaze na primarni protilatku,

ktera nebyla vymyta. Barva pak signalizuje nepfitomnost antigenu ve vzorku.

Existuje i varianta s oznacenym ¢istym antigenem namisto protilatky. Protilatka je uchyce-
na (imobilizovdna) na desticku. Neznaceny antigen ze vzorku a oznaceny antigen spolu
soupefi 0 vazbu na protilatku. Signalu z Cistého znaceného antigenu pak indikuje nepfi-

tomnost antigenu ve vzorku. [19]
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2.2 Moznost pouziti v laboratorich UTB

S ohledem na snadnost pouZiti neni problém s laboratorni aplikaci ELISA testi i ve $kol-

nich laboratofich.

V laboratotich UTB je k dispozici ¢tecka (reader) Tecan Sunrise, v kterém lze zpracovavat
standardni 96 jamkové ELISA desticky. Mé&fi absorbanci v rozsahu 400-750 nm.
K aplikaci testt pii vyzkumu na ptidé UTB je tak pouze tfeba zajisténi financovani nakupu

vhodnych detek¢nich kit pro vybranou oblast méieni.
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3 ALTERNATIVNI A KONKURENCNI METODY

Metoda ELISA ma tyto vyhody:

- vysokou sensibilitu, detekovatelnou a specifi¢nost

- zafizeni je relativné levné

- metoda mize byt rychld a jednoducha

- reprodukovatelnost je vysoka a hodnoceni objektivni

- moznost vyuziti v ,,polnich* podminkach

- bez radia¢niho rizika

- chemikalie jsou relativné levné a maji obecné dlouhou zivotnost

- rozsah vyuziti mize byt vyznamné rozsifen vysokou variabilitou enzymu a jejich
vlastnosti

- plné vyuziti vlastnosti monoklonélnich protilatek [1]

3.1 Western Blot

Je laboratorni metoda slouzici k identifikaci specifickych protilatek ve vzorku z homogeni-
zované tkané nebo extraktu. Pouziva gelovou elektroforézu k separaci proteini dle 3D

struktury nebo délky polypeptidu.

T S e — -
.--.--.‘

S . w— — — — B IR T ———

Obr. 10 Western Blot

Test zacina ptipravou vzorku. Tkan je nutno homogenizovat. Vyvolat lyzi (rozklad) bunék
a rozpustit proteiny. Pfiprava probihd za nizkych teplot, aby nedoslo k degradaci proteint.
Poté probiha gelova elektroforéza vzorku, ktera rozdéli bilkoviny v gelu dle izoelektrické-
ho bodu, molekulové hmotnosti, elektrického naboje nebo dle kombinace téchto faktort.

Jeden vzorek je obvykle smés definovanych oznacenych proteinli, které pak slouzi
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k identifikaci. Aby bylo mozné proteiny identifikovat, je nutné pomoci elektrického prou-
du ptenést proteiny z gelu na nitrocelulézovou membranu. Pti pifenosu se zachova poloha,
kterou proteiny ziskaly v gelu. Poté se piida ziedény protein, vétSinou hovézi sérovy albu-
min (BSA, bovine serum albumine), ktery zablokuje vSechna zbyvajici mista na membra-
né. Po pfidani modifikovanych protilatek s navazanym signalnim enzymem dojde po expo-

zici prislusnym substratem k barevné zméné¢, ktera umozni identifikaci proteinti. [20]

3.2 PCR (Polymerase chain reaction), Real-time PCR

PCR je dnes zédkladnim kamenem moderni molekularni biologie. Metoda funguje na zakla-
dé znasobeni (replikace) molekul DNA. Tento postup objevil Kary Mullis, biochemik pra-
cujici pro spole¢nost CETUS Corp. Za tento objev obdrzel pozdé€ji Nobelovu cenu. Pii
PCR dochazi pomoci zvyseni teploty na 95°C k rozdéleni (denaturaci) dvojsroubovice
DNA na 2 fetézce. Teplota je pak snizena na cca 50°C to umozni piipojeni specifickych
primera. Primery jsou kratké tetézce DNA, které slouzi k oznadeni zacatku replikace
DNA. Primer se napoji na komplementérni ¢asti fetézce DNA a polymeraza (optimalné pii
teploté 70-80°C) za¢ne vytvatet kopii fetézce DNA. Po skonceni cyklu mame dvojnasobek
pozadovaného fetézce DNA. Opakovanou (cca 30-50x) zménou teploty na termocykleru
postupné znasobime pocet molekul DNA ve vzorku. Znésobenou DNA potom pieneseme
na gel a ozna¢ime barvivem. Pomoci elektroforézy potom dojde k zobrazeni ¢arovych
sloupecku. [21] [22]

Obr. 11 Princip PCR

Real-time PCR je v principu stejna jako PCR, kromé toho, Ze pribéh reakce je monitoro-
van detektorem v realném Case. Vyhodou je, Ze priubézné vidime ucinnost a rychlost reak-

ce. Neni také nutné prendset produkt na gel.
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Metoda se pouziva Kk analyze DNA v kriminalistice, zdravotnictvi nebo pfi kontrole potra-
vin (GMO). [21]

