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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je automatizace manuadlni pfipravy anti-COVID-19

magnetického imunosorbentu.

Teoretickd ¢ast prace je zamérena na feSeni zpracovani informaci o viru
SARS- CoV-2, zpusobujicitho onemocnéni COVID-19. Je zde popsana zakladni
charakteristika nemoci, jeji plvod, klinicky obraz, metody pro zjisténi viru SARS-CoV-2
v lidském organismu a lécba. Dale prdce pojednava o principu metody LIS a jsou zde

definovany zpUsoby jeji vyuziti v jinych oblastech analyzy.

Experimentdlni ¢ast popisuje, jakym zplsobem byla manudlné ndrocna vsadkova
metoda pro imobilizaci protildtky na  magnetické ¢dastice  prevedena
na automatizovanou metodu v systému Lab-In-Syringe (LIS). P¥i vyvoji prevodu
vsadkové metody do LIS byla provedena fada experimentd, optimalizaci a hledani
analogii, aby doslo k plné automatizaci metody s minimdlnim zapojenim operatora.
Pomoci zafizeni, jsme pripravili anti-COVID-19 imunosorbenty, které byly nasledné
otestovany pomoci PCR metody na pacientskych vzorcich v laboratofi Univerzity

Pardubice se stupném ochrany BSL 3.

Klicova slova: COVID-19, SARS-CoV-2, magnetické ¢astice, Lab-In-Syringe, LIS



ABSTRACT

The target of the diploma thesis is the automation of the manual preparation of

anti-COVID-19 magnetic immunosorbent.

The theoretical part of the work is focused on the research processing of
information about the SARS-CoV-2 virus causing the disease COVID-19. The basic
characteristics of the disease, its causative agent, clinical picture, methods for detecting
the SARS-CoV-2 virus in the human body and treatment are described here.
Furthermore, the principle of the LIS method is described here and the methods of its

use in other areas of analysis are described here.

The experimental part describes how the manually demanding batch method for
antibody immobilization on magnetic particles was converted to an automated method
in the Lab-In-Syringe (LIS) system. To converting the batch method to LIS, was done
series of experiments, optimizations and searches for analogies were carried out in
order to fully automate the method with minimal operator involvement. Using the
device, we prepared anti-COVID-19 immunosorbents, which were subsequently tested
using the PCR method on patient samples in the laboratory of the University of

Pardubice with BSL 3 protection level.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, magnetic particles, Lab-In-Syringe, LIS



UuvoD

Nazev onemocnéni COVID-19 vznikl zkracenim anglického nazvu a pridanim roku
jeho objeveni ,Coronavirus Disease 2019“. Toto respiraéni onemocnéni oznacované
také jako tézky akutni respiracni syndrom 2 zpuUsobuje virus nazvany SARS-CoV-2.
COVID-19 zplisobuje infekce prevainé hornich cest dychacich a mlzZe se rozvinout

az v zavaznou pneumonii [1,2].

Klinické priznaky COVID-19 jsou ruzné, od asymptomatickych stavu
az po syndrom akutni respiraéni tisné a multiorgdnového selhdni. Mezi bézné klinické

priznaky patfi horecka, kasel, bolest v krku, bolest hlavy, inava, myalgie a dusnost.

Moznosti diagnostiky COVID-19 je hodné. Pouzivaji se screeningové testy,
konfirmacnni testy a vysoce specifické referenéni testy, které jsou zaloZené
na detekci nukleovych kyselin. Ddle sérologické a imunologické testy, point of care
testy (POC), detekce neutralizacnich protilditek a metody detekce antigenu.
Jako vzorky se vyuzivaji vytér z krku, vytér z nosohltanu, sliny, které se ziskavaji
plyvanim nebo kloktanim, sputum, endotrachedlni aspiradty a bronchoalveolarni lavaz.
Virus mlzZe byt také detekovan ve stolici a v tézkych pfipadech i v krvi. Ostatni

laboratorni vySetfeni jsou obvykle nespecificka [1,2].

LécCba je v podstaté podplrna a symptomaticka. Je mozna také pomoci antivirotik
jako je ribavirin ¢i lopinavirritonavir, které byly pouzZity jiz u SARS a MERS.
Novou moznosti |éCby z fad antivirotik je 1éCivo zvané Paxlovid, tento Iék se podava
pacientim s onemocnénim COVID-19, ktefi spadaji do tzv, rizikovych skupin a je tak
velkd pravdépodobnost hospitalizace. Dalsi moZnosti je prevence, a to v podobé

vakcinace [1].

Jednou z moznosti izolace viru z biologickych vzorkd za ucelem vyzkumu je
pomoci magnetického imunosorbentu s navazanou specifickou protilatkou. Pravé

vyvojem metody pro pfipravu anti-COVID19 immunosorbentu je zamérena tato DP.



ZADANI - CiL PRACE

Cilem diplomové prace je automatizace manudlni ptipravy anti-COVID-19
magnetického imunosorbentu, kdy se pomoci magnetického separatoru a rotatoru
navazuji protilatky na magnetické Castice. Takto pfipraveny magneticky imunosorbent
muze slouzit napfriklad k prlikazu antigenu, coz je v nasem pripadé spikeovy protein
nachdzejici se na povrchu viru SARS-CoV-2. Automatizace metody probéhla za pouziti

systému Lab-In-Syringe (LIS).



1. KORONAVIRY

Koronaviry (coronavirus, CoV) jsou RNA obalené viry patfici do fadu Nidovirales.
Viriony maji v elektronovém mikroskopu vzhled koruny (latinsky corona). Jsou
rGznorodou skupinou virQ infikujicich rGzné druhy zvirat i ¢lovéka, u kterého mohou
zpUsobit mirné az tézké respiracni onemocnéni. Koronaviry mizeme rozdélit do dvou
skupin, a to a a B (Tab. 1). Prvni a — koronaviry objevené v souvislosti s lidskym
onemocnénim byly oznadeny jako HCoV-229E a HCoV-NL63. U B — koronavirll to byly
HCoV-0C43 a HCoV-HKU1. Tyto druhy koronavir( zptsobuji u lidi pouze mirné ptiznaky,
jakymi jsou naptiklad ryma a kasel. V roce 2002 a 2012, se objevily dva vysoce patogenni
koronaviry se zoonotickym plvodem, koronavirus zpUsobujici tézky akutni respiracni
syndrom (SARS-CoV) a blizkovychodni koronavirovy respiraéni syndrom (MERS-CoV),
které zpUlsobily u lidi smrtelné respiracni onemocnéni. Na konci roku 2019 byl objeven
novy typ koronaviru, oznaceny jako SARS-CoV-2, ktery zpUsobil vypuknuti neobvyklého
virového zapalu plic. Tento typ zplsobuje vysoce nakazlivé onemocnéni, pojmenované
jako COVID-19. Virus SARS-CoV-2 vyrazné prekonal své predchidce SARS a MERS
z hlediska poctu nakazenych i zemrelych a také z hlediska poctu a rozsahu epidemickych

oblasti, protoZe zpusobil celosvétovou pandemii onemocnéni COVID-19 (Tab. 2) [2,3,4].

Tabulka 1 Koronaviry pfenosné na ¢lovéka [4].

Nazev viru Klasifikace
HCoV-229E a-koronavirus
HCoV-NL63 a-koronavirus
HCoV-0C43 B-koronavirus
HCoV-HKU1 B-koronavirus
SARS-CoV B-koronavirus
MERS-CoV B-koronavirus
SARS-CoV-2 B-koronavirus
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Tabulka 2 Srovnani onemocnéni SARS, MERS a COVID-19 [5].

SARS MERS COVID -19
Patogen SARS-CoV MERS-CoV SARS-CoV-2
Primérna inkubacni 4,6 dne 5.2 dne 6,4 dne

doba

Klinicky obraz

1. Pretrvavajici horecka,
zimnice, myalgie, suchy kasel,
bolest hlavy, maldtnost a
dusnost

2. Bolest v krku, rinorea,
nevolnost a zvraceni, vodnaty
prdjem

3. TéZké pripady: zrychlené
dychani, dusnost nebo zjevna

respiracni tisen

4. Organové selhani

1. Horecka, kasel, zimnice,
bolesti hrdla, myalgie,
artralgie a nasledna
dusnost a rychla progrese k
zapalu plic béhem prvniho
dne

2. Gastrointestinalni
priznaky, véetné prijmu,
zvraceni a brisni bolesti

3. Tézké pripady: ARDS,
akutni selhani ledvin i
selhani vice organ(

1. Horecka, suchy kasel,
myalgie, Unava, dusnost

2. Mnohocetné selhani
organu, véetné poskozeni
ledvin, poskozeni jater, a
poskozeni testikularni
tkané.

3. Mirné pripady: nizka
horecka, mirna Unava

4. Tézké pripady: dusnost
popfipadé hypoxémie

5. Kritické pripady: ARDS,
dusnost, brisni bolesti a
anorexie

Laboratorni nalezy

1. Lymfopenie, DIC, zvySena
LDH, a CK.

2. Pocty CD4 a CD8 T-
lymfocytd nizké

3. Trombocytopenie,
prodlouzena APTT, zvyseny D-
dimer a ALT

1. Leukopenie, zvysené
LDH, AST,
trombocytopenie, a
lymfopenie.

2. Nékolik pripadd: virova
RNA v krvi, modi a stolici

3. Zvysené jaterni enzymy

1. Lymfopenie, prodlouZena
PT, zvySené hladiny LDH,
AST, ALT, urey a kreatininu
v krvi

2. vySené CRP a
sedimentace erytrocytl

3. Té7ké pripady:
ZvysSené D-dimery, tézsi
lymfopenie

4. Kritické pripady: Vysoké
zanétlivé markery

5. Neprezivsi: Velmi vysoka
hodnota poctu neutrofild,
vysoké D-dime a hladina
urey a kreatininu v krvi

Pocet pfipadl ve svété | 8273 2494 450 678 189
Pocet umrti 775 858 6 039 122
Letalita 9,4 % (2004) 34,4 % (2019) 1,3 % (2022)
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1.1 SARS-COV-2

Taxonomie SARS-CoV-2:

Rdd: Nidovirales

Celed" Coronaviridae
Podceled’ Orthocoronavirinae
Rod: Betacoronavirus

Podrod: Sarbecovirus

1.1.1 Struktura:

SARS-CoV-2 je vir, tvofeny pozitivni jednovldaknovou RNA (+ssRNA), obsahuje
Ctyfi strukturdlni proteiny, a to nukleokapsidovy protein (N), membrdnovy protein (M),
obalkovy protein (E) a spike protein (S) (Obr. 1). M protein je nejhojnéjsi strukturalni
protein a definuje tvar virového obalu. M protein existuje jako dimer a mlzZe tak
pfijmout dvé ruzné konformace, které umozZnuji zakfiveni membrany a vazbu
nukleokapsidu. Proteiny M, N a E spolecné tvori virovy obal. Dale obsahuje Sest
funkénich ¢tecich rdmca (ORF), které jsou usporadany v poradi od 5’ konce po 3’ konec.
Ze Ctyr strukturnich gend sdili SARS-CoV-2 vice nez 90 % aminokyselin
se SARS-CoV. Vyjimku tvofi gen pro S protein, ktery je delsi nez u SARS-CoV.
Misto 1 255 aminokyselin jich ma 1273. Dale SARS-CoV-2 obsahuje 16 nestrukturdlnich
genll a vétSina ztéchto proteinl ma z85 % shodnou strukturu s nestrukturdinimi

proteiny SARS-CoV [6,7,8,9].
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A
Spike (S)
protein

Membrane (M)
protein

Nucleocapsid (N)
protein

Envelope (E) RNA
protein
Lipid bilayer
envelope

Obrazek 1 Struktura SARS-CoV-2 [10].

Strukturalni proteiny:

M protein (25-30 kDa) se tfemi transmembranovymi doménami je nejhojnéji
zastoupeny strukturalni protein a definuje tvar virového obalu. M3 kratky N-konec,
ktery mifi vné obalu (ektodoména) a mnohem delsi C-terminalni konec, ktery saha
6—8 nm do virové Castice (endodoména). M protein existuje jako dimer a muze
pfijmout dvé rtizné konformace, které umoznuji zakfiveni membrany a také vazbu
na nukleokapsid. Interakce S a M proteinu je nezbytna pro spravnou funkci S proteinu.
Vazba M na N protein stabilizuje nukleokapsid. M protein spole¢né s E proteinem tvofri
virovy obal a jejich vzajemné plsobeni hraje dileZitou roli pfi uvolfiovani virovych ¢astic

[6,7,8].

E protein (8-12 kDa) je nejmensi ze strukturdlnich proteind.
Tento transmembranovy protein ma aktivitu iontového kandlu. Béhem replikacniho
cyklu je protein E hojné exprimovan uvniti infikované bunky, ale pouze mala ¢ast
je zaclenéna do virového obalu. E protein ma vyznamnou funkci hlavné pti dozravani

viru [6,7,8,9].
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N protein je dalezity strukturni protein. Je jediny, jenZ se vaze na RNA, kterou bali
do spirdly. Béhem sestavovani virionl interaguje s jinymi strukturdlnimi proteiny.
Je produkovan ve velkém mnoiZstvi béhem infekce a je vysoce imunogenni.
Skldda se ze dvou samostatnych domén - N-terminalni domény (NTD) a C-termindlni
domény (CTD). Optimalni vazba RNA vyZaduje pfispévek z obou téchto domén. Je také

zapojen do shromazdovani vir(i a puéeni, coZ vede k Uplné tvorbé virion( [6,7,8,9].

S protein, znamy také jako spike protein neboli hrotovy protein je glykoprotein
tvofici homotrimer, vy€nivajici zvirového povrchu. Zprostfedkovava vstup viru
SARS- CoV-2 do hostitelskych bunék. Sklada se ze tfi oblasti, a to intraceluldurdrni
domény, transmembrdnové oblasti a ektodomény. Ektodoména je sloZzend ze dvou
podjednotek S (S1/S2). S1 podjednotka je slozena z N-koncové domény (NTD)
a C- koncové domény, zndmé jako receptor vazajici domény (RBD). Funkci podjednotky
S1 je rozpoznani a navazani se na receptor v hostitelské burice. S2 podjednotka
je slozena z fuzniho peptidu (FP), sedmiclenné repetice 1 (HR1), centralni Sroubovice
(CH), konektorové domény (CD), sedmiclenné repetice 2 (HR2), transmembranové
domény (TM) a cytoplazmatického konce (CT). Funkci S2 podjednotky je faze virové
membrany s membranou hostitelské bunky. HR1 a HR2 tvofi dohromady
SestiSroubovici, ktera je rozhodujici pro fuzi membran (Obr.2). Tyto dvé repetice jsou
u SARS-CoV-2 stabilnéjSi nez u SARS-CoV a to je s nejvétsi pravdépodobnosti dlivod vyssi
infekénosti SARS-CoV-2. CT tvofi pomyslnou kotvu, kterd je dulezZitd pro dostatecné
priblizeni virové a hostitelské bunky. Na spike proteinu se nachazeji dvé stépna mista.
Prvnim mistem je pomezi podjednotek S1 a S2, které jsou spolu nekovalentné vazany.
Toto misto je Stépeno furinem. Druhé misto Stépeni se nachazi na S2 podjednotce
a je Stépeno enzymem TMPRSS2. Toto Stépeni nastava pri dostateéném pfiblizeni viru
k hostitelské burice. Spike protein ma schopnost prechazet mezi dvéma stavy,
uzavienym a otevienym. Pfi otevienim stavu je RBD doména vzpfimena a vycniva
z povrchu viru, coZ usnadniuje navazani na angiotenzin konvertujici enzym 2 (ACE2)

receptor [6,7,9,11,12,13,14].
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Obrazek 2 Spike protein SARS-CoV-2 [15].

