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Uvod

Osteokrin (musclin, Ostn) je protein o velikosti
11,4 kDa (130 aminokyselin), ktery podléha proteolytické-
mu Stépeni na aktivni C-terminalni peptid (5 kDa). Je se-
kretovany osteoblasty, butikami kosterniho svalu a vazivo-
vymi buitkami'?. Tento protein obsahuje oblast homologni
s rodinou natriuretickych peptidd, coz umoziuje jeho vaz-
bu na receptor natriuretickych peptidi typu C (NPR-C)
a inhibici jejich odbouravani®™. Presna funkce zatim neby-
la objasnéna, nicméné nedavné studie naznacuji, ze kromé
stimulace diferenciace osteoblastii (exprese Ostn v kostni
tkani se snizuje po piidani vitaminu 1,25-dihydroxy-
vitaminu D3 a chronické pfidani Ostn ke kostni tkéni vede
k inhibici mineralizace, snizené expresi osteokalcinu
a kostni alkalické fosfatasy)’, miize Ostn ovliviiovat ener-
geticky metabolismus a inzulinovou senzitivitu. Zda se
totiz, Ze builky kosterniho svalstva produkuji fadu bioak-
tivnich latek, které ovliviiuji metabolismus podobné jako
adipokiny.

Na mySsich modelech bylo prokazano, ze se exprese
Ostn (mRNA) v pfi¢cné pruhovaném svalu snizuje po hla-
dovéni a zvySuje se po najedeni. Soucasné bylo zjisténo,
ze se exprese Ostn zvySuje inzulinem a snizuje se adrena-
linem &i isoproterenolem'?. Obézni mysi s rezistenci na
inzulin mély vyssi expresi Ostn, a lze tedy odvodit, Ze
osteokrin by mohl byt peptid, ktery indukuje rezistenci
k inzulinu"*”.

V tomto kontextu je zajimavé, ze Ostn snizuje inzuli-
nem stimulované vstfebavani glukosy svalovymi buiikami,
syntézu glykogenu v jatrech a je pravdépodobné, Ze osteo-
krin ptisobi na celou inzulinovou signalizaéni drahu'~.

Ackoliv bylo nedavno provedeno nékolik studii, které
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hodnotily expresi genu Ostn (viz vyse), neni stale dostupna
komer¢ni souprava pro stanoveni koncentrace tohoto pro-
teinu v biologickych vzorcich. Ve vétsiné publikaci byl
vyznam Ostn posuzovan pomoci zvifecich genetickych
modelt (mysi, krysi), ptipadné¢ kulturdich embryonalnich
lidskych renalnich bunék (HEK 293 — Human Embryonic
Kidney Cells).

Cilem na$i prace byl proto vyvoj, validace a klinické
testovani soupravy ELISA pro specifické stanoveni sérové
koncentrace lidského Ostn. Znalost koncentrace osteokrinu
by mohla pomoci pti objasnéni dalSich vztahd mezi kost-
nim a energetickym metabolismem a umoznit tak dalsi
rozvoj diagnostické i 1é¢ebné péce.
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava rekombinantniho lidského osteokrinu

Sekvence mRNA genu Ostn byla ziskana z databaze
RefSeq (Accession Number NM_1981184); pfislusna sek-
vence byla syntetizovana a optimalizovana pro E. coli.
Synteticky gen byl klonovan do expresniho vektoru pR-
SET (Invitrogen); nasledn¢ byla provedena transformace
bakteridlniho kmene E. coli JIM109DE3. Produkéni kmen
byl kultivovan pfi teploté 37 °C a poté byla provedena
indukce exprese rekombinantniho proteinu pomoci isopro-
pyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG, Sigma). Po soni-
kaci produkénich bunék byl z inkluznich télisek rozpusté-
nych v 6 M guanidinu, 0,1 M Tris (pH 8,6) izolovan meta-
lafinitni (NINTA) chromatografii rekombinantni osteokrin.
Protein byl nasledn¢ dialyzovan do prostfedi 50 mM aceta-
tového pufru (pH 4,0), Cistota proteinu byla analyzovana
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti
dodecylsulfatu sodného (12% homogenni gel, SDS PAGE)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové cislo
BCA1-1KT).

Ptiprava specifickych protilatek

Pro sestaveni soupravy byly pouzity 2 rizné mysi
monoklonalni protilatky pfipravené hybridomovou fuzi
mySich myelomovych a B-bungk, které byly ziskany imu-
nizaci krysy rekombinantnim mySim osteokrinem
(rmOsteokrin; aa 28—130; Accesion No. AAQ84523). IgG
frakce byla izolovana ze supernatantu afinitni chromato-
grafii s proteinem G.

Detekéni protilatka byla znacena modifikovanym
biotinem (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce, katalogové
¢islo 21338) podle navodu od vyrobce.