3.3 Biosenzory — okamzité namérené hodnoty

Biosenzory jsou analyticka zafizeni, ktera konvertuji biologickou reakci na elektricky sig-
nal viz obr. nize. Termin biosenzor je Casto pouzivan v piipadé senzord urcujicich koncent-
raci latek. Biosenzory reprezentuji v souCasnosti rychle se rozvijejici oblast, kde hlavni
motor vyvoje pfichdzi z oblasti zdravotnictvi (napf. 6% zapadni populace ma diabetes a
pacienti by tak ziskali vyhodu dostupnosti rychlého, pifesného a jednoduchého senzoru na
méfeni glukdzy). VEétsina dnesniho usili sméfuje do potenciometrickych (méni se naboj),
amperometrickych (méni proud) biosenzorti a kolorimetrickych papirovych prouzkii na

bazi enzymt.

Reference

Obr. 12 Schéma biosenzoru

Obrazek ukazuje schéma biosenzoru. Biokatalyzator a konvertuje substrat na produkt.
Tato reakce je zpracovana pievodnikem (detektorem) b, zesilena zesilovacem c, zpracova-
na d a zobrazena e. Kli¢ovou ¢asti je detektor, ktery detekuje fyzickou zménu na zaklade

reakce, napf.:

- vytvofené (nebo pohlcené) teplo

- zménu v distribuci naboje a vznik elektrického potencialu

- pohyb elektronii pti REDOX reakcich

- vyzéfeni (pohlceni) svétla

- zména objemu (piezo-elektricky jev), vznik povrchové akustické viny (surface

acoustic wave, SAW) [23]
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3.4 Kapalinova chromatografie — hmotova spektrometrie (LC/MS)

Kapalinova chromatografie (LC) byla vyvinuta koncem Sedesatych a pocatkem sedmdesa-
tych let. Dnes je Siroce pouzivana pro separaci a purifikaci v riznych oblastech zahrnuji-

cich farmaceutiku, biotechnologie, Zivotni prostfedi, polymery a potravinatsky primysl.

HPLC se stala metodou volby pfi analyze Sirokého spektra slouc¢enin. Hlavni vyhodou pro-
ti plynové chromatografii (GC) je, Zze analyty nemusi byt plynné, takze je mozné analyzo-
vat 1 makromolekuly. Metoda je zaloZena na injekci malého mnozstvi vzorku do proudu
tekutiny (pohybliva — mobilni faze), ktera prochazi pod vysokym tlakem kolonou
S Casticemi (pevnd faze). Separace smési latek zavisi na rdzné schopnosti zadrzeni
Vv koloné. Rozsah v kterém je latka zadrzena v kolon¢ je ur¢ena rozdé€lenim mezi pohybli-
vou fazi a pevnou fazi. V ptipadé LC je toto rozd€leni ovlivnéno reakci rozpusSténé latky na
mobilni a pevnou fazi. Proto ma na rozdil od GC zména v mobilni fazi enormni vliv na
separaci. ProtoZe slozky maji rozdilnou pohyblivost, opoustéji kolonu v rizném Case (maji
rozdilny reten¢ni ¢as). Pro identifikaci slozek od mobilni faze slouzi riizné druhy detekto-
rt, které zmény ve slozeni prevadéji na elektricky signal. Pro kvantitativni analyzu je tfeba
znat retenéni Casy standardnich slozek. Proto je LC vétSinou pouzivana kdyz hledame ve
smési oekavanou slozku a tedy mame pfipraveny standard. Pfi analyze vzorku neznamého
slozeni je mozné pouzit LC-MS (liquid chromatography-mass spektrometry) a vrcholky
chromatogramu hmotového spektra pak srovname s knihovnou spekter v po¢itaci. Je nutné
zduraznit, Ze LC-MS systémy jsou znac¢né sloZité a nakladné zafizeni, které nejsou béZnou

soucasti laboratofi. [24]
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4 DETEKCE LATEK V ENVIRONMENTALNI PRAXI

Metoda ELISA je dnes nejéastéji pouzivana v lékaiské a veterinarni praxi, ale vyuziti
v environmentalni oblasti se vzhledem k moznostem, mnozstvi detekovatelnych latek,

cenam a snadnosti pouziti rychle rozsifuje. To napiiklad dokumentuje pocet hesel na goo-

gle.com

Tab. 1 Srovnani po¢tu dokumentt
ELISA enzyme human tests 6 milioni dokumentt
ELISA enzyme veterinary tests 904 tisic dokumentt
ELISA enzyme environmental tests 1,9 miliontd dokumenti

Problémy se znecisténim zivotniho prostiedi se projevuji v kazdé z jeho slozek: vodé (hyd-
rosféra), pid¢ (pedosféra) a ovzdusi (atmosféra). V této praci se chci zaméfit na moznosti
detekce znecisténi toxiny, endokrinnimi disruptory, pesticidy, 1é¢ivy, antibiotikami, aler-

geny a urceni kontaminace potravin GMO.