Nestrukturalni proteiny (NSPs):

Kromé strukturalnich proteint, které se podileji na stavbé viru, jsou v RNA
zakédovany i tzv. nestrukturdlni proteiny. Ty napomdhaji RNA-dependentni RNA

polymeraze a staraji se tak o sprdvny a presny pribéh replikace RNA viru [11,16,17].

Nspl je s membranou asociovany translacni inhibitor, ktery ukotvuje replikacni
komplex k bunééné membrané. Nspl tvori komplex s 40S ribozomalni podjednotkou,
ktera degraduje hostitelské mRNA vyvoldanim endonukleolytického Stépeni v blizkosti
5° - nepreklddané oblasti, a tim inhibuje hostitelskou translaci. Potlaéenim exprese
MRNA hostitelské buriky podporuje efektivni expresi virovych genl v infikovanych

bunkach a unik od imunitni reakce [16,17,18].
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Nsp2 hraje zasadni roli v modulaci signalni drahy preziti hostitelské buriky
prostfednictvim interakce s prohibitiny (PHB1 a PHB2). Prohibitiny jsou exprimovany
a pritomny v nékolika bunéénych kompartmentech jako jsou napfiklad mitochondrie.

Zachovavaji funkeni integritu a obranu bunék pred raznymi stresy [16,17,19].

Nsp3, protedza podobnd papainu (PL-PRO) je nejvétsi cystinovd protedza
s proteolytickou jadrovou doménou. Prednostné Stépi proteiny stimulované
interferonem podobnym ubikvitinu 15 (ISG15). Toto Stépeni ISG15 zinterferon
regulujiciho faktoru 3 (IRF3) oslabuje odpovéd interferonu I. typu, coZ vede k potlaceni
protivirové imunity hostitelské buriky. Funkci je tedy uvoliovani nspl a nsp2
z polyproteinu, interakce s jinymi virovymi nsp a také s RNA za vzniku
replikacniho/transkripéniho komplexu. Odstrariuje také znacky ze starych protein(

urcéenych k destrukci [17,18,19].

Nsp4, protein pomaha sestavit membranu viru, interaguje s Nsp3 a dalSimi

proteiny a hraje vyznamnou roli v replikaci SARS-CoV-2 [16,18,19].

Nsp5, protedza podobnd chymotrypsinu nebo 3C-like protedza (3CLpro),
je to klicovy enzym, zodpovédny za odstépeni jednotlivych proteint, dalezitych pro
virovou replikaci a transkripci SARS-CoV-2, z polyproteind ppla a pplab viru.
Této jedinecnosti bylo vyuzito pFi vyvoji antivirotik proti COVID-19, kdy je tento enzym

blokovan specifickym inhibitorem [16,17,18,19].

Nsp6 se vaze se sigma receptorem endoplazmatického retikula hostitele
a iniciuje indukci autofagozom. Nsp3, Nsp4 a Nsp6 vsechny dohromady maji schopnost
indukovat dvoumembranové vezikuly, ve kterych Nsp3 a Nsp4 jsou schopny parovat

membrany a Nsp6 ma schopnost membranové proliferace [16,17,19].

Nsp7 se vaze na Nsp8 a spolecné vytvareji hexadekamer zndmy jako primazovy
(replikacni) komplex. Poté interaguje s RNA-dependentni RNA polymerazou (Nsp12)
a tvofi hetero-oligomerni komplex (Nsp12-Nsp7/Nsp8), jenz se ucastni vlastni replikace
SARS-CoV-2. Nsp8 ma adhesiny, nezbytné pro adherenci viru. Nsp7 ma aktivitu RNA

polymerazy nezavislé na primeru a Nsp8 ma primdazovou aktivitu [16,18,19].
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Nsp9 pusobi jako jednovldknovy protein vazajici RNA a zprostredkovava jak
virovou replikaci, tak virulenci. RNA se vaZe pres oligosacharid, jenZ je jedinecny pro tuto

tfidu B-CoV a podporuje replikaci viru [16,17,19].

Nsp10, nezbytny kofaktor, ktery aktivuje guanin-N7-methyltransferdzu (Nsp14)
a 2’-O-ribéza methyltransferdzu (Nsp16) a podili se na methylaci mRNA, sestfihu,

polyadenylaci a jaderném exportu virové mRNA [16,18,19].

Nspl1l, nejkratsi peptid (13 aminokyselin) exprimovany na konci orfla

polyproteinu genomu replikazy SARS-CoV-2 [16,18,19].

Nsp12, RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRp), je primarné zodpovédnd
za replikaci a transkripci genomu SARS-CoV-2. Nsp12 ma ssRNA a ssDNA-dependentni
polymerdzovou aktivitu, jez se podileji na posttranskripéni modifikaci. Interaguje

s komplexem Nsp7/Nsp8 za vzniku primarniho (replikacniho) komplexu [13,14,15,16].

Nsp13, HPLCikdza (Hel) nebo nukleosid-trifosfatdza (NTPase) je multifunkéni
protein. Ma vyznamnou roli pfi replikaci RNA SARS-CoV-2. Helikazova aktivita zavisi
na hotc¢iku a mlze vykazovat rlizné vlastnosti pfi odvijeni RNA. Funkci je odvijeni dsRNA

nebo DNA ve sméru 5'->3'[16,17,18].

Nsp14, bifunkéni replikdzovd podjednotka s exoribonukledzovou aktivitou
se podili se na korekci pfipadnych chyb pfi replikaci. Tato aktivita plisobi ve sméru 3'->5'
na ssRNA i dsRNA. Nsp10 interaguje s Nsp14 a Nsp16 za ucelem vytvoreni dodekameru
pro vylepseni jejich enzymové aktivity a hraje klicovou roli v syntéze RNA a replikaci.
N - koncovd cast Nspld interaguje s ATP-dependentni RNA helikdzou (DDX1)

v C- termindlni oblasti, ktera zlepsSuje replikacni proces [16,17,18,19].

Nsp15, Mn?*dependentni nidovirovy uridylat-specifickd endoribonukledza
(NendoU), kterd zanechava 2'-3’-cyklus fosfatazy 5" ke Stépeni vazby a provadi rlizné
vitalni funkce, spojené se zpracovanim RNA. Nsp15 pUsobi jako antagonista interferonu
(IFN) a inhibuje produkci interferonu-B. Navic komplex Nsp7/Nsp8 zvysuje
endoribonukledzovou aktivitu Nsp15 [17,18,19].
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Nspl6, 2° O-ribdza methyltransferdza usnadniuje methylaci mRNA cepicky
2" O-ribdzy na 5'-Cepicku mRNA za vzniku N7-methyl guanosinové Cepicky a hraje
dllezitou roli pfi methylaci virové mRNA, kterd je nezbytnd pro vyhnuti se imunitnimu
systému a nukleoprotedzam. Enzymaticka aktivita Nsp16 se zvySuje interakci s Nsp10

a je zasadni pro virovou replikaci a transkripci v hostitelskych burikdch [16,17,18,19].

1.1.2 Patogeneze

Patogeneze SARS-CoV-2 neni jeSté zcela prozkoumdna. Predpokladd se,
Ze vyuziva mechanismy vstupu do burky obdobné jako v pripadé plivodctd SARS a MERS.
Vstupni branou Sars-Cov-2 do buniky je receptor pro ACE2, stejné jako tomu je v pfipadé
SARS-CoV. ACE2 je typ exopeptiddzy exprimovand na povrchu rliznych bunék lidského

téla, jako je napfiklad plicni epitel, epitel v tenkém stfevé a endotelu [2,20,21].

Vir se dostava do bunék pomoci spike proteinu (Obr. 2). Pro jeho spravnou funkci
je nutné rozdéleni podjednotek S1 a S2 a to stépenim pomoci enzym. Misto rozstépeni
podjednotek je nazyvano Stépné misto protedzy S1/S2 a je tvofeno inserci 12 bazi, které
tvofi funkéni polybazické misto pro vlastni §t&peni. Stépeni probiha za pomoci proteazy
podobné furinu. Prlinik viru do hostitele je umoznén prostfednictvim interakce RBD S1
podjednotky s ACE2 receptorem na povrchu hostitelské buriky. Pomoci RBD S2
podjednotky dochazi k fuzi membrany viru a burniky hostitele. DuleZitou roli pro spravné
spojeni membran hraji lysozomalni proteazy katepsiny a transmembranova serinova

protedza 2 (TMPRSS2) (Obr. 3) [2,9,21].

Po wvniku viru do  hostitelské buiky dochdzi kuvolnéni jeho
genomu do cytoplazmy, ze které se dostdva do hrubého endoplazmatického retikula,
kde nasledné dochazi ktranslaci a replikaci virové genetické informace. Vytvorené
povrchové glykoproteiny obali membrana z endoplazmatického retikula. Dale se vytvari
nukleokapsid, a to spojenim N proteinu a virového genomu. Takto vytvorené viriony
poté vyzravaji vtzv. endoplasmatic reticulum — Golgi intermediate compartment
zkracené ERGIC. Tento kompartment je vezikulo-tubuldrni shluk, ktery se nachazi

v meziprostoru endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu. Nasleduje fuze vyzralého
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Virionu s cytoplazmatickou membranou a vypusténi viru ven z buriky pomoci exocytdzy

(Obr. 3) [2,9,20,21].
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Obrazek 3 Patogeneze SARS-CoV-2 [2].

1.1.3 Varianty

SARS-CoV-2 je velice nachylny k mutacim. Obecné se uvadi, Ze mira mutaci u RNA
virl je pomérné vysoka. Variant SARS-CoV-2 je popsano jiz mnoho, avSak nejvice
znamych a obdvanych je pét, a to alfa, beta, gama, delta a omicron (Tab. 3). Mezi dalsi
zkoumané varianty patfi napriklad epsilon, zeta, eta, theta, iota, kappa, lambda a mu

[22,23].

Alfa varianta je také zndmd pod nazvem britskd mutace, jelikoz k prvnimu
zachytu doslo ve Velké Britanii. Jedna se o variantu, ve které dochazi k zaméné
14 aminokyselin v proteinech viru. Nejvétsi vyznam ma mutace oznacena jako N501Y.
Jednd se 0 zdménu asparaginu za tyrosin na RBD spike proteinu. Tato konkrétni mutace

muZe za zvysenou afinitu k ACE2 receptoru [4,22,23,24].
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Beta varianta, nebo také jihoafricka mutace, byla poprvé zachycena v Jihoafrické
republice. NejvyznamnéjSimi mutacemi jsou K417N a E484K, které pomahaji viru

vyhnout se imunitni odpovédi hostitele [22,23].

Gama varianta nazyvana také brazilskou mutaci byla poprvé zachycena v Tokiu
u turistd prijizdéjicich z Brazilie. Tato varianta obsahuje celkem 17 mutaci, vétsSinou
se jednd o zamény aminokyselin ve spike proteinu. Vyznamné jsou hlavné mutace

K417T, E484K, N501Y, D614G a H655Y, které znacné zvysuji infekénost viru [22,24].

Delta varianta neboli indickd mutace byla poprvé zachycena v Indii.
Varianta se také oznacuje jako dvojitd mutace, jelikoZ obsahuje mutace E484Q a L452R,
diky kterym dochdzi k wvyssi infekénosti ivyssi odolnosti vici protildtkdam.
Dalsi charakteristické mutace se nachazeji ve spike proteinu a jedna se zejména o T19R,

del 157-158, L452R, T478K, D614G, P681R a D950N [25].

Varianta omicron byla poprvé detekovdna v Jizni Africe. Obsahuje pfiblizné
30 mutaci v oblasti spike proteinu. Tato varianta je az 2,8x nakaZlivéjSi neZ varianta
delta. Nicméné obsahuje 2 mutace, které by mohly vést k oslabeni viru, jedna se o K417N

a E484A [23,26].

Klinické priznaky COVID-19 jsou ruzné, od asymptomatickych stavu

az po syndrom akutni respiracni tisné a multiorgdnového selhani.

Typickymi klinickymi pFiznaky jsou horecka, kasel, bolest v krku, bolest hlavy,
Unava, myalgie a dusSnost. VétSina téchto pfiznakd je k nerozeznani od ostatnich
respiraCnich onemocnéni. U jisté podskupiny pacientd muiZe nemoc prejit
az do pneumonie, respiracniho selhani a miZe nasledovat smrt. Tato progrese je
spojena s extrémnim vzestupem zanétlivych cytokinl vcéetné interleukinu (IL) 2, IL7,
IL10, faktoru stimulujiciho granulocytarni  kolonie, IP10, monocytarniho
chemotaktického proteinu 1, makrofagového zanétlivého proteinu 1la, tumor

nekrotizujiciho faktoru a a vytvofenim tzv. cytokinové boure [2,27,28,29].
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Mezi pfiznaky s minimdlnim vyskytem rfadime nechutenstvi, prijem, hemoptyzu,
rymu, poskozeni jater, poskozeni ledvin, nevolnost a zvraceni. SARS-CoV-2 ma také
mirny neuroinvazivni potencial. Napada predevsim Cichovy nerv a ¢ichovy bulbus nebo
také senzorickd vlakna nervus vagus, ktery z mozkového kmene inervuje dychaci cesty,

véetné hrtanu, pridusnice a plic [2,27,28].

Tézky prUbéh zacdind chripkovymi priznaky, po 6 dnech pfichdzi dusnost
a po dalSich 8 dnech nasleduje hospitalizace. V dalSich dnech byva nutnosti trachealni
intubace. Syndrom akutni dechové tisné (ARDS) je jednou z nejzavaznéjsich komplikaci
pacientd s COVID-19. Je spojen s prodlouzenou hospitalizaci a vysokou mortalitou,
zvlasté pokud se u pacientdl rozvine multiorganové selhani organismu.
Mezi kardiovaskularni komplikace, které se u onemocnéni nejcastéji vyskytuji, patfi
naptiklad arytmie, hypoxemicka kardiomyopatie a akutni srde¢ni selhdni. V neposledni

fadé dochazi ¢asto k trombotickym komplikacim [2,27,28].

K dalSim klinickym pfiznakiim se fadi takzvany post-covidovy syndrom.
Takto je oznacovan stav, kdy po ukonceni onemocnéni pretrvavaji fyzické i kognitivni
pfiznaky. Tento syndrom vznikd jako nasledek systémové zanétlivé reakce a nasledné
kompenzacni protizanétlivé reakce a mize vést k cytokinové boufi. Tento proces,
ktery je imunitni odezvou na pfitomnost viru mizZe mit vSak za nasledek poskozeni plic,
vznik akutni respiracni tisené, koagulopatie <¢i imunosuprese. Na screeningovych
vySetienich mUzZe byt také patrna rlizné velka plicni i vaskularni fibréza. Mezi klasické
post-covidové priznaky patfi dusnost, Unava a slabost pretrvavajici i nékolik mésicud

[30,31,32].
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Tabulka 3 Varianty SARS-CoV-2 a jejich klinické pfiznaky [4].