Vyvoj sendvicového testu ELISA pro stanoveni
osteokrinu v lidském séru

Sestavili jsme sendviovy test ELISA pro méfeni
osteokrinu v séru. Tento test je vysoce specificky a citlivy
diky pouZiti detekéni protilatky znacené biotinem.
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Obr. 1. Ovéfeni Cistoty proteinu elektroforézou (12% homo-
genni gel, SDS PAGE, metoda Laemli, barveni gelu: Coomasie
blue). V levé draze je standard tvotfeny proteiny o velikostech 14,
21, 31, 45, 66 a 97 kDa, v prostfedni draze je redukovany lidsky
osteokrin, v pravé draze je neredukovany lidsky osteokrin

Mikrotitraéni desticka (Corning Costar, katalogové
Cislo 21338) byla potazena 0,25 pg protilatky/ jamku
v 0,1 M karbonatovém pufru (pH 9,0; inkubace 16 h pfi
4 °C), po odsati vazebného roztoku byly desky jednou
promyty TBS (Tris pufr, pH 7,2 — 0,15 M NaCl, pH 7,2)
$ 0,05 % Tween 20 a do kazdé jamky bylo davkovano
0,3 ml roztoku TBS (0,15 M NaCl, pH 7,2), 1,5 % BSA
(hovézi sérovy albumin), 4 % sacharosa a deska byla inku-
bovana 30 min pfi laboratorni teploté, aby byla zablokova-
na nevyuzita vazebna mista na povrchu jamky. Po odsati
blokovaciho roztoku byla desticka usuSena a pak bylo
davkovano 0,1 ml ptislu$ného standardu nebo 4x ziedéné
sérum (vSechny vzorky i standardy byly méfeny 2x). Po
inkubaci 1 h se vzorky pfi laboratorni teploté byla deska
3x promyta promyvacim roztokem (TBS, 0,05 % Tween
20, pH 7,2) a poté inkubovéana 1 h pfi laboratorni teploté
s 0,1 ml biotinylované protilatky (0,05 ug ml™") v kazdé
jamce. Pak byla deska opét 3x promyta promyvacim rozto-
kem a do kazdé jamky bylo nadavkovano 0,1 ml 7000x
zfedéného konjugitu neutravidin—kienova peroxidasa
(Amdex, katalogové Cislo RPN 4401V) a inkubovano 1 h
pfi laboratorni teploté. Po trojnasobném promyti promyva-
cim roztokem byla kazda jamka naplnéna 0,1 ml substratu
TMB (1,2 mM tetramethylbenzidin s obsahem 3 mM pero-
xidu vodiku, KPL, katalogové ¢islo 52-00-01) a reak¢ni
smés inkubovéna 10 min pfi laboratorni teploté. Reakce
byla zastavena piidavkem 0,2 M kyseliny sirové a vzniklé
zluté zbarveni bylo zméteno fotometricky pii vinové délce
450 nm. Intenzita zlutého zbarveni je pfimo iimérna obsa-
hu analytu ve vzorku. Koncentrace osteokrinu
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v neznamych vzorcich byly odecteny z kalibrac¢ni kiivky
(obr. 2), ktera byla ziskana vynesenim absorbanci standar-
da proti jejich znamé koncentraci.

Redicim roztokem pro standardy a vzorky byla kom-
binace TBS — 0,05 % Tween 20 — 0,05 % Zelatina. Stabili-
zacnim roztokem pro biotinylovanou protilatku a konjugat
streptavidin-kfenova peroxidasa byl komer¢ni roztok Sta-
bilzyme (Surmodic). V testu byla pouzita fada standardu 8;
4; 2; 1, 0,5; 0,25; 0,125 ng !, ktera vznikla nafedénim
rekombinantniho lidského osteokrinu. Sérové vzorky byly
fedény 4x (1 dil vzorku + 3 dily fediciho roztoku).

Po sérii pokust s riznymi polyklonalnimi i monoklo-
nalnimi protilatkami (data nejsou prezentovana) byl vy-
bran popsany systém, ktery poskytoval nejlepsi vysledky.
V tomto systému jsou pouzity jako vazebna i detekéni
protilditka mys$i monoklonalni protilatka, kterd je v obou
pripadech specificka k jiné ¢asti molekuly osteokrinu.
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Obr. 2. Standardni kiivka pro osteokrin ELISA, A (nm) —
absorbance pfi vinové délce 460 nm, cOSTN — koncentrace oste-
okrinu v pg I”!