4.1 Toxiny

Za toxiny jsou povazovany jedy, které jsou produkovany urcitou biologickou funkci v pti-
rod¢ napf. buitkami a organismy. Jedna se o malé molekuly, peptidy nebo bilkoviny, které
mohou plsobit malé problémy (pichnuti vcely), ale 1 smrt (otrava botulotoxinem, ustknuti
hadem). V oblasti zivotniho prostedi jsou hlavnim cilem zjistovani cyanotoxiny a myko-

toxiny.

4.1.1 Cyanotoxiny

Cyanotoxiny jsou jedy produkované sekundarnim metabolismem sinic (cyanobakterii),
tedy nejsou vyuzivany organismem pro jeho primarni metabolismus. Nejvice rizikové pro
rozvoj sinicového vodniho kvétu jsou zejména vodni plochy znecisténé vysokym obsahem

zivin (hlavné fosfor z necisténych odpadnich vod a vyplavena hnojiva z poli).
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Obr. 13 Vodni kvét, sinice

Riziko se zvySuje pfi vyssich teplotdch v letnim obdobi. Ptikladem je stav Luhacovické
piehrady pied vycisténim. [25] [26]

rostlin a hub, avSak méné toxické nez bakteridlni toxiny viz tabulka niZe.

Tab. 2 Srovnani toxicity

31

Toxin Zdroj Skupina | LDsg pg/kg p¥i inj. i.p. mys
botulin Clostridium botulinum bakterie 0,00003
microcystin LR | Microcystis aeruginosa sinice 43
strychnin Strychnos nux-vomica rostlina 2000

LDsp — median smrtelné davky, kdy latka usmrti pravé polovinu sledovanych ¢lent testo-

vané populace po stanovené dob¢ trvani testu

Ackoliv otravy domécich zvifat a lovné zvéfe sinicemi vodniho kvétu jsou znamy jiz z 19.
stoleti, teprve v poslednich letech byl umoZznén detailni vyzkum cyanotoxind, jejich mole-
kularni struktury a principu ucinku. Obecné se ve svété rozsifuje frekvence vodniho kvétu

sinic na vodnich plochach a Ceska republika neni vyjimkou. [25] [27]

4.1.2 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou latky produkované zejména plisnémi (tzn. mikroskopickymi vlaknitymi
houbami). Mykotoxiny jsou ¢asto ¢lenény podle hlavnich producentd, kterymi jsou plisné
rodt Aspergillus, Penicillium a Fusarium. K vyznamnym skupindm mykotoxin patii afla-

toxiny (extrémné vysoka toxicita) produkované plisnémi Aspergillus (nejcastéji v arasi-
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dech, kukufici a skofapkovych plodech), ochratoxiny produkované plisnémi Aspergillus
(ochratoxin A) ¢i Penicillium (nejcastéji v obilovinach) nebo patulin produkovany plisnémi
Penicillium (nejcastéji v jable¢nych a jinych ovocnych vyrobcich).K vyskytu mykotoxint
na zemédélskych produktech (krmivech 1 potravinach rostlinného piivodu) dochazi v di-
sledku nepftiznivych teplot a vlhkosti pii sklizni, skladovéni, pfepravé a dalSim zpracovani.
Témet vSechny mykotoxiny poskozuji jatra a ledviny a negativné ptisobi na imunitni sys-
tém, nékteré jsou potencialné karcinogenni. Pfijem urc¢itych mykotoxint lidmi a zviraty
muze vést k poskozeni jater, traviciho traktu, k rakoviné a odumirani svaloviny. Mykoto-
xiny ndmele vyvolavaji halucinace a svalové kiece. DalSim disledkem jsou poruchy krev-
niho ob¢hu, které po delsi dobé mohou vést k odumirani koncetin. K zabranéni vzniku to-

xint je dulezité chranit potraviny a krmiva pied plesnivénim. [28]

4.1.3 Detekce toxina

Identifikace a kvantifikace cyanotoxint ve vodé¢ se piedev§im provadi pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotovou spektrometrii. Metoda ELISA se stale Castéji pouzi-
va jako bézna technika pro screening. ELISA typicky reaguje s nékolika analyty uvnitf
dané chemické skupiny. Kazdy ELISA kit reaguje unikatné na danou skupinu analytd v
zavislosti na pouzitych protilatkach. Jinymi slovy reakce na Microcystin-LR nebude prav-
dépodobné stejna jako na Microcystin-LA apod. Tato cross-reaktivita je vSak vyhodou pfi
urceni celkového mnozstvi vice variant toxinu. Pfi méfeni byly pouzity ELISA kity Abra-

xis-DM a Abraxis-ADDA spole¢nosti Abraxis, Warminster, PA, USA [29] [30]

Dave Perkins shrnuje a srovnava metody pro detekci toxinl sinic. Jako nejvyhodné&;jsi po-

vazuje PPIA (protein phosphatase inhibition assay) a na druhém misté ELISA. [31]

Pfti hledani jednoduché, rychlé a nenakladné metody je mozZnym smérem vytvoreni biosen-
zoru vyuzitim disperze jednosténnych nanotrubi¢ek (SWNT) a protilatek na microcystin
nanesené na papir, ktery se tak stane vodivym. Zmény v koncentraci microcystinu pak ur-