Varianta SARS-CoV-2 Klinické pfiznaky

Horecka, suchy kasel, dyspnoe, myaglie,
Alfa Unava, diarea, ztrata chuti a Cichu,

pneumonie, selhani orgdnu

Horecka, suchy kasel, dyspnoe, myaglie,
Gama Unava, diarea, ztrata chuti a Cichu,

pneumonie, selhani orgdn(

Horecka, suchy kasel, dyspnoe, myaglie,
Delta Unava, diarea, ztrata chuti a cichu,

pneumonie, selhani orgdnu

Horecka, suchy kasel, dyspnoe, myaglie,
Omicron
Unava, diarea, pneumonie

1.1.4 Diagnostika

K zakladnim testlim, vyuZivanym pro diagnostiku onemocnéni COVID-19 patfi
PCR a prlikaz antigenu v krvi nebo jinych télnich tekutinach. Jak je jiz uvedeno v Uvodu,
variant testd je mnoho. Mezi nejcastéji pouzZivané patfi testy zalozené na detekci
nukleovych kyselin pomoci polymerazové rtetézové reakce (PCR), sérologické
a imunologické testy, metody detekce vazebnych protildtek anebo antigenu
a point of care testy (POC). Vzorky pouZivané k diagnostice, jsou predevsim stéry z krku,

nosu a sliny, dale je mozné vyuzit i sérum, plasmu ¢i plnou krev [1,2].
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Diagnostické testy se daji rozdélit na takzvané screeningové a valida¢ni metody.
Screeningové metody jsou prevazné kvalitativni a potvrdi ¢i vyvrati pfitomnost napfiklad
antigenu ¢i protilatky. Validaéni metody jsou pak pfevdzné kvantitativni, takze dokazou
urcit i virovou naloZz nebo presny titr protildtek. Mezi screeningové metody patfi POC
a testy na zjisténi antigenu ¢i protildtek provddéné pomoci laterdini
imunochromatografie. Hlavni validaéni metodou je PCR, ale vyuZivany jsou

i imunologické testy, jako je napfiklad enzym linked immunosorbent assay (ELISA) [33].

NejbéznéjSimi screeningovymi metodami jsou testy na antigen ¢i protilatky
fungujici na principu lateralni imunochromatografie. Samotnd testovaci desticka
se sklada z nékolika zén tvorenych poréznim materidlem ¢i membranou viz. Obr. 4.
Vzorek sanalytem se nanese do mista pro vzorek, obvykle nékolik kapek, slouZi
soucasné jako mobilni faze, kterd unasi analyt do dalSich testovacich zén. [30]
Poté vzorek putuje pres zénu s konjugdtem, kde interaguje s analytem a vznika
imunokomplex konjugdt-analyt. Tento imunokomplex se dostava na nitrocelulézovou
membranu, kde se nachdzi testovaci a kontrolni linie. Testovaci linie obsahuje
imobilizované protilatky/antigeny zachycujici imunokomplex. Kontrolni linie detekuje
obvykle konjugat jako takovy at uZz vimunokomplexu ¢i volny. Na konci desti¢ky se
nachazi adsorpéni podlozka, ktera urychluje postup vzorku pfes membranu. Vysledkem
je vzdy minimdalné jeden barevny prouzek (kontrolni linie). V pfipadé pfitomnosti
protilatky ¢i antigenu ve vzorku jsou vysledkem dva barevné prouzky (testovaci a

kontrolni linie) [34].

Testovaci linie Kontrolni linie
EARCAN
7

Misto pro vzorek Zdna pro konjugat Nitrocelulézovd membrina Adsorpini podloika
4 Y Y
SARS-CoV-2 AbfAg spojené s barevné znacenymi mikroéasticemi SARS-CoV-2 Ab/Ag Kontrelni linie

Obrazek 4 Schéma testu na principu laterdlni imunochromatografie [35].

PCR je zakladni metodou konfirmace screeningovych testll. Pfi této metodé
dochazi k zmnozZeni specifického Useku virové nukleové kyseliny in vitro. Sekvence RNA,
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nachazejici se vreakénim roztoku, plsobi jako templdt pro reverzni transkriptdzu.
Vyslednd jednovlaknova DNA pak slouZi jako templat pro PCR. Primery proti zndmym
kodujicim oblastem mRNA optimalizuji reakci pro konkrétni pozadovany transkript.
V pfipadé SARS-CoV-2 je hned nékolik primerd, které lze vyuZzit. Existuji primery
namifené na N gen, na spike protein, na ORF lab, Nsp 14, nCoV_IP2, nCoV_IP4,
na protein E. Principidlné se jedna defacto o proces replikace DNA tak, jak probiha in

vivo. Celd reakce se sklada ze tfi krok(:

1. Denaturace — vtomto kroku dochazi k rozvolnéni dvousroubovice DNA,
probiha za teploty zhruba 90 °C a trva ptiblizné 20—45 sekund.

2. Annealing — v této fazi reakce dochazi k navazovani specifickych primerd
k jednotlivym vldaknidm DNA, teplota tohoto kroku je pfiblizné 40-60 °C
a trva zhruba 30 — 90 sekund.

3. Extenze/elongace — krok, ve kterém nastava vlastni polymerace a syntéza
novych fetézcl, teplota je zde pfiblizné 72 °C a tento krok je dlouhy pfiblizné

45-90 sekund.

Tyto tfi kroky se nékolikrat opakuji, jedna se pfiblizné o 30-40 cykld,
a vysledkem je zhruba 10° kopii pavodniho segmentu. MoZnosti analyzy koneéného
produktu je hned nékolik, napfiklad hybridizace znaéena sondou, sekvenovani,
elektroforéza (ELFO). Existuje také takzvané RT-PCR, které nam umoZnuje ziskavat

informace o mnozstvi produktu v redlném case [36,37,38].

1.1.5 Lécba

Lécba onemocnéni COVID-19 spociva v 1é¢bé jednotlivych symptom(. U pacientu
s mirnym prabéh je tfeba dbat na dostatecny prisun tekutin a doporucuje se uzivani

Iék(, jako je paralen, ibuprofen nebo acylpyrin a klid na lazku [2,9,22].

V pfipadé zavazinéjsSich pribéh( je vétSinou nutné podavat pacientim kyslik,
a to v podobé oblicejové masky, nizkopritokové nebo vysokopritokové nosni kanyly
nebo neinvazivni plicni ventilace. U valné vétsiny pacientd s tézkym pribéhem dochazi

i k nasazovani antivirotik, primarné urcenych k |écbé jinych virovych onemocnéni.
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Vyuziva se napfiklad remdesivir, favipiravir, umifenovir a kaletra. Dale maji potencial
léky, jako je chlorchinin, hydroxychlorchinin, tocilizumab a sarilumab. Pfedpoklada se,
Ze napomocné mulze byt i podavani interferonu a také poddvani monoklonalnich

protilatek, pripadné podavani plasmy od darce, ktery prodélal COVID-19 [2,9,22].

Novinkou na trhu je lék vytvoreny firmou Pfitzer, ktery se nazyva Paxlovid.
Skldda se z inhibitoru protedzy druhé generace nirmatrelviru a farmaceutického
zesilovace ritonaviru. Doporucuje se k 1é¢bé mirného az stfedné tézkého COVID-19.
V predregistraénich studiich vysSlo najevo, Ze vcasné poddani Paxlovidu sniZuje
hospitalizace az o0 89 %. V prosinci 2021 vydala Evropska agentura pro |éCivé pripravky
(EMA) stanovisko o moZnosti nouzového pouziti tohoto léku k |é¢bé dospélych pacientt
s COVID-19. Od ledna roku 2022 je Paxlovid podminecné registrovan agenturou EMA
v Evropské unii [39,40,41].

Hlavnim cilem [éCby je vSak prevence, mezi niz patfi ockovani. Nyni je na trhu jiz
nékolik druh( vakcin, a to vakciny typu RNA od firem Pfizer/BioNTech, Moderna,
nereplikujiciho se virového vektoru od firem Johnson & Johnson a Astrazeneca a nebo
nejnovéjsi typ vakciny, obsahujici spike protein vyrobeny in vitro od firmy Novavax.
Podminecné registrace vakcin v Evropské unii (EU) zahdjila firma Pfizer/BioNTech
s vakcinou Comirnaty, registrovanou 21. 12. 2020, jako dalsi se pfipojila firma Moderna
se Spikevax, ktera byla registrovana 6. 1. 2021. Nasledovala registrace vakciny Vaxzevria
od firmy Astrazeneca, a to 29. 1. 2021, kni se 11. 3. 2021 pfipojila firma
Johnson & Johnson se svou vakcinou Janssen. Zatim posledni registrovanou vakcinou

v EU je Nuvaxovid od firmy Novovax, jeZ byla registrovana 20. 12. 2021 [42,43,44,45].

2. MAGNETICKE CASTICE

Magnetické castice jsou vyrabény z magnetickych prvkd, a to predevsim
ze Zeleza, kobaltu a niklu nebo jejich sloucenin. Pfikladem takovéto slouceniny jsou
napriklad feromagnetické spinely jako MgFe204, MnFe;04 a CoFe;04 nebo slitiny jako
CoPt nebo FePt. Mezi nejvice vyuzivané materidly k vyrobé téchto castic patti hlavné

oxidy Zeleza, a to trfeba magnetit Fes0s, maghemit yFe;0s3 a hematit aFe;0s.
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Superparamagnetické ¢astice vyrobené z oxidi Zeleza se nazyvaji zkracené SPIONs

(superparamagnetic iron oxide nanoparticles) [46].

Superparamagnetismus je forma magnetismu, ktera se objevuje v malych
feromagnetickych nebo ferimagnetickych mikro- ¢i nanocasticich. V dostate¢né malych
Casticich mUZe magnetizace ndhodné ménit smér pod vlivem teploty. Typicka doba mezi
dvéma flipy se nazyva Neelova relaxacni doba. V nepfitomnosti vnéjsiho magnetického
pole, kdy je ¢as pouzity k méreni magnetizace nanoc¢dstic mnohem delSi nez Neelova
relaxacni doba, se jejich prlimérnd hodnota magnetizace zda byt nulova, ¢astice
se nachdzeji v tzv. superparamagnetickém stavu. V tomto stavu je vnéjsi magnetické
pole schopno magnetizovat castice podobné jako paramagnet. Jejich magneticka

susceptibilita je vSak mnohem vétsi nez u paramagnetu [47,48].

Mezi hlavni dlvody, kvili kterym jsou castice ve vyzkumu vyuzivany
a vyhledavany patfi relativné snadnd priprava, vysoka stabilita a vyjimecné elektrické,
tepelné a magnetické vlastnosti. Obecné nevétsi vyhodou je snadna manipulace pomoci
vnéjsiho magnetického pole. Ddle je velkym plusem jejich velky specificky povrch,
na ktery je mozno navazat velké mnozZstvi rliznych ligandl, coZ z nich déla efektivni

nosice pro rychlou a uc¢innou imobilizaci a separaci biologickych latek [49,50].

Existuje Siroka skala mozZnosti syntézy nanocastic, kam patfi napfiklad syntéza ve
vodném roztoku, nepoldrnim organickém rozpoustédle nebo syntéza suchou cestou.
Lze sem také zahrnout koprecipitaci soli Zeleza, tepelny rozklad ¢i redukce, syntéza
micel, hydrotermalni syntézu, termolyzu prekurzor(i nebo syntézu pomoci elektrospreje

[47,49,51].

Pro biomedicinské ucely je nutné holé jadro magnetické castice obalit
povrchovym ochrannym obalem, jelikoZ bez néj by ¢astice mély sklon tvofrit shluky a tim
by se zhorsSovaly jejich vlastnosti. Obalovy materidl musi mit vysokou afinitu
k Zelezitému jadru a zarovenn nesmi byt imunogenni ani antigenni. K obalovani
se vyuzivaji nejrlznéjsi slouceniny, jako jsou naptiklad polymery, polysacharidy,
proteiny, anorganické matrice, organické kyseliny, dendrimery, ligandy a povrchové

aktivni latky. PotaZeni ¢astic obalem zvysuje jejich biokompatibilitu, stabilitu ve vodnych
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a fyziologickych mediich a také zvySuje mechanickou a chemickou stabilitu nanocastic.
Kromé toho lze obal vyuZit k sekunddrnimu navazani nukleovych kyselin, proteind,
peptidl, fosfolipidd, enzymda, polysacharidl, fluorochromd a dalSich pres povrchové

funkcni skupiny (Obr. 5) [47,49,51].

Magnetické castice jsou vyuZivany predevsim jako nosic¢e rliznorodych latek
(naptiklad ve vakcindach ¢i lécich) nebo pro imobilizaci a rychlou magnetickou separaci
biomolekul jako jsou napfiklad protilatky, proteiny a enzymy. Do budoucna maji tyto

Castice velky potencial vyuziti [46,47,51].

J - jadro magnetické nanotéastice
O - obal

F - navazana funkéni skupina

Obrazek 5 Struktura magnetickych nanocastic [52].

2.1 Imobilizace biomolekul na magnetické castice

MozZnost imobilizace biologicky aktivnich latek je velice Siroka, existuje jiz spousta
nizkomolekularnich i vysokomolekuldrnich latek, které byly jiz Uspé3né navazany
na magnetické castice. Existuje fada metod, jak Ize imobilizaci provést. Lze je rozlisit

napfiklad podle metody vazby na nekovalentni a kovalentni imobilizaci [49,53].

NejcastéjSim postupem je imobilizace pomoci kovalentnich vazeb. Pro kovalentni
vazbu je tfeba, aby magnetické ¢astice na svém povrchu mély navazany funkéni skupiny.
Povrch ¢astic vétSinou tvofi rdzné biopolymery, které mohou zlepsit jejich fyzikalni,
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chemické a biologické vlastnosti. Jejich povrch Ize ddle modifikovat a navazat na né
rizné funkcni skupiny jako napfiklad aminoskupiny, hydroxylovou, karboxylovou,
thilovou, izokyandtovou, acylazidovou, aldehydovou, karboimidovou, anhydridovou,
epoxidovou, hydrazidovou, alkylhalogenidovou, oxiranovou skupinu ¢i estery NHS
a mnohé dalsi. Pred vazbou je vétSinou tfeba funkéni skupiny aktivovat vhodnym
Cinidlem. Tim dojde k aktivaci funkéni skupiny pro moZnost navazani biomolekuly.
Napriklad pfi modifikaci karboxylovymi skupinami se jako aktivacni Cinidla pouzivaji
karbodiimidy, diky kterym lze uskutecnit reakci mezi karboxylovou skupinou
magnetickych ¢astic a aminoskupinou imobilizovani biomolekuly. Nejéastéji se vyuziva
1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] karbodiimidu zkracené EDC ¢i EDAC. Pokud se jedna
o imobilizaci proteinl, pak se vyuZivd N-hydroxysulfosukcinimid sodny zkracené
sulfo-NHS. Vyhodnd je kombinace cinidel EDC a sulfo-NHS, jelikoZ sulfo-NHS zvysuje
rozpustnost a stabilitu vzniklého produktu. Vybér Cinidel, pfipadné jejich kombinace je

dllezita pro spravnou imobilizaci zprostfedkovanou kovalentnimi vazbami [49,53].

Dalsi mozZnosti je vyuZiti nekovalentnich vazeb, slabych vazebnych interakci,
naptiklad u ¢astic s imobilizovanym avidinem ¢i streptavidinem. Tyto dvé latky maji
vysokou afinitu k biotinu neboli vitaminu B7/H. Cast&jsi vyuziti maji ¢astice s navazanym
streptovidinem, tento protein se izoluje z bakterii Strepromyces avidinii. Pfed samotnou
vazbou je tfeba biotinylovat ligand, tedy kovalentné pripojit molekulu biotinu k ligandu,
aby se mohl pfipojit k avidinu. Vyuziva se zde silnd nekovalentni vazba mezi biotinem
imobilizovanym na biologickou latku a streptavidinem ¢i avidinem na ¢asticich.
Vytvoreny komplex je velmi pevny a odolny i vic¢i naroénym reakénim podminkam.
Dalsim prikladem je nekovalentni vazba, ta muiZe byt pfima fyzikalni sorpce

nebo zabudovani biologickych latek do magnetické gelové matrice [49].