Klinické testovani metody ELISA

Byla vysetiena skupina 98 jedinct, pacienti metabo-
lické ambulance Nemocnice Sternberk, ktefi byli 1é&eni
pro metabolicky syndrom. Jako kontrolni soubor byla vy-
brana skupina zdravych osob, vysetienych v ramci preven-
tivnich prohlidek (20 osob, nelécenych ani nesledovanych
pro zadné onemocnéni). U vSech byla vySetfena hladina
osteokrinu v séru a soucasné koncentrace cholesterolu,
HDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu, triglyceridi, intakt-
niho proinzulinu, glukosy a vypoctena hodnota indexu
rezistence k inzulinu Quicki (6).
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Tabulka I
Hodnoty ostreokrinu u sledovanych skupin v pg ™'
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Sledovany parametr” Primér Median Signifikace®
Muzi 1,8 0,125
Zeny 8,1 0,125 NS, P=0,56
Inzulinova rezistence ANO 2,1 0,125
Inzulinova rezistence NE 5,2 0,125 NS, P=0,6
Dyslipidémie ANO 2 0,125
Dyslipidémie NE 8,4 0,125 NS, P=0,4

“NS — nesignifikantni, P — koeficient vyznamnosti, °definice rezistence k inzulinu — na zakladé hodnoté Quicki (jedinci
s hodnotou pod 0,357 byli definovani jako osoby s rezistenci k inzulinu) (6), definice dyslipidémie — do skupiny osob
s dysluipidémii byli zafazeni jedinci s minimalné dva znaky ze tfi (zvySena hodnota triglyceridd, cholesterolu nebo snize-
na hodnota HDL). Do skupiny jedinci bez dyslipidémie byli zafazeni pouze jedinci s normalni hodnotou cholesterolu, tri-

glyceridi i HDL

Vysledky
Analyticka charakteristika metody ELISA

Pro ovéfeni funkénosti testu byla verifikovana sprav-
nost a presnost metody. Spravnost metody byla ovétena
metodou standardniho ptidavku a byla zjisStovana vytéz-
nost, vyjadfend jako pomér ziskané/oc¢ekdvané hodnoty
koncentrace osteokrinu. Vzorky sér od 3 pacientil byly
obohaceny o +4, +2, +1 ug 1" Ostn. Priméma hodnota
vytéznosti byla 94 %. V testu linearity byly testovany
2 sérové vzorky, které byly sériové fedény 4x, 8x, 16x
fedicim roztokem, ktery obsahoval TBS, 0,05 % Tween 20
a 0,05 % zelatiny. Primérna hodnota vytézku byla 120 %.

Presnost metody byla testovana jako reprodukovatel-
nost vysledkti u 2 vzorkd sér a vyjadrena jako varia¢ni
koeficient (CV) v sérii a mezi sériemi (n = 8). Jejich hod-
nota byla 7 a 11 %.
stanovitelnou koncentraci osteokrinu, &inila 0,5 pg 1! (tato
hodnota je vyjadfenim koncentrace osteokrinu, odpovidaji-
ci absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna absor-
bance slepého vzorku (n = 16) + 3x smérodatna odchylka
pruméru slepého stanovent).

Klinické testovani vysledkl osteokrinu, ziskanych
stanovenim ELISA

U sledovanych osob nebyly zjistény zadné souvislosti
mezi hodnotami osteokrinu a ostatnimi méfenymi ukazate-
li. Hodnoty Ostn se neliSily ani podle pohlavi, podle vy-
skytu rezistence kinzulinu ani vyskytu dyslipidemie
(tab. ).

917

Zaveér

Zavérem lze konstatovat, Ze byla navrzena, sestavena,
validovana a zavedena do klinické praxe vibec poprvé
nova metoda ELISA, slouzici ke klinickému testovani pro
stanoveni osteokrinu v séru. Soucasné je vSak nutno fici,
ze nebyly potvrzeny hypotézy o souvislosti mezi koncent-
raci osteokrinu v séru a antropometrickymi i laboratornimi
ukazateli energetického a glukosového metabolismu, resp.
o jeho mozném vyuziti v laboratorni diagnostice nejcastéj-
Sich poruch energetického metabolismu (obezita, metabo-
licky syndrom). Tento nalez pouze podporuje znamy fakt,
ze exprese latek se Casto 1iSi od jejich koncentrace v séru,
a ze fada hypotéz o mozném praktickém vyuziti koncent-
race peptidi na zakladé znalosti jejich exprese v klinické
praxi selhava.
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M. Karpi§ek®, K. Adamcova‘, L. Sporova®, and P. Hejduk®
(“ Department of Laboratory Medicine.Hospital, Stern-
berk, ° Veterinary Faculty, Brno, Czech Republic, © Gnosis
Ltd., Slovak Republic): Determination of the Serum Os-
teocrin Concentration by a New ELISA Method

The osteocrin (musculin) concentration in blood se-
rum was recently identified as a parameter of energetic
homeostasis and bone modulation. At present, however,
there are no valid data on osteocrin concentrations in se-
rum and no routine method of its analysis in humans. The
development and validation of a new ELISA method for
osteocrin determination in serum and its testing in indi-
viduals with metabolic syndrome are described. It has been
found that the osteocrin values are not able to differentiate
between individuals with metabolic syndrome and con-
trols. The serum osteocrine is probably not a useful marker
for metabolic syndrome diagnosis.
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