¢uji jeho koncentraci rychle a ptesné. [32]
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Obr. 14 SWNT — jednosténna uhlikova nanotrubicka

Detekce mykotoxinll je moznd mnoha metodami. Vyhody ELISA testu jsou jednoducha
ptiprava vzorku, nendkladné zafizeni, vysokd senzitivita, simultdnni analyza vice vzorki,
vhodnost pro screening a omezené pouziti organickych rozpoustédel. Nevyhodou je kiizo-

va reakce a doporucené potvrzeni vysledkt kapalinovou chromatografii. [33]

4.2 Hormony a endokrinni disruptory

Hormony jsou ptirozené produkovany v lidech a zvifatech a uvoliiovany do prostredi. Vy-
znamné urovn¢ steroidnich hormond byly zaznamendny v odpadnich vodach ve svété.
Kontaminace vodniho prostfedi hormony vSak miize narusit reproduktivni a vyvojové pro-

cesy zvlasté vodnich Zivocichil (ryby, obojzivelnici).

Kromé hormonti mohou vyvoj vodnich zivo¢ichti ovlivnit i endokrinni disruptory. To jsou
latky, které naruSuji funkci endokrinniho systému organismu nebo iniciuji procesy v ab-

normalnim ¢asovém obdobi zivotniho cyklu. Chemikalie toho dosahuji riznymi zptlisoby:

- mohou napodobovat biologickou aktivitu hormonil napojenim na bunétné recepto-
ry a iniciovat buné¢nou odpovéd’ ve Spatny okamzik nebo v nadmérném rozsahu

- mohou se napojit na bunétné receptory, ale neaktivovat je. Obsazenim receptoru
pak blokuji pfirozeny hormon

- mohou reagovat s metabolickymi procesy v téle a mit tak vliv na syntézu nebo roz-

pad pfirozenych hormoni.
Chemikalie s hormonalni aktivitou a tedy potencialni endokrinni disruptory zahrnuji:

- pfirozené hormony ze zvifat, uvolnéné do prostiedi

- ptirodni latky, zahrnujici toxiny produkované ¢astmi rostlin (fytoestrogeny)
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- synteticky produkované 1éCiva, kterd jsou urcena pro hormondlni 1écbu (antikon-
cepce)

- Clovékem vyrobené chemikalie a vedlejsi produkty uvolnéné do prostiedi (pestici-
dy, DDT, PCB,dioxiny, bisphenol A-monomer epoxidovych pryskyfic). Hormonal-

ni aktivita té€chto latek je mnohem slabs$i nez ptirozenych hormond  [34]

Jednim ze zdroji hormonti ve vodnim prostfedi jsou pfirozené a syntetické hormony pii-
tomné v hnoji hospodaiskych zvifat. Piiblizn¢ 58 mil. tun hnoje je rocné¢ vyprodukovéano
v USA. Hormony pfitomné v hnoji a na polich, kde byl hnlij rozvezen, se mohou snadno
dostat do povrchovych nebo podzemnich zdroji vody pii destich nebo tani snéhu. Méteni
koncentrace hormont je naro¢né s ohledem na jejich rychlou degradaci. To mize vést
k podcenéni skuteéné koncentrace hormonti V misté a ¢ase odbéru. Proto je nutna konzer-
vace vzorkil s hormony a jejich metabolity béhem odbéru, piepravy a uskladnéni az do

zméfeni. [35]

4.2.1 Vlivnaryby a vodni Zivo¢ichy

Védci z University of Florida zkoumali vliv dobytka na vyvoj a zmény ryby z celedi kap-
rovitych (Pimephales promelas) a zjistili vyznamné zmény v jejich reproduktivni biologii.
Samci byli ,,demaskulizovani“ (zména tvaru hlavy, mensi produkce testosteronu, mensi

varlata), zatimco samice ,,defeminizovany* (snizeny pomér estrogen:testosteron). [36]

Fathead Minnow - Pimephales promelas
averages 2-3 inches

Obr. 15 Pimephales promelas

Vzhledem k tomu, ze hormony nejsou odstranény na ¢istickach vody, existuje nejasné ne-
bezpeci jejich vlivu na ¢lovéka. Filtrace odpadnich vod pouzitim piskové filtrace nebo mi-
krofiltrace, odstrani pfiblizn€ 70% hormonl a pouze pokrocila uprava vody pouzitim re-

verzni osmozy vice nez 95% hormont. [37]

34
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4.2.2 Detekce disruptori

Pro kvantitativni detekci estrogent jsou obecné pouzivany metody HPLC, LC-MS. Tyto

analytické metody jsou vysoce spolehlivé, piesto maji nékolik nevyhod:

- drahé¢ zafizeni

- nutnost velkého objemu vzorku

- nutnost vycisténi vzorku

- spotiebu velkych objemil rozpoustédel

- naroky na odborn¢ proskolenou obsluhu

Kwvili témto nedostatkim miize byt analyza vétsiho poctu vzorkid zaroven drahd a ¢asove
naroc¢na. Proto existuje silna poptavka po rychlém, jednoduchém a nakladové efektivnim

testu jako je ELISA [38]