Imobilizovat biologicky aktivni latky na magnetické castice Ize také pouzitim
magnetoliposom(. Tento zplisob se vyuZivaji zejména pfi imobilizaci membranové

vazanych enzym(. Toto spojeni zvySuje aktivitu a stabilitu imobilizovaného enzymu [49].
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3. AFFIBLOT

Affiblot je zafizeni o velikosti dlané napojené na vakuum, pracujici na bazi
dotblotu (Obr. 6). Jednd se o zafizeni uréené pro screening afinitnich bioreagencii.
Lze na ném provadét porovnani az péti protilatek od rlznych vyrobcu, s ohledem
na afinitu a na zkfizenou reaktivitu protilatek. Vyhoda této metody je v jeji
jednoduchosti. UmoZiuje snadnou depozici antigenu na vyménitelnou blotovaci
membrdanu, rychlou aplikaci a odtah pouzitych roztok(. Na rozdil od klasického dotblotu,
kde se zafizeni pouZije pouze pro naneseni antigenu, probiha celd procedura vcéetné

promyvani a vymény reagencii uvnitf zafizeni [54].

Tyto vlastnosti jsou zajiStény inovativné vyrobenym vikem affiblotu, které ma
na horni strané pridané zdsobniky na reagencie a ze spodni strany zase mikrokanalky pro
odtah kapaliny z jamky. Jeden zdsobnik je spoleény vidy pro 5 jamek v fadé, proto je
mozné v kazdé tadé testovat jinou primarni protildtku a jinou sekundarni protilatku,
ktera mlze pochdzet z riznych zvitecich hostitel(l. Ddle neni potfeba vyjimat membranu
ze zafizeni, fezat ji a oSetfovat samostatné v nadobé. Odvodné kandlky na spodni strané
umoznuji odvadéni reagencii pfimo do odpadu pomoci vakuové pumpy. V ptipadé
testovani afinity protilatek je mozné otocit vikem o 90° a nanést chaotropni reagencie
v kolmém sméru, coz je u této metody klicové. Samoziejmé je mozné pouzit affiblot jako
klasicky dotblot stim, Ze zafizeni je rychlejsi a uzZivatelsky jednodussi nez klasicky

dotblot [54].
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Obrazek 6 Aparatura affiblotu [54].

(A) - konstrukce zafizeni a jeji soucdsti - (a) viko affiblotu, (b) stfedni dil, (c) spodni dil s komorou
pro odvod kapaliny, (d) membrdnové tésnéni, (e) PE fdlie, (f) membrdna, (g) vystup ze spodniho
dilu, (h) bocni vystup pro odtah kapaliny pres mikrokandlky, (i) kiidlové matice, (B) spodni strana
vika, (C) horni strana vika se zdsobniky (rezervodry) na kapalinu o objemu aZ 1 ml, (D) aplikace
antigenu na membrdnu, kapalina prochdzi membrdnou, antigen se zachyti na membrdné a
kapalina se shromaZduje ve vakuové komore pod ni (vakuum z vystupu (g)), (E) roztok z jamek je
odvddén pomoci systému mikrokandlki do vyvodi (h) pomoci vakua

4. LAB-IN-SYRINGE

Metoda Lab-in-Syringe (LIS) byla poprvé popsdna pred deseti lety skupinou
tvorenou Dr. Mayaou, Dr. Horstkottem, Dr. Estelou a prof. Cerdou. Tato metoda spojuje
sekvencni injekéni analyzu s platformou Lab-on-Valve (LOV). Jednda se o plné
automatizovanou metodu predupravy vzork(. Skupina Dr. Mayae uskutecnila svij
experiment pfi stanoveni rhodaminu B, které zahrnovalo mikroextrakci typu
kapalina-kapalina (DLLME) pravé v systému LIS. Experimentem bylo prokazano, ze LIS
je vhodnou metodou pro automatizované Upravy vzorkll predevsim pomoci

mikroextrakce [55,56].

Systém vychazi predevSsim zmodelu sekvencéni injekéni analyzy (SIA).
Jako nadobu pro pribéh reakci vyuziva stfikacku s pistem, ktery je automatizovan
pomoci pumpy ovlddané pres pocitacovy software. Stfikacka je vyménitelnd a je mozné
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pouZivat rtzné velikosti/objemy stfikacky, respektive reagencii. Systém LIS se sklada
z pumpy napojené na pist stfikacky, jejiz Usti je pfipojeno k vicecestnému ventilu
slouzicimu k pfivadéni reagencii a odvadéni odpadu ze stfikacky. Stfikacka ma uvnitr
magnetické michadlo, které se uvnitf stfikacky otaci vlivem plsobeni dvou magnetu
umisténych vné strfikacky na plastovém prstenci. Prstenec je pripojeny gumickou
k otoénému motoru fizenému pomoci relé a jeho otaceni zplsobuje i otaceni

magnetického michadla uvnitf stfikacky [55,56].

Strikacku lze vyuzit ve dvou orientacich, a to otocenou pistem nahoru (vzpfimena
orientace) ¢i doll, podle potfeby analyzy. Pfed vlastnim pouzitim LIS je dulezité
promyslet, kterd orientace bude vyhodnéjsi. Popis orientaci a mozZnosti jejich vyuziti

je vidét na Obr. 6 [55,56].

Vyhodou LIS je mozZnost miniaturizace celého systému, prizpUsobivost velikosti
stfikacky a automatizace, ktera zajistuje vyssi robustnost a reprodukovatelnost metody.
Stfikacka je vlastné misici, reakéni a extrakéni komorou, kterd je dobfe utésnéna
a nedochdzi tak k odparovani rozpoustédel a kontaktu uZivatele s chemikdliemi.
Dalsi vyhodou je umisténi michadla v uzaviené komore, ¢imZ je mozné vyuZzit vyssi
rychlost otaceni, aniz by doslo k rozstfiku chemikdlii do okoli. Systém je také snadno
spojitelny s dalSimi  detekénimi  systémy, napfr. fotometrickymi  detektory,
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), hmotnostni spektrometrii (MS) apod

[55,56].

Mezi omezeni metody se fadi vétsi mrtvy objem strikacky, problematic¢téjsi mize byt
pfipadné chlazeni ¢i ohfivani reakéni smési uvnitf stfikacky a dale nelze

reprodukovatelné provést koncentracni gradient [55,56].

Metoda byla pouzita pro analyzu rhodaminu B ve vodé a nealkoholickych napojich,
dale u stanoveni fluorchinolon(i v environmentalnich vodach, amoniaku v odpadnich
vodach, sulfoamidd v moci a také v modelovém stanoveni olova v pitné vodé. Déle byl
tento systém pouzit pfi modelové analyze povrchovych vod, kde byly jako analyty

vyuzity benzen, toulen, ethylbenzen a xylen. V neposledni fadé byla LIS vyuZzita k extrakci
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’ .

nesteroidnich protizanétlivych 1ékd, jakymi byly ketoprofen, naproxen, fluroiprofen,

diklofenak a ibuprofen [57,58,59,60,61].

| A)  DLLME

e . F) Extrakce bodu zakalu
Cm— *  Vzpiimena orientace

- . o *  Separace fazi wvolana zahfivanim roztoku
. DLLME z vody do mene husteho rozpoustédla

B

B) DLLME G) Disperzni extrakce pevnou fazi

»  Orientace dold

v - +  Orientace dolfl
=  Extrakce z vody do rozpoustédla s w3Si hustotou

*  Stfikacka je plné wprazdnéna

*  Rozpryl magnetickych éastic

@_

C) DLLME ) ) )
s Orientace dolfl H) Mikroextrakce ponofenou jednou kapkou

*  Extrakce z vody do meng husteho rozpoustedia *  \zpfimena orientace pro HS-SDME — pouiti vstupu

stiikalky pro tvorbu kapek

Zpétna extrakce/fazové promyvani

=  Vzorek je wtlaten a organicka faze je
zachovana. Postup se opskuje se zpétnym
extrakénim roztokem/promyvacim roztokem

*  Orientace dold pro HS-SDME — pouZiti pistového kanalu
pro wrvateni kapek

0

*  Ponofena kapka

D) Kentinualni DLLME X X
. Orientace doll 1) Head-space microekxtrace jednou kapkou
+  Pritok vzorku injekéni stifkackou v protisméru «  Vzpfimena orientace — poufiti vstupu stiikacky pro tvorbu
plovoucich kapigek
.
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*  Vzpiimena orientace
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1) Extrakee hlavového prostoru
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Obrazek 7 Systém LIS: MoZnosti orientace sttikacky a aplikace [56].
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Seznam pouZitych pristroji a pomicek

Analyticka vaha AS 60/220.X2 (Radwag Wagi Elektroniczne, Radom, Poland)
e Affiblot (patentovany prototyp, Ustav analytické chemie AV CR, Brno)
e ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
e Systém Lab-In-Syringe
o Pumpa Cavro XC12 (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)
o Injekéni st¥ikacka (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)
e Magnetické michadlo MSH-300 (Biosan, Riga, Latvia)
e pH metr BT-675 (Boeco, Hamburg, Germany)

e Pipety eppendorf research plus (Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Ricany u

Prahy, CR)
e Rotator multi Bio RS-24 (Biosan, Riga, Latvia)
e Magneticky separator (3D tisk, FAF CUNI KACH Dr. Horstkotte)
e Spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA)
e Trepacka 3D Sunflower Mini-Shaker (Biosan, Riga, Latvia)
e Vakuova pumpa VWR PH20405-B6 (Avantor, Radnor, PA, USA)
e Vortex lab dancer SO00 (IKA, Staufen, Germany)

e Vortex V-1 plus, verze V3AW (Biosan, Riga, Latvia)
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5.2 Seznam pouzitych chemikalii

2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina (MES) (kat. 145224-94-8, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Azid sodny (Chemapol Limited, London, UK)

EliGene Viral DNA/RNA Isolation Kit, (kat. 3232-100, Elisabeth Pharmacon, Brno,
CR)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (kat. PM-T1727/100, Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA)

Hydroxid sodny (LACHEMA o.p., Chemapol, Brno, CR)

Immun-Blot PVDF Membranes for protein Blottting , 26 cm x 3,3 m x 02 um (kat.
1620177, BIO-RAD, Herculer, CA, USA)

Methanol P.A (kat. 67-56-1, Iso Reagent, Lach — Ner s.r.o, Neratovice, CR)

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarboiimid (EDAC) (kat. 25952-53-8, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny (S-NHS) (kat. 106627-54-7, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Opti-4-CN detek¢ni kit (kat. 1708235, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Phosphate Buffered Saline (PBS) tablets (kat. P4417-50TAB, Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, USA)

Redestilovana voda

Tween 20 (kat. 39796.01, SERVA elektrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany)
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5.3 Seznam pouzitych castic
e PGMA (Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, Praha, CR)

e HEMA (Ustav makromolekularni chemie AV CR, Praha, CR)

e Sera-Mag (kat. 65152105050250, ThermoFiser scientific, Indianapolis, IN,
USA)

e Sera-Mag (kat. 24152105050250, Cytivia, Buckingham, UK)

5.4 Seznam pouzitych protilatek

e Anti-Campylobacter jejuni (kat. 3CJ2, HyTest, Turku, Finland)
e Polyklondlni anti-mysi IgG (kat. 12-349, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Monoklondlni anti-spike SARS-CoV-2 (kat. 3CV2, RBD 1125, HyTest, Turku,
Finland)

e Monoklondlni anti-spike SARS-CoV-2 (kat. 3CV2, RBD 1106, HyTest, Turku,

Finland)

e Monoklondlni mysi anti-ApoE (Moravian - Biotechnology, Brno, CR, vyrobeno

na zakazku)
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5.5 Vazba protilatek na magnetické cdstice vsadkovou
metodou

PouZité roztoky:

e MES
e EDC a sulfo-NHS
e PBS

V ramci Uvodnich optimalizaci se pouZivaly troje ¢astice, a to PGMA, HEMA
a Sera-Mag. Odebran byl 1 mg castic do eppendorf zkumavek o objemu 2 ml,

coz se rovnalo objemu 29 pl PGMA, 28 ul HEMA a 20 ul Sera-Mag.

Pocatecnim krokem bylo dikladné promyti ¢astic pomoci MES pufru (Obr. 8).
K odebranému mnoiZstvi Castic se pfidal 1 ml MES pufru a roztok se radné protrepal
¢i promichal na vortexu. Poté se zkumavka zasadila do magnetického separatoru
s neodymovymi magnety a pockalo se, az se Ccastice pritdhnou k magnetu,
ktery se nachazi ve sténé separdtoru. Poté se roztok bez ¢astic odebral a dal do odpadu.

Tento postup se opakoval celkem 5x pro ddkladné promyti castic.
lr

v =l =, =l e

Obrazek 8 Promyvani magnetickych ¢astic pomoci magnetického separdatoru

Mezi jednotlivymi separacemi ¢astic na magnetickém separatoru, bylo navazeno
potfebné mnoistvi aktivaéniho ¢inidla EDC a sulfo-NHS. Pro kazdy alikvot ¢astic 1 mg

bylo navazeno 7,5 mg EDC a 1,25 mg sulfo-NHS.

Po promyti ¢astic byl odebrdn roztok a ¢astice ponechany ptitazené k separatoru.
Poté se rozpustilo navdzené mnozstvi EDC a S-NHS v1 ml MES pufru a roztok byl
okamzité pridan k ¢asticim, které byly ihned resuspendovany, aby mohla zacit aktivace

funkénich skupin na jejich povrchu. Proces probihal na rotatoru po dobu 10 minut.
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Béhem aktivace magnetickych castic (Obr. 9) byly pfipraveny protildtky.
Z puvodniho roztoku protilatek bylo odebrano 25 ug protilatek a pfidal se k nému 1 ml
MES pufru (pro jednotlivé castice je tfeba udélat duplikat — 1x pro castice a 1x pro
uchovani plvodniho roztoku protilatky pro dalsi analyzy, PV). Po skonceni inkubace byl
aktivaéni roztok odebran a k ¢asticim se pfidaly protilatky. Ndsledovala cca 3h inkubace

na rotatoru.

R 0 TH3
x-h o)
N N
OH RN N N . '
P H ™>cH, HN—R' J\ .R
Carboxylic Acid HC™ N EDC s R™ N
amaxylie Ad Primary Amine- H
Containing Molecule Amide Bond
Formation
%% _SONa
HO=N
SO Na o
O Sulto-NHS o© SO;Na
R o w HO—N
A, a
PN H_CH @ O Sulto-NHS
HE” N7 SN T Sulfo-NHS Ester
! | Intermediate
O-Acylisouraa CH,

Active Intermediate

Obrazek 9 Schéma aktivace karboxylovych magnetickych castic karbodiimidovou metodou
[53].

Po inkubaci byl odebran supernatant (oznacovan jako vazebna frakce, VF), ktery
byl uschovdn pro dal$i analyzu. Castice byly 3x Fadné promyty MES pufrem.
Prvni promyvaci frakce (P) byla také uschovana. Poslednim krokem bylo promyti
vzniklého imunosorbentu PBS pufrem a ndsledné uloZeni imunosorbentu v PBS s 0,1%
BSA a spridavkem azidu sodného. Vznikly imunosorbent (Obr. 10) byl skladovan
v lednici do doby, neZ byl potfebny pro dalsi experimenty. Odebrané frakce (plvodni
vzorek, vazebnd a promyvaci frakce) byly skladovany v mrazdku do doby, neZz byly

analyzovany na Affiblotu.
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O_.E_D_H + &*}] EDC, S-NHS
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e Magneticky imunosorbent
fastice = oy

Obrdzek 10 Schéma vzniku magnetického imunosorbentu

5.6 Hodnoceni vazby protilatek na magnetické cdstice
metodou daffiblot

PouZité roztoky:

e PBS pufr byl pfipraven rozpusténim 1 tablety PBS ve 200 ml ultradisté vody (MQ).
e PBST bylo pfipraveno pfidanim 100 pl Tweenu do 200 ml PBS.
e Blokacni pufr byl pfipraven rozpusténim 250 mg BSA v 5 ml PBS.
e 0,1% BSA bylo pfipraveno rozpusténim 100 mg BSA ve 100 ml PBST.
e Barvici roztok pro kolorimetrickou detekci Opti-4CN substrate kit byl
pfipraven rozpusténim 500 ul komeréné doddvaného koncentratu pufru

ve 4,5 ml MQ a naslednym pridanim 100 pl opti-4CN substratu.

Nejprve byla provedena aktivace PVDF membrany ponofenim do metanolu na cca
2 min. Mezitim byla sestavena aparatura affiblotu, do které se mezi dvé polyethylenové
folie vlozila aktivovana PVDF membrana a spodni ¢ast affiblotu, pak byla pfipojena
k vakuu. Ndasledné byla provedena ekvilibrace membrany, kdy do vsech rezervoar(
affiblotu bylo naneseno po 1 ml PBS. Poté bylo zapnuto vakuum a pufr protekl pres
otvory v affiblotu do spodniho dilu se zdsobnikem. Nasledné probéhlo nadavkovani
vzorku tak, Ze se napipetovalo 100 pl vzorku do kazdé jamky, a to pfi spusténém vakuu.
Po napipetovani vzorkd byla provedena blokace membrany, kdy se pridaval 1 ml
blokac¢niho pufru do kazdého rezervoaru. Inkubace probihala 1 h pfi RT a vypnutém

vakuu.

Po hodinové inkubaci byl blokaéni pufr odsat pomoci hornich odvodnych kandlk

ve viku affiblotu. Poté nasledovalo 1x promyti PBST pfi spusténém vakuu. DalSim krokem
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byla pfiprava roztoku konjugatu neboli sekundarni protilatky, a jeho nasledné

naddvkovani do rezervoari zafizeni. Nasledovala inkubace 1 h pfi RT a vypnutém vakuu.

Poté bylo provedeno 5x promyti pomoci PBS pfi zapnutém vakuu pomoci hornich
kanalkd. DalSim krokem bylo rozebrani aparatury a vyjmuti membrany. Pro pozdé;si
uréeni pozice vzork(i byl na membrané odstfizen horni pravy roh. Ndsledné byla
membrana ponorena do vanicky s PBST a ponechana 5 minut na tfepacce. Pro obarveni
membrany byl pouzit komeréné doddvany Opti-4CN detekéni kit. Po 5 minutach byla
membrana premisténa do vanicky s kolorimetrickym cinidlem. Po pétiminutové inkubaci
na tfepacce byla membrana opatrné oplachnuta MQ a vysuSena. Intenzita skvrn
(denzita) na membrdné byla zmérena na pfistroji ChemiDoc MP imaging systém

a zpracovana pomoci softwaru FIALab, kde byla provedena kvantifikace intenzit skvrn.

5.7 Lab-In-Syringe

Systém Lab-In-Syringe, pouzivany pro automatizaci imobilizace protilatek
na magnetické Castice, je zndzornén na Obr. 11 s vyznacenymi rozméry vSech hadicek.
Vsechny hadicky byly vyrobeny z ohebného polytetrafluorethylenu (PTFE) o vnitfnim
priméru 0,5 mm. Systém sestdval z pumpy Cavro XC12 (Tecan, Mannedorf, Svycarsko),
kterd byla orientovdna smérem doll, takZe pfi nasavani kapaliny se pist pohyboval
nahoru a pfi vypuzovani dolt smérem k desce stolu. Pist se pohyboval uvniti 1mlinjekéni
stiikacky (Tecan, Mannedorf, Svycarsko) o délce pistu 3 cm. Usti injekéni st¥ikacky bylo

napojeno na dvanacticestny ventil s keramickou hlavou (HV).
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Obrdzek 11 Lab-In-Syringe

Dvandcticestny ventil (Obr. 12) byl pouzit k nasavani a vypousténi rlznych kapalin
¢i suspenzi pomoci hadi¢ek nebo pomoci open interface jako tomu bylo u portu 1. Open
interface je plastova 3D tiskem vyrobend komponenta s volné pfistupnou jamkou,
na jejimz dné je kanalek napoijujici se na vicecestny ventil. Port byl vyuzivan k ddvkovani
aktivacnich cinidel sulfo-NHS, EDC a protilatky, je zde minimalni mrtvy objem.
Z ostatnich portQ vicecestného ventilu vedly trubicky o obvyklé délce 10 az 30 cm
do zasobnikli s destilovanou vodou, MES a PBS pufrem. Port 2 byl napojen
na destilovanou vodu, vyuzivanou k posledni fazi promyvani systému LIS. Pomoci portu
3 byl do systému privddén MES pufr. Port 4 byl hadickou napojen k suspenzi
magnetickych ¢astic ve vznosu zajisténém magnetickym minimichadlem vyrobeném
pomoci 3D tisku opatfeny motorkem zajistujici pohyb magnetického michadla. Porty 7
a 8 byly vyuzity pro odbér vzorkd. Pomoci portu 10 byl nasavan PBS pufr. Port 11 vedl

do odpadu a byl vyuZivan také k aspiraci vzduchu. Vedla z néj kratka pevna trubicka
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z polyetherketonu (PEEK) o délce asi 4 cm (0,8 mm vnitfni priimér), propichujici Sirsi

trubici ze silikonové pryze (vnitini prGmér 6 mm), ktera slouZila jako odtokova trubice

Port 12 slouzil taktéz k nasavani vzduchu. Porty 5, 6, 9 nebyly vyuzivany.

— MES buffer
Vials for bead

40
6 y C
Hv
recollection
E @
Waste —
Bead suspension

Obrdzek 12 Schéma systému LIS s popisem vicecestného ventilu
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Obrdzek 13 Detail vicecestného ventilu

Pro umoznéni michani roztoku uvnitf stfikacky byla vyrobena magneticka michaci
tycinka, ktera se vejde do 1ml sttikacky (Obr. 13). Otaceni tycinky bylo zprostfedkovano
plsobenim magnetu z vnéjsi strany stfikacky navlecenim PP prstence vyrobeného 3D
FDM tiskem obsahujici 2 neodymové magnety o délce 2 mm a priaméru 2 mm. Prstenec
pohanél pres pryzovy krouzek a sadu remenic vyrobenych FDM a napojenych
na stejnosmérny motor, ktery byl vybaven pocitatovym ventildtorem s modulaci Sitky
pulzu. K umisténi motoru byl pouzit 3D FDM tistény drzdk, ktery byl namontovan
na vicecestny ventil (Obr. 14). Michaci motor byl fizen reléové pres pomocny napajeci
kolik pumpy a jeho rychlost reguloval jednoduchy ovladaci panel. Pfi otaceni vysledné
rotujici magnetické pole nutilo michadlo uvnitf stfikacky, aby se otacelo. Princip michani
suspenze castic byl postaven na vzniku odstredivé sily, kterd je schopna prekrocit

magnetickou silu, kterou jsou ¢astice vazany na neodymovy magnet.
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Obrdzek 15 Detail michaciho systému

Cely systém LIS byl fizen pomoci pocitace. Veskeré kroky, které zapojena zafizeni

provadéla, byly programovany v programu FlALab.
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5.8 Automatizovana vazba IgG na magnetické castice v
systému LIS

Cely program pro imobilizaci protildtek na magnetické castice zacind cisténim
celého systému LIS, aby se predeslo kontaminaci z minulych experiment(l. Byla nasavana
destilovana voda, 150 pl ze vsech portl rychlosti 200 pl/s. Po naplnéni stfikacky bylo

zpusténé michani a voda byla vypusténa do odpadu.

DalSim krokem je wvycisténi hadicky pro privadéni magnetickych ¢astic,
coz je dllezité pro aspiraci presného objemu, pomoci vzduchu, ktery je nasan portem
12. Nasato bylo presné 100 ul vzduchu rychlosti 100 pl/s, vzduch byl pak vypustén
portem 4, ¢imz doslo k vycisténi hadicky od prebytku magnetickych ¢astic. Po tom to
kroku doslo k nasati magnetickych castic dovniti stfikacky. Aspirovano bylo 453 pl
magnetickych ¢dstic ze zasobniho roztoku. 400 pl byl ndmi poZadovany objem ¢astic

a 53ul byl zjistény mrtvy objem hadicky a vicecestného ventilu.

Po tomto kroku bylo nutné castice promyt MES pufrem a to objemem 300 pl.
Po aspiraci MES bylo zpusténo michdni po dobu 15 s. Po fddném promichani byla
nastavena cekaci doba 60 s potfebna k dostatec¢né sedimentaci ¢astic. Nasledovalo

vypousténi promyvaciho roztoku rychlosti 5ul/s.

Nasledovala aktivace ¢astic pomoci sulfo-NHS a EDC. Obé Iatky byly rozpustény
mimo systém LIS. 3,75 mg EDC bylo rozpusténo ve 100ul MES a 1,25 mg sulfo-NHS
ve 300ul MES. Poté byl cely objem EDC a 100 ul sulfo-NHS preneseno do portu 1
nazyvaného open interface, odkud byly nasaty do stfikacky. Po aspiraci aktivacnich
Cinidel portem 1 nasledovala 10 min inkubace za prerusovaného michani.

PFi pferusovaném michani dochazi ke vznosu &astic podobu 3 s a nasleduje 12 s pauza.

Po uplynuti doby inkubace, se odstranil roztok a c¢astice byly opét promyty,

tentokrat objemem 400 ul MES.

Nasledovalo pfidani protilatky, ktera byla pfipravena odebranim 13,9 ul protilatky
a rozpusténé v 86,1 ul MES. Cely objem byl napipetovan opét do portu 1, odkud byl
aspirovan do strikacky. Poté byla provedena inkubace a to 10, 30 nebo 60 minut.
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Po uplynuti doby inkubace byla odebrana vazebna frakce, kterd byla vypusténa
portem 7. Ndasledné byly ¢astice promyty a byla odebrdna frakce promyvaci opét pomoci

portu 7. Pfi tomto kroku LIS zobrazoval zpravy s poZzadavkem na novou zkumavku.

Poslednim krokem bylo vypusténi vytvoreného imunosorbentu ven ze strikacky.
Vypusténi probihalo pomoci aspirace 400 pl PBS rychlosti 100 pl/s a nasledného
vypousténi za stdlého michani objemu stfikacky. Tento krok byl opakovan celkem 5x,

aby doslo k vyplaveni veSkerého imunosorbentu ven z LIS.

5.9 Polymerdzova retézcova reakce

Pro PCR byly pouZity ¢astice Sera-Mag s anti-spike protilatkami (Ab) (1 mg/25 pg
Ab).

Vytvofeny imunosorbent byl vramci spoluprace s Univerzitou Pardubice
otestovan proskolenymi pracovniky katedry biologickych a biochemickych véd fakulty

chemicko-technologické.

Bylo odebrano 2x 100 pg imunosorbentu. Tento alikvot ¢astic byl 3x promyt 1 ml
PBS pufru o pH 7,4. Nasledné se k alikvotu pfidalo 200 pl vzorku pozitivniho
na SARS-CoV-2. Nasledovala inkubace, kterd trvala 5 a 10 minut za stalého manualniho
michani. Po uplynuti inkubace bylo odpipetovano transportni medium a castice byly

opét 3x promyty 1 ml PBS pufru o pH 7,4.

Nasledovala lyze virovych &astic. K alikvotu bylo pfidano 200 ul lyza¢niho Cinidla
(komerecéni ¢inidlo z kitu EliGene Viral DNA/RNA Isolation Kit, Elisabeth Pharmacon,
Brno, CR). Poté byl alikvot Fadn& promichan na vortexu. Ndasledné byla provedena
10 min inkubace s opakovanym promichdvanim na vortexu. Po uplynuti inkubac¢ni doby
byl odebran supernatant, jenz byl preveden do Cistych zkumavek. K supernatantu bylo
opét pridano 200 ul komeréniho lyza¢niho cCinidla, ¢imz byl objem doplnén na 400 pl.
Cely tento objem byl nasledné prenesen na kolonku termocykleru. Izolace virové RNA

probihala na kolonce z komeréniho kitu (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR).
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vazba protilatek na magnetické castice vsadkovou
metodou

Pfi tomto experimentu bylo cilem naudit se manudlni metodu imobilizace
protilatek na magneticky nosi¢ a zaroven poznat praci s magnetickymi casticemi.
Trfi po sobé jdouci dny byla zopakovana vsadkova vazba protilatky na tfi rGzné
magnetické nosi¢e — HEMA, PGMA a SeraMag pomoci magnetického separtaoru,
vortexu a rotatoru. Vazba probihala vidy stejnym postupem, viz podkapitola 4.6.
Pouzity byly protilatky anti Camplyobacter jejuni v mnoZstvi 25 pg na jedny 1 mg
magnetickych ¢&astic. Vytvorené triplikaty byly dany na dotblotovou membranu
a kolorimetricky analyzovany na pfistroji ChemiDoc. Pfi analyze se zjistovalo, jaka je
schopnost vazby protilatek a jaka je kvantifikace a opakovatelnost metody. V riizné dny
byla rGzna uspésnost vazby 20-60 %, coz mohlo byt zplsobeno urcitou nezkusenosti
stouto metodou. Na zdkladé téchto vysledk(i bylo v nasledujicich experimentech

pouzito 12,54 pg Ab.
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Obrdzek 16 Graf vysledk(l vsadkové metody

6.2 Optimalizace LIS

Pfed zahdjenim samotné vazby protilatek na magnetické nosi¢e v systému
Lab-In-Syringe (dale jen LIS) bylo tfeba optimalizovat fadu parametrl. Bylo treba
promyslet, jakym zplsobem prevést vsddkovou metodu do prostiedi LIS, protoze zde
byla urdita uskali napriklad jak dostat ¢astice a veSkeré reagencie do LIS, kolik ¢3astic bude
potieba, jak velké budou pripadné ztraty pfi promyvani ¢astic a pfi inkubaci a jak zkratit

casovou potrebu inkubace.

Pro optimalizaci byl zprvu pouzivan pouze PBS pufr a magnetické ¢astice Sera-Mag.
Optimalizace se tykala mrtvého objemu, pfedevsim hadicky ¢erpajici magnetické ¢astice
ze zadsobniho roztoku, chovani ¢astic uvnitt stfikacky, doby, béhem které se ¢astice
kvantitativné pfitahly k magnetu. Ddle se optimalizovala rychlost pratokd — prvnim byl
pratok potiebny pfi promyvani ¢astic a druhym byl pritok potrfebny pro vypousténi
kapaliny ve stfikacce, aniz by se vyplavily ¢astice. Dale byl optimalizovan objem, ktery

naopak pomahal na konci metody dostat hotovy imunosorbent ze stfikacky.
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Pro moznost spravného promyti a vymyti magnetickych castic bylo tfeba optimalizovat
rychlost otacéeni magnetického michadla. DlleZitd byla rychlost, kterd dostala ¢astice
do vznosu, ale nebyla tak rychld, aby se ¢astice navzdjem poskodily. Poslednimi kroky
optimalizace se stala doba inkubace magnetickych ¢astic s protilatkou a metoda

prerusovaného michani.