Piikladem je test Estrogen (E1/E2/E3) EIA kit spole¢nosti Biosense (www.biosense.com)
pro detekci Estrogenu. Kit detekuje estrogenni hormony estrone (E1), 17p-estradiol (E2) a
estriol (E3) s podobnou specifi¢nosti. Tento hormon lze nalézt v krvi riznych zivoc€ichu,
stejn€ jako ve vodnim prostiedi v blizkosti Cistiren odpadnich vod. Analyza je zaloZena na
kompetitivni reakci, kdy enzymem znaceny standard E2 soupefi s volnym estrogenem ve
vzorku o vazbu na specifickou monoklonalni protildtku na povrchu desticky. MnoZstvi
znaeného estrogenu je urceno po reakci se substratem barvou vysledného produktu. Inten-
zita barvy je méfena na vlnové délce 450nm a je inverzné proporcni k mnoZzstvi estrogenu

ve vzorku. Test je kalibrovan pouzitim standardniho roztoku E2 dodaného v Kitu. [39]

Detekce estrogennich hormonii pomoci ELISA testu je citliva. Limit pro estrogenni hor-
mony je pfiblizn€ 0.1 ng/L v odpadnich vodach a 0.05 ng/L v povrchovych vodach. ELISA
tak poskytuje relativné jednoduchou a praktickou metodu posouzeni Skodlivosti estrogen-

nich hormond v umélém i ptirodnim prostiedi. [37]

Alternativné je mozné endokrinni disruptory detekovat pomoci bioindikatoru vitellogeninu
(Vtg) v krvi nebo tkanovych vzorcich nedospélych nebo samcich ryb. Vitellogenin je pre-
kurzor proteind vaje¢ného zloutku a vyskytuje se normalné pouze u vejcorodych samic.
Jeho pfitomnost u samcti tak prokazuje ovlivnéni endokrinniho systému organismu. Prin-
cipem metody je specificka vazba protilatka - vitellogenin (Vtg). Desticka je potazena
protilatkou, ktera vaze vzorek Vtg a standardni Vtg. Rozdilna Vtg-specificka detekéni pro-
tilatka oznacend HRP enzymem je pfiddna tak, aby vytvofila sendvi¢ mezi Vtg a protilat-

kou. Enzymova aktivita je urCena ptidanim substratu, ktery produkuje barevny vysledek.
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Barevna intenzita je pfimo umérnd mnozstvi pfitomného Vtg. Pomoci rizné¢ nafedéného

standardniho vitellogeninu vytvotime kalibra¢ni kiivku, z které pak odeéteme koncentraci

vzorku. [40]

|__— ELISA well
* * *' * *_____Detectmg Ab/HRP

—— Sample/Vtg standard
2 Y Y — ) ——~Capture Ab

Obr. 16 Detekce Vtg - sendvi¢ ELISA

4.3 Pesticidy

Pesticidy jsou nejcastéji pouzivany V zeméd¢€lstvi k ochrané rostlin pied Skudci (rostlinny-
mi a zivo¢iSnymi) a k ochrané skladovych zasob. Bohuzel ¢ast aktivnich substanci neskon-
¢i na rostlinach, ale vypaii se do vzduchu nebo se ulozi do pudy. Vzhledem K jejich che-
mické odolnosti, mohou byt jejich stopy detekovany v povrchovych i hloubkovych zdro-
jich vody, potravinach i Zivych organismech. Pesticidy zplisobuji zdravotni problémy, pro-

to je jejich sledovani v prostredi dileZzité.

Detekce pesticidi pomoci ELISA neni pfimo mozna, protoze pesticidy jsou obvykle piilis
malé molekuly (hapteny) na to, aby vyvolaly imunitni reakci. Proto musi byt nejprve kon-

jugovany s proteinem.

Ptikladem aplikace ELISA je kvantifikace clomazonu v pud¢. Protilatky byly pfipraveny
proti BSA-clomazone konjugatu. Senzitivita dosahla 12ng/mL a protilatky byly specifické
ke clomazonu a neprojevila se kiizova reakce k jinym herbicidim. Vysledky ELISA byly

srovnatelné s plynovou chromatografii. [41]

Dalsi demonstraci je detekce glyfosatu (Roundup) pomoci ELISA kitu Abraxis. Vysledky
ukazaly srovnatelnost s LC-MS. Prestoze ELISA méla n€kolik falesné pozitivnich vysled-
ki a ukazovala vyss§i hodnoty. Pfi srovndni cenové narocnosti 100 vzorkt, by vsak tradi¢ni

analyza stala 30000$ proti 1000$ pro ELISA testy. [42]
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4.4 Léciva Vv pitné vodé