Pfi praci s magnetickym nosicem je tfeba vidy presné znat mnoZstvi
magnetického nosice i imobilizovaného ligandu. Jejich vzajemny pomér je dulezity
pro nasledujici analyzy, aby byly dosazené vysledky reprodukovatelné. Je zapotrebi
vénovat maximalni pozornost pfi odbéru ¢astic, at uz vsadkovym zplsobem ¢i hadi¢kou
z roztoku suspenze ve vznosu u LIS. Pokud by odbér nebyl standardizovany, dochazelo
by k nereprodukovatelnym vysledkim. Pokud se napfiklad zasobni suspenze castic
nedostatecné rozmicha a ¢dstice zUstanou pfisedlé u dna, odebere se mensi mnoZstvi
¢astic, neZ bylo v planu, a naopak v zasobni roztok se zahustuje kazdym odbérem,
vysledky jsou pak nereprodukovatelné. Proto bylo prvnim krokem optimalizace zjisténi
mrtvého objemu hadi¢ky privadéjici magnetické castice ze zdsobniho roztoku,
aby se zajistilo konstantni davkovani vzorku do stfikacky. Timto parametrem je objem
trubicky, pripadné i kandlk( v hlavici vicecestného ventilu. Mrtvy objem jsme zjistili
jednoduchym experimentem, kdy se do stfikacky aspirovalo 400 pl vody. Poté byly ze
zasobniho roztoku aspirovany rostouci objemy fluoresceinu. Nejprve po desitkach pl,
po prekroceni mrtvého objemu se zpétné upfesnovalo po jednotkach ul. Je zndmo,
Ze jiz pfidavek 1 pl staci ke zméné zbarveni vody ve stfikacce. Analyza mrtvého objemu
byla tedy hodnocena okometricky. Vysledky pridavkd fluoresceinu pres hadicku
uréenou pro magnetické castice je zndzornén graficky na Obr. 11. Objem 53 pl byl
posledni objem zajistujici Ciry roztok ve zkumavce, tedy byl identifikovan jako mrtvy
objem hlavice a trubicky. Pti aspiraci ¢astic, napfiklad 200 pl, bylo potfeba tento objem

pficist, abychom dosahli aspirace poZzadovaného objemu castic.
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Obrazek 17 Graf optimalizace mrtvého objemu

Dalsi optimalizace se tykala rychlosti tofeni magnetického michadla.
Pokud michadlo stoji, ¢astice se k nému snazi magnetickymi silami pfitdhnout a zlistanou
tam, dokud se michadlo nezaéne opét tocit dostatecné velkou rychlosti,
ktera odstredivou silou pfekona magnetické sily a ¢astice se neuvolni zpét do roztoku.
Tento parametr je dllezZity, protoZze v urcitych krocich vazby protilatek na magnetické
Castice je potreba mit ¢astice ve vznosu. Spravna rychlost nesmi byt ani pfilis vysoka,
aby nedochdzelo k mechanickému poskozeni magnetickych castic, nesmi byt ale ani
pfilis pomala, aby doslo ke vznosu vSech ¢astic uvnitr stfikacky. Experiment byl proveden
tak, Ze na magneticky prsten umistény okolo stfikacky byl nalepen reflexni Stitek
a pomoci laserového tachometru byla zméfena presna rychlost otdceni michadla.
Byly testovany r0zné rychlosti v pracovnim rozmezi magnetického michadla
od 400 do 1500 otacek za minutu (r.p.m) a obsah stfikacky byl vidy zaznamenan
fotoaparatem. Na obrdzku 12 je patrné, Ze s rostouci rychlosti rostlo i mnozstvi ¢astic ve
vznosu. Od rychlosti 1500 vySe se mnoistvi castic ve vznosu jiz neménilo,
bylo na maximalni hodnoté, tedy po zhodnoceni vysledklli bylo rozhodnuto,

Ze nejoptimalnéjsi rychlosti je 1500 r.p.m.
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Obrazek 18 Optimalizace rychlosti otaceni magnetického michadla A — fotografie pred

zaCatkem otaceni magnetického michadla, B — rychlost otaceni 440 r.p.m, C — rychlost otaceni

750 r.p.m, D —rychlost otaceni 1100 r.p.m, E — rychlost otaceni 1500 r.p.m

Tretim  krokem byla optimalizace rlznych pratoki a objemd.
Optimalizace pritokd byla dulezitd pro spravné zvladnuti jednotlivych krokl vazby
protilatek v LIS. Prvnim optimalizovanym pritokem byl ten, ktery odvadél promyvaci
roztok pri promyvani magnetickych ¢astic. Pri tomto pratoku je dalezité dbat na to, aby
nedoslo k uniku ¢astic. Pfi promyvani jsou Castice ve vznosu, pro vypusténi promyvaciho
roztoku je dilezité dat casticim dostatek Casu, aby sedimentovaly a byly pritazeny
k magnetu. Pfi vsadkové metodé je vyuzivan magneticky separator pro promyti
a okometricky je hodnocena spravna doba na odsati roztoku pomoci pipety.
Pfi automatizovaném promyvani se cas sedimentace experimentdlné stanovil
na 1 minutu, nicméné aby se predeslo ztratam, byl pridtok odtoku roztoku stanoven
a zaroven, aby nebylo pfilis rychlé. Pritok pro vyprdzdnéni stfikacky nebylo mozné
optimalizovat pomoci spektrometrické analyzy, jelikoz veskeré odebrané vzorky
vykazovaly nulovou absorbanci. Zkouseny byly pratoky o rychlosti 10 pul/s, 8 pl/s a5 pl/s.
Jelikoz ¢asovy rozdil téchto pratokd nebyl pfilis rozdilny, zvolil se jako optimalni pratok
ten, ktery zaru€oval minimalni ztrdty magnetického nosice ze systému LIS. Optimalni

rychlosti bylo tedy zvoleno 5 pl/s.

Dalsim prlitokem vyZadujicim optimalizaci byl pratok pro ziskani hotového
imunosorbentu z LIS. V tomto kroku bylo daleZité mit co nejvétsi pritokovou rychlost,

aby c¢astice nemély ¢as se pritdhnout k magnetickému minimichadlu a dostaly se tak
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Gcinné a v co nejvétsSim mnozstvi ven. Tento pritok byl nazyvan jako pratok pro ziskani
imunosorbentu. Pomoci vypoctd smérodatnych odchylek a vytéZnosti ¢astic ze systému

jsme dospéli k zavéru, Ze optimalni rychlost pritoku pro vytlateni magnetického nosice

ze stfikacky je

400 pl/s.

Tabulka 4 Vysledky absorbance pti vypuzovani magnetickych ¢astic z LIS pomoci
pratoku vyprazdnujiciho LIS

FLOWRATE Absorbance (600 nm) PRUMER VYTEZNOST
(wl/s) (%)
1 2 3
200 0,712 0,877 0,804 | 0,798 + 0,058 88,4
300 0,801 0,745 0,753 | 0,766 0,021 84,8
400 0,782 0,827 0,818 | 0,812 0,017 89,9

Soucasné byl optimalizovan i objem vymyvaciho roztoku. Pro Uspésné ziskani
imunosorbentu z LIS, byl tento krok ve vytvoreném programu opakovan celkem 5x,
aby doslo k jeho kvantitativnimu pfevedeni do eppendorf zkumavky a zakonzervovani
imunosorbentu do dals$i analyzy. Experimenty probihaly tak, Ze byly ménény jednotlivé
parametry a zachytaval se vzorek roztoku/castic odvedeny ze stfikacky, méfila se u néj
absorbance a porovnavala se se vzorkem odebranym ze zasobniho roztoku,
ktery vsak neprosel LIS, a zjistovali jsme pripadné ztraty ¢astic v systému projevujici se
snizenim absorbance vici kontrole. Pfed analyzou vlastnich vzork( bylo proméreno celé
absorpcni spektrum ve vzorku magnetickych ¢astic o koncentraci 0,1 mg/ml. Absorpcni

maximum ¢astic bylo zjisténo pfi 600 nm a hodnota absorbance byla 0,903.

Z Tab. 4 je patrné, Ze nejlepsich vysledk( bylo dosazeno s objemem 400 pl.

Tabulka 5 Vysledky absorbance pti vypuzovani magnetickych ¢astic z LIS pomoci

vymyvaciho objemu

Opakovani | cleanVolume Absorbance (600 nm) Pramér Vytéznost
(uL) (%)
1 2 3
A 300 0,780 0,788 0,7990,789 + 0,008 87,4
B 400 0,793 0,782 0,803(0,793 + 0,009 87,8
C 500 0,742 0,78 0,754(0,759 + 0,016 84,1
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Obrazek 19 Kalibracni krivka zavislosti koncentrace magnetickych ¢astic na vinové délce

Obrazek 20 Kalibra¢ni fada magnetickych ¢astic na magnetickém separatoru

Poslednim krokem, ktery bylo zapotfebi vymyslet a zoptimalizovat,
aby fungoval v prostredi LIS, byla ndhrada 3h inkubace ¢astic s protildtkou u vsadkového
usporadani, které probihd za otaceni na rotatoru. V prostredi LIS Jde o takzvané

prerusované toceni. Tato metoda v LIS nahradila rotator pouzivany pti vsddkové metodé
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vazby protildtek na magnetické ¢astice. V tomto kroku bylo nutné nastavit dobu toéeni
magnetického michadla a ¢as preruseni toceni. Bylo nutné nastavit tento parametr tak,
aby nedoslo k sebemensi sedimentaci ¢astic a zaroven aby nebylo mozné, Ze se michadlo
otacelo kontinudlné po delsi dobu. Pfi neustdlém toceni po delsi dobu by mohlo
dochazet k poSkozeni magnetickych c¢astic zplUsobené jejich vzajemnym tfenim

a naradzenim o sebe. Analyza vhodnosti ¢asl byla provadéna opét okometricky.

Obrazek 21 Optimalizace prerusovaného toceni, A — Fotografie pred zacdtkem toceni, B —

Prerusované toc¢eni doba ¢ekdni + doba otdéeni =2 0's + 15 s, C— Pferusované toc¢eni doba ¢ekdni

+ doba otdéeni 2 1 s + 14 s, D — Pferusované toceni doba &ekdni + doba otdceni 23 s+12s

Po vizuadlnim porovnani snimkd ztéto optimalizace byla zvolena
za nejoptimalnéjSi kombinace c¢asl pro preruSované toceni 3 sekundy toceni

magnetického machadla a 12 sekund ¢ekani/klidu.

6.3 Program automatizované vazby IgG na magnetické
castice v systému LIS

Pti prevodu vsadkové metody do LIS bylo potfeba naprogramovat jednotlivé
kroky v programu FlALab. Tento program slouzi k ovladani celé LIS. Na zacatku byly
nadefinované jednotlivé porty, aby pumpa presné védéla, kde dany port je a pod jakym
¢islem. Ddle bylo tfeba nadefinovat do programu, kde se nachazi jaky roztok, aby bylo
jednoznacné, co se bude nasdvat do stfikacky. BEhem programovani se postupné
zapisovaly jednotlivé kroky, které obsahovaly Cisla port( pro nasati a vypusténi, pfesnou
rychlost nasavani a objem. Dale se programovalo zapinani a vypinani michani a zpravy
pro operatora, aby napfiklad vloZil novou zkumavku nebo dal hadi¢ku do zasobniho

roztoku apod. Jednotlivé kroky v programu byly nejdfive vyzkouSeny s pufry,
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nez se preslo na praci s ¢asticemi, a to z davodl vychytani vSech drobnych chyb.
Nasledné i kompletni imobilizace byla spousténa pouze s pufry, nikoliv s reagenciemi,
drahymi protildtkami a magnetickymi casticemi. Po ovéfeni funkci jednotlivych
komponent LIS a chodu celého procesu se preSlo k pouziti ¢astic. Cely program byl
nasledné nékolikrat spoustén pouze s pufry a magnetickymi ¢asticemi, opét z dlivodu
ovéreni funkce programu. Témito pokusy se predchazelo zbyte¢nému spotfebovavani

drahych reagencii.

Ve

Program pro imobilizaci protilatek na magnetické castice zacina cisténim celého

systému LIS, aby se predeslo kontaminaci z minulych experiment.

' Empty Syringe
SyringePump Command (?) O11R

' This procedure is for cleaning the syringe pump with
a variable volume with a variable solution variable
times

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel if needed

If OptionCleanChannel = 1

' Aspirate Solution

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

End If

' Clean Syringe
CleanVol = 300
CleanTimes = 2
CleanPos =2

Loop Start (#) CleanTimes

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

If CleanPos = 2

SyringePump Command (?) O2R

End If

If CleanPos = 3

SyringePump Command (?) O3R

End If

If CleanPos = 4

SyringePump Command (?) O4R

End If

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) CleanVol
SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) J7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) JOR

Loop End

Dalsim krokem bylo zajisténi konstantniho odbéru ¢astic ze zasobniho roztoku.
Zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml byl umistén na minimichadle a magnetické
michadlo uvadélo ¢&astice do vznosu, ¢imZ byla zajisténa homogenita roztoku
odebiranych ¢astic. Vycisténi hadic¢ky pro privadéni magnetickych ¢astic, coz je dulezité
pro aspiraci presného objemu. Zexperimentll je zndm mrtvy objem kapaliny,

nez se dostane do strikacky. Souctem s objemem pozadovaného mnoZstvi castic
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mulzZeme dosdahnout robustniho odbéru ¢astic, ovSsem za predpokladu, Ze je prazdna
pfivodna hadi¢ka pro castice, jinak by byly resuspendovany v jiném objemu.
Je proto tfeba hadi¢ku po Uvodnim ¢isténi vyprazdnit pomoci vzduchu, ktery je nasat
portem 12 a vypustén portem 4. Po tomto kroku doslo k vlastnimu nasati poZzadovaného
mnozstvi magnetickych castic dovniti stfikacky. Timto postupem se nam podafilo
robustnim zpUsobem zajistit konstantni odbér ¢asti, ktery je u manualni vsadkové
metody odkdzan na zkuSenosti a peclivost operdtora a je snadné zanést chybu.
PFi automatizovaném postupu jsou tato rizika minimalizovana a Ize tedy dosahnout lepsi

opakovatelnosti.

' Cleaning tube for beads

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Push Air to bead tube

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Dispense (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Get Beads
Message put tube into beads soluttion

' Aspiration of suspension

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50
SyringePump Aspirate (microliter) 453
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec)

Promyti ¢astic pomoci MES pufru mohlo byt provedeno pouze 1x objemem
300 pl, misto 3x 1 ml u vsadkové metody. Tento krok byl pfi automatizaci urychlen
a zkracen. Byly zde pouzity parametry z optimalizace promyvani ¢astic, kdy se dbalo,
aby d{astice neunikaly ze systému, ale kvantitativné se pfritahly k magnetu.
Navic, diky bubliné ve Spic¢ce stfikacky dochdzi vidy k uplnému vypusténi kapaliny,

tedy kapalina nezlistava ve vicku a na dné eppendorf zkumavky jako u vsadkové metody.

To umoznuje v LIS sniZeni po¢tu opakovani promyvani a zcela uniformni ¢asovou dotaci
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na pritahnuti ¢astic k magnetu, protozZe je pfi tomto kroku opét vyloucen lidsky faktor.
U vsadkové metody je ¢asova dotace urcena pro kvantitativni pritazeni ¢astic k magnetu

zavisla opét na zkuSenosti operatora.

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 300
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Nasledovala aktivace ¢astic pomoci sulfo-NHS a EDC. Pfi tomto kroku byl nutny
zasah operatora, ktery musel rozpustit sulfo-NHS ve 300ul a EDC ve 100ul MES.
Dale musel napipetovat 100ul sulfo-NHS i EDC do otevieného portu 1, odkud byly
aktivatory nasaty primo do stfikacky. Aby program nepokracoval bez pfidani téchto
reagencii, byly zde vloZeny zpravy upozoriujici na nutnost pridani aktivatord.
Upozornéni bylo tfeba odsouhlasit, aby se program rozebéhl dal. Po aspiraci aktivatoru

portem 1 byla zahajena 10 min inkubace.