V Ceskych médiich se obcas objevi ¢lanky o vyskytu zbytkl 1éCiv v pitné vodé. Léciva se
mohou do vody dostat bud’ vylouenim z lidského nebo zvifeciho organismu (piedevsim
v moci) nebo piimo z léCiv, které byly splachnuty do odpadu. Tak se samoziejmé mohou
dostat pies tipravnu vody znovu do rozvodu pitné vody. Odbornici si tento potencialni pro-
blém uvédomili a v ramci vyzkumného projektu Grantové agentury CR se jim zabyval
Statni zdravotni tstav (SZU), ktery v letech 2009-2011 provedl prvni systematicky scree-
ning 1é&iv v pitnych vodach v CR. Cilem bylo zmapovani vyskytu zbytka 1é¢iv v pitnych
vodach a zhodnoceni lidské expozice a z ni plynouci zdravotni riziko. Pro screening bylo
tické pfipravky) a carbamazepin (antiepileptikum) — se na zéklad¢ nélezii ze zahrani¢i a
struktury spotieby 1é¢iv v CR jevil jejich pozitivni zachyt jako nejvice pravdépodobny;
patou byla hormonaln¢ aktivni latka 17a-ethinylestradiol (steroidni kontraceptivum), ktera
ma sice dosud nizky zachyt v pitnych vodach, ale medidlné 1 mezi laiky je nejvice diskuto-
vana. Pro stanoveni byla pouzita metoda plynové chromatografie s hmotnostni spektromet-
rii s mezi stanovitelnosti (MS) na trovni 0,5 ng/l, pro 17a-ethinylestradiol ve druh¢ a treti

etapé pak 2 ng/l. [43]

V prvni etap€ probihajici v roce 2010 nebyla nalezena koncentrace nad MS (0,5 ng/l) zad-
né ze sledovanych latek. Ve druhé etapé se SZU zaméfil na 23 kritickych lokalit (apravny
vod vyuZivajici povrchové vody dolnich tokl fek zatizené odpadnimi vodami). Nejvice
zachytl bylo Nejvice zachytl bylo u ibuprofenu (12 v koncentra¢nim rozmezi 0,7 az 20,7
ng/l, s medianem na urovni 2,0 ng/l). Tieti etapa vzorkovani byla zaméfena na ovéteni
vyS$Sich koncentraci nalezenych ve druhé etapé a na ovéteni, zda se latky nalezené na vy-
stupu z upravny vody objevuje také v siti. Na nékterych mistech se totiz voda dale micha s
vodou z podzemnich zdroji, navic diky dezinfekei, kterd se u povrchovych vod pouziva,
dochdzi k oxidaci a ¢astecnému rozkladu téchto latek. Vzorky byly proto odebirany jak na
vystupu z upravny, tak déale v distribucni siti. V této etape bylo odebrano 15 vzorkil vody z
8 riznych vodovodu. V naprosté vétsing piipadt byly nalezy nizsi nez ve druhé etapé. Cel-
kové u vzorkli odebiranych ze sité vice nez 100 vodovodl byl jen ve 3 ptipadech zjistén
pozitivni nalez — tfikrat se jednalo o ibuprofen (0,5 — 1,2 ng/l), jednou o carbamazepin
(4,0 ng/l). Koncentrace 17a-ethinylestradiolu byly ve vSech vzorcich druhé a tieti etapy

mensi nez mez stanovitelnosti (2 ng/l). Na zéklad¢ vysledki je mozné usuzovat na to, Ze
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vyskyt 16&iv v pitnych vodach CR je bud’ velmi nizky (nedetekovatelny sou¢asnymi analy-
tickymi postupy) nebo velmi malo pravdépodobny. [43]
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Obr. 17 Cesta 1é¢iv do pitné vody
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Note: STP is sewage treatment plant.

Pro pfibliZzeni pokud vezmeme nalezené maximum ibuprofenu (20,7 ng/l), ¢loveék by pfi
denni spotiebé 2 1 vody musel pit tuto vodu cca 26 tisic let (!), aby pfijal davku ibuprofenu
odpovidajici jedné tableté (400 mg), coz je minimalni 1é¢ebné davka, kterou nikdo nepova-
7uje za zdravi $kodlivou a v CR ji b&Zné a dobrovolné konzumuji statisice osob. Pokud
bychom porovnali expozici estrogeniim z pitné vody (ten nejhorsi zjistény piipad v zahra-
nic¢i) s expozici estrogenim z bézné diety (nase strava totiz prirozené¢ obsahuje urcité
mnozstvi estrogennich latek rostlinného 1 zivo€isného plivodu), napt. z mléka, zjistime, Ze
denni expozice déti estrogenim z pitné vody je stale asi 150 x niz§i nez expozice z pul litru
vypitého mléka. Expozice dospélych estrogentim z pitné vody byla odhadnuta 82x nizsi nez

expozice estrogentim z bézné stravy. [44]

Moznost detekce ibuprofenu a naproxenu popisuje prace ,,Immunochemical detection methods
for bioactive pollutants®. V ramci vyzkumu byly pfipraveny krali¢i protilatky proti ibuprofenu
a naproxenu pro piipravu ELISA testu. Vysledny pracovni rozsah pro detekci ibuprofenu byl

0,1-146nM, ktery je dostatecny pro monitorovaci ucely. [45]

38
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4.5 Antibiotika

Antibiotika jsou bézné pouzivany ve veterinarni praxi pii chovu hospodaiskych zvifat k 1é¢eni
a prevenci nemoci, ale také na podporu riistu. Z toho vyplyva, ze jejich zbytky a metabolity se
mohou objevit v odpadnich vodach. Odhaduje se, Zze z antibiotik podanych dobytku je 75%
vylouc¢eno a pro néktera bézna antibiotika to mize byt az 90%. Protoze i mald mnozstvi antibi-

otik mohou vyvolat tvorbu rezistence u bakterii, je sledovani antibiotik v prostfedi uzite¢né.