Message EDC + SNHS to open port
interface

' Adddition of reagent 1 - EDC + SNHS
SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 1
SyringePump Command (?) JOR

Message Buffer to open port interface

' Adddition of reagent 2 - PBS
SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec)

' Incubation - Repeat = 4 * Minutes
Loop Start (40)

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 3

SyringePump Command (?) JOR
Delay (sec) 12

Loop End
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Po uplynuti doby inkubace byl roztok vypustén a Castice byly 1x promyty stejné

jako u vsadkové metody.

Nasledovalo ptidani protilatky opét pomoci otevieného portu 1.
Poté byla provedena inkubace. Byly zkouseny inkubace 1, 10, 30, 60 a 180 minut.
Zde byla nutnost optimalizace michani, jelikoz pfi vsddkové metodé byly ¢astice ve
vznosu celé 3 hodiny, kdy se otdcely na rotatoru v eppendorf zkumavce. U LIS bylo tfeba
vymyslet jiny zpUsob, protoZe jinak by michadlo ve sttfika¢ce mechanicky poskodilo
Castice. Proto bylo zavedeno takzvané prerusované michani, které spocivalo v michani
po dobu 3s a vypnuti na dobu 12s. Cely tento krok se opakoval tak dlouho, jak bylo
potfeba pro inkubaci, tedy 36 opakovani pro 10 minut, 108 pro 30 minut,
216 pro 1 hodinu a 720 pro 3 hodiny. Oproti vsddkové metodé je zde vyhoda vyrazného

zkraceni doby inkubace, a to z cca 3 hodin na maximalné 1 hodinu.

' Aspirate Antibodies

SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 1
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate MES buffer

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400
SyringePump Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 30 minutes, 1 hour or 3 hours
Loop Start (1)

SyringePump Command (?) J7R

Delay (sec) 3

SyringePump Command (?) JOR

Delay (sec) 12

Loop End

Po uplynuti doby inkubace byla odebrana vazebna frakce obsahujici pfipadné
nevyvazané protilatky pro dalsi analyzu. Nasledné byly ¢astice promyty a byla odebrdna
frakce promyvaci (P). Pfi tomto kroku byla v LIS naprogramovana zprava se sdélenim
o vloZeni Cisté eppendorfky a to v pripadé vazebné i promyvaci frakce. Po odsouhlaseni

operatorem program pokracuje.
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' Empty syringe

Message new eppendorf
SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60

' Empty syringe

Message new eppendorf
SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Poslednim krokem bylo kvantitativni prevedeni vyrobeného imunosorbentu
do eppendorf zkumavky. Imunosorbent byl vyplaven v objemu 2 ml a poté rucné
pfeveden na objem 1 ml. Skladovdan byl v PBS s pfidavkem azidu sodného.
Tento krok byl peclivé optimalizovan, aby nedochazelo jednak ke ztratdm
imunosorbentu, akumulaci ¢astic ve sttikacce a nasledné kontaminaci. K vyhodnocovani

bylo pouzito méreni pomoci spektrofotometru ve viditelném spektru.

'Aspirate PBS

Loop Start (5)

SyringePump Command (?) O10R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400
SyringePump Delay Until Done

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) J7R

Delay (sec) 5

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 400
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) JOR

Loop End
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6.4 Ovéreni funkcnosti programu LIS

Pfed samotnym zacatkem vazby protilatek na magnetické castice metodou LIS
bylo nutné vyzkouset, zda vytvoreny program funguje, jak m3, a kolik ¢astic bude ziskdno
zpét. Dale bylo nutné optimalizovat, s jakym mnoZstvim ¢astic se bude lépe pracovat.
Poprvé byl program spustén cely pouze s pufry bez pridani aktivatord a protilatek.
Program byl takto spustén celkem 3x. BEhem téchto opakovani byly postupné vychytany
drobné zadrhele a nedostatky, jako napfiklad pocet opakovani pti ziskavani ¢astic ven ze
stfikacky, kdy byl zvySen ze 3 na 5 nebo kdy spustit to¢eni magnetického michadla pfi

kroku ziskavani ¢astic ze stfikacky.

Poté bylo optimalizovdano mnozZstvi ¢astic, se kterym se bude pracovat. S ohledem na
pracovni rozmezi koncentrace ¢astic pri spektrofotometrii (600 nm) a také schopnosti
magnetu udrZet castice u sebe v LIS byly pouzZity kotestovani dvé mnoZstvi
¢astic — 0,2 a 0,4 mg. Paralelné byly v triplikdtu provedeny obé metody na obou
mnozstvich ¢astic, vzorky byly proméreny na spektrofotometru pfi 600 nm a vysledky

byly porovnany s kontrolou zasobniho roztoku ¢astic, ktery neprosel Zadnou
z uvedenych metod, byl pouze 3x vsadkové promyt.

99% 100%
80,5% 100%
1,20
B1% 75,5%
1,00
0.80
0,60
0.40
0,20
” LIS

BATCH ZASOBNI ROZTOK

Absorbance (600 nm]
s
[

Pouiita metoda

m 0,4 mg/ml w02 mg/m

Obrazek 22 Graf vysledk( absorbance pfi praci s ¢asticemi vsadkovou metodou a LIS
s koncentraci ¢astic 0,4 mg/mla 0,2 mg/ml
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Zavére¢nym zjisténim tohoto experimentu bylo, Ze u obou metod dochazi
k urcitym ztrdtam castic, k jejich odmyti pfi jednotlivych krocich. Ovsem u kazdé metody
a mnozstvi ¢astic s rozdilnou intenzitou jak je vidét v tabulce 6. Pti vsadkové metodé
dochazi k vétSim ztratdm castic, a to hlavné v dlsledku fady kroku, které jsou zavislé
na zkusSenosti, zrunosti a presnosti operatora. Zvysledkll bylo mozné vycist,
Ze i pfi pouziti LIS dochdzi k urcitym ztratdm ¢dstic, avsak mnoiZstvi je mensi, nez je tomu
pfi vsadkové metodé. Vzhledem k tomuto zjisténi bylo rozhodnuto, Ze optimalnéjsim
objemem ¢&astic pro tuto praci je 400 pl, které odpovidaji koncentraci 0,4 mg/ml.

Tabulka 6 Vysledky porovnavani LIS a vsadkové metody (BATCH) pfi dvou riiznych koncentracich
magnetickych &astic

VZOREK ABSORBANCE (600 nm) Vytéinost (%), | Vytéinost (%),
c=0,4 mg/ml c=0,2 mg/ml
Koncentrace castic Koncentrace castic
0,4 mg/ml 0,2 mg/ml
1,38 +0,010 1,03 + 0,050 99,0 81,2
LIS
1,12+ 0,165 0,96 + 0,060 80,5 75,5
BATCH
ZASOBNI | 1,38 1,24 100 100
ROZTOK

Posledni optimalizaci, kterou bylo tfeba udélat pred zahajenim vazby s anti-spike
protilatkami, byla optimalizace doby inkubace. Pfi vsadkové metodé trvd inkubace
3 hodiny, coZ je pomérné dlouha doba, a cilem této prace byla automatizace této
metody a také zkraceni jeji casové narocnosti. Bylo zkouseno celkem pét moznych casl
pro inkubaci protildtky s magnetickymi ¢asticemi. V tomto experimentu byla pouZzitou
protilatkou anti apoE a to v mnoiZstvi 12,5 pg, coz odpovidalo objemu 13,89 pl.
Pro vazbu v LIS bylo pouzito 1,25 mg sulfo-NHS rozpusténo ve 200 pl MES a 3,75 mg
rozpusténo ve 100 ul MES, nasledné bylo odebrano 100 ul sulfo-NHS a pfiddno k EDC.
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Smés byla nasledné promichdana na vortexu a napipetovana pres otevieny port
do stfikacky. Testovala se rizna délka inkubace, zkousela se 1 minuta, 10 minut, 30

minut, 1 hodina a 3 hodiny (Obr. 23).
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B Procentualni vyvazanost pratilatky na imunosorbent

Obrazek 23 \ysledky optimalizace doby inkubace magnetickych ¢astic s anti — ApoE

protildtkami

Hodnotilo se mnozstvi navazanych protildtek na magnetické nosice.
Vysledné roztoky z LIS se opét analyzovaly pomoci metody dotblot a membrana se
detekovala kolorimetricky na pfistroji ChemiDoc. Analyzoval se pivodni vzorek a ten se
porovnaval s promyvaci a vazebnou frakci. Zjistovalo se tedy, kolik protilatky v roztoku
zbyde a zUstane nevyvazanych po uplynulé inkubaci. Z vysledku je patrné, Ze jiz po
1 minuté je vyvdzana znacna ¢ast protilatky, avsak pro dalsi testovani jsme zvolili ¢asy
10 minut, 30 minut a 1 hodina. 3hodinova inkubace pouzivana ve vsadkovém usporadani
je nastavena schvalné na dlouhy ¢as, protoZe se radéji nechdavaji inkubovat déle,
aby vazba probéhla do uplného konce. Vsystému LIS by v prostfedi michadla
znamenalo, Ze ¢astice by byly vystaveny nadmérnému mechanickému stresu, proto jsme

¢as inkubace optimalizovali s cilem tento stres co nejvice zmirnit.

61



6.5 Imobilizace protilatek na magneticky nosic v LIS

Imobilizace anti — spike protildatek s magnetickymi ¢asticemi probihala
s inkubaénimi ¢asy 10 minut, 30 minut a 1 hodina. Tato imobilizace probihala v systému
LIS. Bylo pouZito 12,5 ug protilatky, coZ odpovidalo 2,1 ul. Toto mnozZstvi protilatek bylo
imobilizovdno na 0,4 mg magnetickych ¢astic, tedy 400 ul. VeSkeré postupy provadéné

systémem LIS byly naprogramované pomoci programu FlALab.

PF VF
10 minut

PF VF
30 minut

PF e

1 hodina

Obrazek 24 PVDF membrdna z affiblotu vyfocena pomoci pfistroje ChemiDoc

Z vysledk( bylo zjisténo, Ze inkubace trvajici 30 minut a 1 hodinu je zcela
dostacujici. Dle vysledk( je patrné, Ze pfi téchto ¢asech inkubace byla navazana valna
vétsina protilatek na magneticky nosic. Dle vysledk |ze zvazit i vyuziti inkubace po dobu
vysledcich, coz by mohlo znamenat, Ze se nevyvazalo tolik protilatek, jako pfi inkubaci
30 minut a 1 hodina (Obr. 24). U delSich ¢asl je vétsi jistota, Ze vazba protilatky probéhne

kvantitativneé.
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6.6 Polymerdzova retézova reakce

Polymerdzova retézova reakce byla zvolena jako konfirmaéni metoda pro ujisténi,
zda dosSlo knavdzani protilatek na magneticky nosi¢. PCR byla provddéna ve
specializované laboratofi se stupném zajisténi BSL3 na na Katedfe biologickych
a biochemickych véd na FCHT Univerzity Pardubice. Pozitivni kontrola u této metody musi
mit Ct (treshold cycle) do 35 cykl( dle laboratofe, nad 40 cykld signal povaZovan
za nespecifickou vazbu a uz se pocita jako negativni vzorek. Idealni Ct je mezi 20-30 cykly.
Na Obr.24 je patrné, mezi inkubacemi s imunosorbentem 5 ¢i 10 minut je minimalni
rozdil a signal z Ct = 21 je témér totozny s pozitivni kontrolou, ktera méla Ct 20,6.
Pro izolaci viru ze vzorku stéru z nosu pomoci anti-COVID imunosorbentu staci i 5 min
inkubace. Zaroven se tim potvrdilo, Ze imunosorbent pfipraveny v LIS specificky izoluje
SARS-CoV-2 ze vzorku a jeho vysledky jsou srovnatelné s pozitivni kontrolou

u komercéniho kitu.

Norm. Fluoro

Threshod -

1 To 'S T10 s : 20 25 30 T35 Ta0 TasCyce
. IEN Imoe:

Obrazek 25 Vysledky analyzy z PCR, 5-5 minutovd inkubace odebranych &dstic s navdzanymi anti —

spike protilatkami a vzorku pozitivniho na SARS — COV — 2, 10-10 minutovad inkubace odebranych &dstic
s navdzanymi anti — spike protilatkami a vzorku pozitivniho na SARS — COV — 2, NK — Negativni kontrola,

PK — Pozitivni kontrola
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7.ZAVER

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace byla automatizace rucni
vsadkové metody imobilizace protilatky na magnetické cCastice. Zautomatizovani bylo
provedeno pomoci systému LIS. Pfed samotnym zacatkem prdace s Lab-In-Syringe (LIS)
bylo nutné dostat do ruky vsadkovou metodu a vyzkouset si veSkeré kroky pro radné

pochopeni celé metody.

Vsadkovd metoda imobilizace protilatky na magnetické castice probihala
za pomoci magnetickych separatorll a otocného rotatoru. Obsahovala kroky jako
promyti ¢astic, aktivaci povrchu ¢astic, pridani protilatky, inkubace aktivovanych ¢astic
s protildtkou a nakonec analyzu vazebnych a promyvacich frakci plus uskladnéni
imunosorbentu. Vtomto kroku byly pouzivany tfi druhy ¢&astic — HEMA, PGMA
a Sera-Mag. Testovalo se, se kterymi Casticemi se bude nejlépe pracovat a jak dobre
na nich pujde provést samotnd imobilizace protilatky. Pfi téchto pocatecnich
experimentech byly vyuzivany protilatky anti — campylobacter jejuni (kat. 3CJ2, HyTest,
Turku, Finland). Analyza ucinnosti imobilizace byla provadéna pomoci affiblotu,
kde se jako sekundarni protilatky vyuzivaly polyklonalni anti-mysi 1gG (kat. 12-349,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), vysledky byly poté kolorimetricky detekovany na pfistroji

ChemiDoc.

Béhem celého procesu automatizace imobilizace protildatek byly pouZivany
magnetické C¢dastice Sera-Mag (kat. 65152105050250, ThermoFiser scientific,
Indianapolis, IN, USA).

Automatizace byla provadéna na Katedie analytické chemie, kde se nachdzel
systém Lab-In-Syringe (LIS). Pfi prfevodu vsadkové metody do LIS bylo potreba
naprogramovat jednotlivé kroky v programu Fialab. Tento program slouzi k ovladani
celé LIS. V programu je nadefinovano, kde jsou které vstupy a vystupy pro kapaliny,
jakou rychlosti ma byt ktery krok proveden, jaké pouzit objemy a prutoky, rychlost
otaceni magnetu, véetné zprdv pro operatora, aby vlozil reagencie ¢i novou zkumavku

pro jimani imunosorbentu apod.
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Pfi prevodu ruéni metody do LIS byla provedena fada optimalizaci a testl na funkci
samotné pumpy, aby dochazelo ke spravnému promyvani bez Uniku vétsiho mnozstvi
Castic, a také aby se vznikly imunosorbent dostal vSechen ven z injekéni stfikacky po

dokonceni celého procesu imobilizace.