Védci vedeni Kuldipem Kumarem z Univerzity Minnesota pouzily ELISA Kity pro hledani
rezidui 1é¢iv v povrchovych vodach. Tyto kity bézné pouzivaji potravindisti kontrolofi pfi
testech masa a mléka. Podafilo se jim zjistit stopy tylosinu a tetracyklinu ve vodé a prase-
¢im hnoji. Tyto vysledky potvrdili pomoci LC-MS. Daéle konstatovali, ze ELISA se stejné
citliva jako LC-MS v ¢asticich na milion, ale je rychlejsi, snadngjsi a levngjsi (5-15$ za

vzorek proti 150$ u LC-MS). Piesto je spiSe vhodnéjsi jako screeningova metoda z divodu

kiizové reaktivity mezi podobnymi antibiotiky a jejich metabolity. [46] [47]

Dal$im smérem pro rychlou detekci jsou biosenzory. Védci z Hong-Kongské Polytechnic-
ké univerzity pouzili enzym, ktery v piitomnosti antibiotik méni barvu. Bylo to umoznéno

navazanim fluoreskujici molekuly na enzym. [48]

4.6 Alergeny v potravinach

Potravinové alergie se objevuji u 6% déti a méné nez 4% dospélych. Jejich vyskyt se vSak
Vv poslednich letech zvysil. Navic maji zavazné dusledky a ohrozuji zivot pacientt. Vzhle-
dem Kk tomu, Ze alergeny jsou témét bez vyjimKy proteiny, jsou cilem hledani alergent

vejce, mléko (kasein), ryby, lepek a koryse. [49]

Pro detekcei alergenti jsou bézné metody ELISA, hmotova spektrometrie, piipadné i PCR.

Nejcastéji se pouzivaji imunochemické metody pro jejich vysokou specifi¢nost a citlivost.
Limity ELISA - liskové ofechy 0,5 — 100 ppm
- gluten (lepek) 1,5- 80 ppm

Jsou vyuzivany v laboratofich potravinafského primyslu a u statnich kontrolnich zatizeni
k detekci a kvantifikaci alergent pfitomnych v potravinach. Existuji ELISA Kity pro bur-
ské a liskové ofiSky. Vyhodou ELISA testii je vysoka citlivost, moznost kvantifikace
mnozstvi enzymu, jednoducha a rychlé ptiprava vzorku. Nevyhodou je nemoznost detekce

Vv piipadé zpracovanych bilkovin (po denaturaci, enzymatické modifikaci). [49] [50]
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4.7 GMO potraviny

V prabéhu nekolika poslednich dekad byly vyvinuty metody pro klonovani genii a jejich
transfer do Zivych organismi (zvifat a a rostlin). Tyto organismy nazyvame GMO (geneti-
cally modified organism). Organismy tak mohou ziskat vlastnosti, které jsou béznymi

Slechtitelskymi postupy nedosazitelné nebo jen realizovatelné velmi obtizné. [51]

4.7.1 Jaké jsou vyhody GMO potravin?
Odolnost proti Skiidcim a herbicidim

Ztraty zpuisobené hmyzem mohou zpusobit §kody zeméd€lcim, ale v rozvojovych zemich i
hladomory. Farmafi proto spotfebuji tuny pesticidi rocné. Zakaznici vSak nechtéji jist po-
traviny, které byly oSetfeny pesticidy kvili moznym zdravotnim rizikiim. Pesticidy se také
mohou z poli dostat do vody a znecistit zdroje pitné vody. Proto je vyhodné péstovat napft.
geneticky upravenou kukufici (bt corn). Ta obsahuje geny, které zptisobuji produkci toxinu
a tim odolnost proti hmyzu. Nebo RR soja (Roundup Ready) spole¢nosti Monsanto, ktera
je rezistentni proti velmi silnému herbicidu (Roundup - glyfosat). Tak je mozné docilit

vys§i vynosy a zaroven nizsi spotebu herbicidt. [51]
Odolnost proti nemocem

Existuje mnoho virti, hub a bakterii, které¢ zptisobuji nemoci rostlin. Védci proto pracuji na
vytvofeni odolnych druhti rostlin proti témto nemocem. Napf. geneticky upravend Svestka,

odolna proti Sarce. [52]

Odolnost proti chladu, suchu, obsahu soli v ptidé

cey

Gen pro zvySeni odolnosti proti mrazu od ryby Zijici v chladnych vodach byl pfenesen na
rostliny tabaku a brambor. Existuji geneticky upravena rajcata schopna akumulovat siil do

listd, ale plody zlstavaji nezménéné.
Lepsi nutri¢ni hodnoty

Slepota zptisobena nedostatkem vitaminu A je bézny problém v rozvojovém svété. Tzv.
zlata ryZze ma zvySeny obsah beta-karotenu (vitamin A) a mohla by tak zachranit hodné

lidi. Bohuzel iracionalni strach z GMO potravin v Evropé blokuje jeji dalsi vyvoj. [51]
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4.7.2 Detekce GMO

Pravé mozna zdravotni rizika, aplikace predbézné opatrnosti, strach ze spotieby GMO po-
travin a zakonné prekazky na trzich vedou Kk nutnosti znaeni téchto potravin. To zaroven

vyzaduje kontrolu a detekci genetickych modifikaci.