Pfi optimalizacich parametri potfebnych kvypuzeni a promyvani Ccastic,
byly vysledky hodnoceny pomoci spektrofotometrie ve viditelné oblasti v absorpénim
maximu c¢dastic. Mezi optimalizované parametry patfil napriklad mrtvy objem, ktery byl
experimentdlné stanoven na 53 pl. DalSimi parametry byly pritok pro vymyvani
vzniklého imunosorbentu, jenzZ byl stanoven na 400 pl/s, a objem, jehoZ zvolend hodnota
byla 400 pl. U LIS bylo tfeba vymyslet jiny zplsob inkubace aktivovanych castic
s protilatkami, protoze jinak by michadlo béhem 3 h kontinualniho michani ve stfikacce
mechanicky poskodilo c¢astice. Proto bylo zavedeno takzvané prerusované michani,
které spocivalo v michani po dobu 3 s a vypnuti na dobu 12 s. Cely tento krok se opakoval
tak dlouho, jak bylo potfeba pro inkubaci, tedy 36 opakovani pro 10 minut,
108 pro 30 minut, 216 pro 1 hodinu a 720 pro 3 hodiny.

Pro optimalizaci délky vazby a hodnoceni UspésSnosti vazby protilatky
na magnetické ¢astice byly pouzivany monoklonalni mysi anti-ApoE protilatky,
az vysledny a ovéreny protokol byl proveden s anti-spike Sars-CoV-2 protilatkami.
Experimentalné byly zkouseny rdzné inkubacni doby a to 1, 10, 30, 60 a 180 minut.
Nejlépe vysla inkubace s éasem 30 minut, kde Uspé&$nost vazby ¢inila 96,65 %. U&innost
vazby pfi 1 min inkubaci ¢inila 71,19 %, pfi 10 min 59,97 %, pfi 1h a 3 h 86,4 %.
Pro imobilizaci anti-spike Sars-CoV-2 protilatky byly pouzity inkubace 10, 30 a 60 minut.
Takto automatizované pfipravené anti-COVID 19 imunosorbenty byly nasledné
otestovany vlaboratofi se stupném ochrany BSL 3 na Katedie biologickych
a biochemickych véd Univerzity Pardubice. Pomoci PCR probéhly srovnavaci testy
izolace viru pomoci imunosorbentu vytvoreného v systému LIS a komeréné vyrdbéného
kitu z pacientskych vzorkd. Vysledkem byla velkd podobnost u obou metod.
Mezi vysledky PCR byl pouze maly rozdil (20,6 vs. 21 Ct), z ¢ehoz vyplyva, Ze nami
vyrobeny anti-COVID 19 imunosorbent je plné funkéni a experimentalné byla ovérena

jeho schopnost izolovat SARS-CoV-2 z pacientskych vzorku.
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Jednou ze zakladnich vyhod metody imobilizace pomoci systému LIS je, Ze doslo
k vyraznému zkraceni doby celého procesu a to zhruba o 2 hodiny. Dalsi vyhodou je
minimalizace lidského zasahu a tim sniZeni rizika zaneseni vétSiho pocétu chyb,
predevsim ztraty magnetickych ¢astic. Pfi porovnani vsadkové metody a LIS, je patrné,
Ze v LIS jsou vSechny kroky stale stejné a ¢asové konstantni. U vsadkové metody muize
dochazet k prodluzovani celého procesu imobilizace, napfiklad pfi ¢ekani na sedimentaci
Castic, zatim co v LIS je naprogramovana vidy jedna minuta. Ddle u vsadkové metody
hodné zdlezi na zru¢nosti operatora, coz se v LIS eliminovalo. Diky tomu je imobilizace
protildtek na magnetické castice pomoci systému LIS vyborné reprodukovatelna.
Nevétsi vyhodou je ovsem, Ze v LIS Ize pracovat s daleko mensSimi objemy. Zatim co pfi

vsadkové metodé je vyuzivan 1 mg magnetickych ¢astic v LIS bylo vyuZito pouze 0,4 mg.
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8.SEZNAM ZKRATEK

3CL-PRO proteaza
podobna chymotripsinu

Ab protilatka

ACE2 angiotenzin
konvertujici enzym 2

ARDS syndrom akutni
dechové tisné

CD konektorova
doména

CoV koronavirus

CT cytoplazmaticky
konec

CTD c-koncova doména

DDX ATP — dependentni
RNA helikaza

DLLME disperzivni
liquid-liquid
mikroextrakce

ELFO elektrofozéza

ELISA enzym linked
immunosorbent assay

ERGIC Endoplasmatic
reticulum — Golgi
intermediate
compartment

FP fuzni peptid

Hel helikaza

HPLC vysokoucinna
kapalinova
chromatografie

HR sedmiclenna
repetice

HV keramicka hlava
s dvanacticestnym
ventilem

CH centralni Sroubovice
IL interleukin

IRF interferon regulujici
faktor

ISG interferon podobny
ubikvitinu

LIS Lab-In-Syringe
LOV lab-on-valve

MERS middle east
respiratory syndrom

MQ ultracista voda

MS hmotnostni
spektrometrie

NeundoU nidovirovy
uridyl-specificka
endoribonukleaza

NSPs nestrukturalni
proteiny

NTD n-koncova doména

67

Orf otevreny cteci
rdmec

PCR polymerazova
retézova reakce

PEEK polzetherketon
PHB prohibitin

PL-PRO protedza
podobnad papainu

POC point of care test

PTFE
polytetrafluorethylen

r.p.m otdcky za minutu

RBD receptor vazajici
doména

RdRp RNA dependentni
RNA polymeraza

SARS sever acute
respiratory syndrom

SIA sekvencni injekeni
analyza

SPIONS supramagnetic
iron oxid
nanoparticulars

TM transmembranova
doména

TMPRSS
transmembranova
serinova protedza
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12. PRILOHY

1. CISTENI SYSTEMU SYRINGE

' This method replaces all solutions on head valve ports 2 -4 and 6 - 8
' and then cleans the syringe with water

' Syringe head valve:

' Pos1: OpenSamplePort / Pos2: Water / Pos3: MES-Buffer / Pos4: Beads

' Pos5: Not used / Pos6: Detector / Pos7: Not used / Pos8: For aspiration of air
'Pos9: ? / Pos10: ? / Pos11: Waste + Air / Pos12: Not used

Variable Define New CleanVol
Variable Define New CleanTimes
Variable Define New CleanPos

Message put tubes into distilled water

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Command (?) O12R 'Air
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) O6R
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Aspirate (microliter) 150
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

CleanVol = 300

CleanTimes =3

CleanPos =4

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_CleanSyringe
12PHV fia
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2. CISTENI STRIKACKY

' This procedure is for cleaning the syringe pump with

' a variable volume with a variable solution variable times
Loop Start (#) CleanTimes

SyringePump Command (?) O12R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 150

SyringePump Delay Until Done

If CleanPos =2

SyringePump Command (?) O2R

End If

If CleanPos =3

SyringePump Command (?) O3R

End If

If CleanPos =4

SyringePump Command (?) O4R

End If

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) CleanVol
SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) J7R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) JOR

Loop End

3. NASAVANI CASTIC ZE ZASOBNIHO ROZTOKU
Message put tube into beads soluttion

' Aspiration of suspension

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50
SyringePump Aspirate (microliter) 453
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

4. PROMYVANI CASTIC

' Syringe head valve:

' Pos1: OpenSamplePort/ Pos2: Water / Pos3: MES-Buffer / Pos4: Beads

' Pos5: Not used / Pos6: Detector / Pos7: Not used / Pos8: For aspiration of air
"Pos9: ? / Pos10: ? / Pos11: Waste + Air / Pos12: Not used

Variable Define New VolBeads

Variable Define New VolBeadTube
Variable Define New VolBeadSuspension
Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes
Variable Define New CleanPos
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Variable Define New OptionCleanChannel
VolBeadTube = 82

VolBeads = 200

VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads
OptionCleanChannel = 0

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel if needed

If OptionCleanChannel = 1

' Aspirate Solution

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

End If
' Clean Syringe
CleanVol = 300

CleanTimes =2
CleanPos = 2
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_CleanSyringe.fia

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Get Beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_GetBeads.fia

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O8R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
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SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O9R ' Not clear what is happening here and why
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX

SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

CleanVol =300 'xxx
CleanTimes =4
CleanPos =2

' Cleaning syringe - a variable volume with a variable solution variable times
Loop Start (#) CleanTimes

SyringePump Command (?) O8R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200

SyringePump Aspirate (microliter) 150

SyringePump Delay Until Done

If CleanPos = 2

SyringePump Command (?) O2R
End If

If CleanPos =3

SyringePump Command (?) O3R
End If

If CleanPos =4

SyringePump Command (?) O4R
End If

SyringePump Command (?) J7R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) CleanVol 'xXxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 400 XXX
SyringePump Command (?) O7R

SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) JOR

Loop End

5. OPTIMALIZACE - 18.5.21

' Syringe head valve:
' Pos1: OpenSamplePort/ Pos2: Water / Pos3: MES-Buffer / Pos4: Beads
' Pos5: Detector / Pos6: ?/ Pos7:?/ Pos8: ?/ Pos9: Waste + Air

Variable Define New VolBeads

Variable Define New VolBeadTube

Variable Define New VolBeadSuspension
Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes

Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel
VolBeadTube = 82

VolBeads =200

VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads
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OptionCleanChannel = 0

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O9R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel if needed

If OptionCleanChannel = 1

' Aspirate Solution

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) O9R
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

End If
' Clean Syringe
CleanVol = 300

CleanTimes = 2
CleanPos = 2
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_CleanSyringe.fia

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Get Beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_GetBeads.fia

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O8R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX
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' Empty syringe

SyringePump Command (?) O6R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

CleanVol =300 'xxx
CleanTimes =4
CleanPos =2

' Cleaning syringe - a variable volume with a variable solution variable times
Loop Start (#) CleanTimes

SyringePump Command (?) O8R

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200

SyringePump Aspirate (microliter) 150

SyringePump Delay Until Done

If CleanPos =2

SyringePump Command (?) O2R

End If

If CleanPos =3

SyringePump Command (?) O3R

End If

If CleanPos =4

SyringePump Command (?) O4R

End If

SyringePump Command (?) J7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) CleanVol 'xXxx
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Flowrate (microliter/sec) 400 'XxX
SyringePump Command (?) O7R

SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) JOR

Loop End

6. AKTIVACE CASTIC

Message EDC + SNHS to open port interface
' Adddition of reagent 1 - EDC + SNHS
SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 1
SyringePump Command (?) JOR

Message Buffer to open port interface

' Adddition of reagent 2 - PBS
SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
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SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

" Incubation - Repeat = 4 * Minutes
Loop Start (40)

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 3

SyringePump Command (?) JOR
Delay (sec) 12

Loop End

7. ASPIRACE PROTILATEK

' Aspirate Antibodies

SyringePump Command (?) O1R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 1
SyringePump Command (?) JOR

8. MOBILIZACE PROTILATEK VERZE 1

' Syringe head valve:

' Pos1: OpenSamplePort / Pos2: Water / Pos3: MES-Buffer / Pos4: Beads

' Pos5: Not used / Pos6: Detector / Pos7: Not used / Pos8: For aspiration of air
'Pos9: ? / Pos10: PBS - Buffer / Pos11: Waste + Air / Pos12: Not used

Variable Define New VolBeads

Variable Define New VolBeadTube
Variable Define New VolBeadSuspension
Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes
Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel

VolBeadTube = 82

VolBeads = 200

VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads
OptionCleanChannel = 0

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel if needed
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If OptionCleanChannel = 1

' Aspirate Solution

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

End If
' Clean Syringe
CleanVol = 300

CleanTimes = 2

CleanPos = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_CleanSyringe
12PHYV fia

' Cleaning tube for beads

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Push Air to bead tube

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Dispense (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Get Beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_GetBeads 12PHV .fia

Loop Start (3)

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R

Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
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SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 ™xXxx
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' CleanVol =400 'xxx
'CleanTimes =4
' CleanPos =2

' Activation of beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie
Krizova\P_BeadsActivationTwoSteps.fia

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 'Xxx
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe
SyringePump Command (?) O11R
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SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Message Antibodies to open port interface

' Adddition of reagent - antibodies

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie
Krizova\P_BeadsActivationProgram.fia

' Aspirate MES buffer

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 300
SyringePump Delay Until Done

" Incubation - Repeat = 30 minutes, 1 hour or 3 hours
Loop Start (1)

SyringePump Command (?) J7R

Delay (sec) 3

SyringePump Command (?) JOR

Delay (sec) 12

Loop End

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

Message new eppendorf

SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX
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' Empty syringe

Message new eppendorf

SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop Start (2)

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'xXxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 'XxX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' Wash Beads with PBS - 10

SyringePump Command (?) O10R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 ™Xxx
SyringePump Empty
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SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

'Aspirate PBS

Loop Start (5)

SyringePump Command (?) O10R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Command (?) J7R
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 400
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) JOR

Loop End

' Cleaning syringe - a variable volume with a variable solution variable times

Loop Start (#) CleanTimes

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\M_CleanSystem
12PHYV fia

Loop End

9. IMOBILIZACE PROTILATEK VERZE 2

' Syringe head valve:

' Pos1: OpenSamplePort/ Pos2: Water / Pos3: MES-Buffer / Pos4: Beads

' Pos5: Not used / Pos6: Detector / Pos7: Not used / Pos8: For aspiration of air
'Pos9: ? / Pos10: PBS - Buffer/ Pos11: Waste + Air / Pos12: Not used

Variable Define New VolBeads

Variable Define New VolBeadTube
Variable Define New VolBeadSuspension
Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes
Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel

VolBeadTube = 82

VolBeads = 200

VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads
OptionCleanChannel = 0

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel if needed
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If OptionCleanChannel = 1

' Aspirate Solution

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 200
SyringePump Aspirate (microliter) 200
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Empty
SyringePump Delay Until Done
Delay (sec) 1

End If
' Clean Syringe
CleanVol = 300

CleanTimes = 2

CleanPos = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_CleanSyringe
12PHYV fia

' Cleaning tube for beads

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Push Air to bead tube

SyringePump Command (?) O4R
SyringePump Dispense (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air

SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 100
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Get Beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\P_GetBeads 12PHYV .fia

Loop Start (3)

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR
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' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' CleanVol =400 'xxx
'CleanTimes =4
' CleanPos =2

' Activation of beads
Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie
Krizova\P_BeadsActivationTwoSteps.fia

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 "XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done
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Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Message Antibodies to open port interface

' Adddition of reagent - antibodies

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie
Krizova\P_BeadsActivationProgram.fia

' Aspirate MES buffer

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 300
SyringePump Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 30 minutes, 1 hour or 3 hours
Loop Start (1)

SyringePump Command (?) J7R

Delay (sec) 3

SyringePump Command (?) JOR

Delay (sec) 12

Loop End

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 'XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

Message new eppendorf

SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
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SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

Message new eppendorf

SyringePump Command (?) O7R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop Start (2)

' Wash Beads with MES - 3

SyringePump Command (?) O3R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 'XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX

' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' Wash Beads with PBS - 10

SyringePump Command (?) O10R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Aspirate (microliter) 400 XXX
SyringePump Delay Until Done

SyringePump Command (?) J7R
Delay (sec) 15 XXX
SyringePump Command (?) JOR

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
SyringePump Command (?) O12R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 50 'XXX
SyringePump Aspirate (microliter) 100 XXX
SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 60 XXX
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' Empty syringe

SyringePump Command (?) O11R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 5 XXX
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirate PBS

Loop Start (5)

SyringePump Command (?) O10R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 100
SyringePump Command (?) J7R
SyringePump Aspirate (microliter) 400 'XxX
SyringePump Delay Until Done

' Empty Syringe

SyringePump Command (?) O8R
SyringePump Flowrate (microliter/sec) 400
SyringePump Empty

SyringePump Delay Until Done
SyringePump Command (?) JOR

Loop End

' Cleaning syringe - a variable volume with a variable solution variable times

Loop Start (#) CleanTimes

Insert File C:\Users\Obsluha\Documents\SIA3500 data\Lucie Krizova\M_CleanSystem
12PHV fia

Loop
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