Vyvozci testuji RR odridy pomoci kliceni s ptidanym herbicidem. Pokud klicky odumiou
nebo maji defekty je odrida non-GMO, Vv opaéném piipadé se jedna o RR odradu.
V dnesni dobé existuji 2 zakladni chemické metody pro identifikaci GMO v semenech,

rostlinach a potravinach.

ELISA testy na protilatky k bilkovinam, které umoziuji rychlou identifikaci a rozliSeni
GMO a non-GMO zrni. Test vsak je specificky jen na jeden specificky druh (napt Bt -
Bacillus thuringiensis nebo RR) a neni ho tak mozné pouzit na uréeni bez/s GMO. Druhou
moznosti je DNA/PCR pouzivana také pii rozhodnuti v silech ohledné separace GMO, ale
spiSe pfi vyvoji, Slechténi a vyrobé. PCR je piesnéjsi, citlivejsi a je preferovana pro detekei
obsahu GMO. Velkou vyhodou PCR je moznost procentni kvantifikace GMO v ne GMO
vzorcich. PCR je jedind metoda umoziujici detekci GMO v tepelné zpracovanych potravi-

nach.

ELISA testy se pouzivaji ve formé prouzkti (podobné jako téhotenské testy) pro orienta¢ni
zkousky. Délka testu je cca 2-5 minut. Vyhodou je relativni snadnost pouziti a nizka cena.
Druhou moznosti jsou standardni ELISA desticky, které umoziuji i pribliznou kvantifikaci
GMO ve vzorku a vysledek je zjistén za 2-4 hodiny. ELISA testy maji omezenou moznost
vyuZiti u zpracovanych potravin, protoze vysoké teploty denaturuji bilkoviny a tim zne-

snadnuji jejich detekci. [53] [54]

Pozitivni vysledky detekce proteinti geneticky modifikované soji byly ziskany do teplot
pod 65 °C. Pfi ohfati po dobu 15 minut nad touto teplotou jiz nebyly specifické proteiny
protilatkami detekovany. [55]

Piehled dostupnych GMO ELISA testi uvadi zdroj [56] a zaroven upozoriiuje na dalsi
nevyhody:

- neumi rozli$it mezi riznymi transgenimi projevy jejichZ vysledkem je podobny protein
- dlouhy ¢as nutny k vyvoji kitu

- protein ovlivnény GMO miize byt produkovan jen v nékterém vegetatnim obdobi nebo

jen v urcité ¢asti rostliny
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ZAVER
Cilem mé bakalarské prace bylo na zaklad¢ ziskané literatury popsat fungovani a podmin-

ky provedeni metody ELISA a moznosti jeji aplikace pii detekci latek v oblasti zivotniho

prostiedi, kterému je v dne$ni dobé& vénovana zvysena pozornost.
Préce je rozdélena do n¢kolika ¢asti.

Prvni ¢ast se zaméfuje na problematiku metody ELISA. Zaéina historii vzniku metody a
pokracuje popisem jednotlivych slozek testu. Poté jsem rozebral rizné varianty ELISA
metody vcetn€ jejich vyhod a nevyhod. Pro srovnani jsem kratce uvedl i alternativni meto-
dy a jejich vyuziti.

Dalsi ¢ast obsahuje piehled latek a mozZnosti jejich detekce pomoci ELISA testd a srovnani
s dal§imi metodami. Z prace vyplyva, Ze ELISA ma zna¢né Siroké moZznosti vyuZiti pii
detekci Skodlivych latek v environmentalni analyze a je zvlast¢ vhodna pro produktivni a

nendkladny screening i pfimo v terénu.

Problémy nastavaji pfi nutnosti pfesnych méfeni koncentraci, analyze tepelné zpracova-
nych vzorku, pii detekci Sir§i skupiny podobnych proteinti nebo v ptipadé kiizové reakce
protilatek. V téchto ptipadech je vhodné doplnit ELISA testy zkouskami LC-MS, ptipadné
pomoci DNA-PCR.

MnozZstvi nalezenych zdroji umoZznuje dalsi rozsifeni znalosti o moZnostech aplikace me-
tody v riznych oblastech.
Zajimavym rozsifenim prace by mohlo byt praktické ovéfeni detekce pfimo v terénu napf.

V ramci diplomové préce.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AP Alkaline phosphatase

BSA Bovine serum albumine

ECL Enhanced chemiluminiscence

EIA Enzyme immunoassay

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

HPLC  High-performance liquid chromatography

HRP Horseradish peroxidase

PPi Protein Phosphatase Inhibition Assay

SWNT Single-walled carbon nanotubes
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