UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DIPLOMOVA PRACE

DETEKCE SOLUBILNIHO ENDOGLINU V LAB-IN-SYRINGE

Bc. Marie llicova

Vedouci diplomové prace: Mgr. Zuzana Svobodova, Ph.D.

Konzultanti: Dr. Habil. M.Sc. Burkhard Horstkotte; PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Hradec Kralové, 2023



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskych dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.”

V Hradci Kralové 2023



PODEKOVANI

Touto cestou bych rdda podékovala vedouci prace Mgr. Zuzané Svobodové, Ph.D.
za odborné vedeni, cenné rady a za jeji trpélivost béhem konzultaci. Dale bych také
chtéla podékovat mym konzultantim za veSkerou pomoc a ptipominky, které mi

pomohly zpracovat tuto diplomovou praci.



ABSTRAKT

Hlavnim dkolem diplomové prace bylo vyvinout automatizované metody pro
izolaci endoglinu ze vzorku pomoci magnetického imunosorbentu v Lab-In-Syringe

s naslednou imunodetekci na affiblotu.

Teoretickd c¢ast se vénuje endoglinu vjeho membrdnové i solubilni formé,
zejména jejich souvislostem s endotelovou dysfunkci. Je zde také stru¢né popsan princip
anti-endoglinové terapie pomoci monoklonalni protilatky carotuximab neboli TRC105.
Dale jsou v teoretické ¢asti shrnuty informace o technikdch Lab-In-Syringe a affiblot.
Posledni kapitola pojednava o biofunkcionalizaci magnetickych ¢astic pomoci protilatek
za Ucelem pripravy magnetického imunosorbentu a jeho vyuZiti pro izolaci proteinu

ze vzorku.

V experimentdlni ¢asti jsou nejprve popsany postupy pro otestovani prototypu
affiblotu. Hlavnim cilem bylo vyvinout metodu pro pfipravu anti-endoglinového
magnetického imunosorbentu a zvysit kapacitu metody jejim prevedenim z 1ml do 5ml
stfikacky (upscaling). Dale byly vyvinuty metody pro izolaci solubilni formy lidského
endoglinu z kultivaéniho média s obsahem |éCiva TRC105, které interferuje s jeho
imunodetekci, opét pro 1ml a 5ml stfikacku. Byla provedena fada experimentu
za Ucelem optimalizace metod v Lab-In-Syringe a na zavér byly metody vyzkouseny

se vzorky a vysledky se hodnotily na affiblotu.

Klicova slova: endoglin, Lab-In-Syringe, magnetické castice, magnetické michadlo,

stfikacka, imunosorbent, affiblot, protilatka



ABSTRACT

The main target of the thesis was to develop an automated method for the
isolation of endoglin from a sample using a magnetic immunosorbent in Lab-In-Syringe

with subsequent immunodetection by affiblot.

The theoretical part deals with endoglin, in its membrane and soluble form,
especially with their connection to endothelial dysfunction. The principles of
anti-endoglin therapy using the monoclonal antibody carotuximab or TRC105 are also
briefly described here. Furthermore, the theoretical part summarizes the basics of the
automation in Lab-In-Syringe and of the affiblot technique, their principles, and their
applications. The last chapter deals with the biofunctionalization of magnetic particles
by antibodies in order to prepare a magnetic immunosorbent which is used for the

isolation of proteins from a complex sample.

The experimental part describes methods for testing the affiblot prototypes.
The main goal was to develop a method for the preparation of anti-endoglin magnetic
immunosorbent and to increase the capacity of the method by upscaling it from a 1 ml
to a 5 ml syringe. Furthermore, methods for the isolation of the soluble form of human
endoglin from the culture medium containing the drug TRC105 were developed for 1 ml
and 5 ml syringes. Various experiments were carried out to optimize the methods in
Lab-In-Syringe and finally, the methods were tested with samples and the results were

verified on affiblot.

Keywords: endoglin, Lab-In-Syringe, magnetic particles, magnetic stirrer, syringe,

immunosorbent, affiblot, antibody
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uvoD

Endoglin (ENG) je transmembranovy glykoprotein vyskytujici se ve formé
homodimeru, ktery zastava ulohu koreceptoru ligandd rodiny transformujiciho
rastového faktoru B (TGF-B, Transforming growth factor B). ENG se exprimuje
na cytoplazmatické membrané endotelovych bunék cév a zapojuje se do regulace rady
mechanisml souvisejicich s funkci endotelu a angiogenezi. Z ENG vazaného
na cytoplazmatickou membranu muiZe byt odsStépena celd extracelularni ¢ast jeho
struktury matricovymi metaloproteazami (MMPs, Matrix metalloproteinases),
¢imz vznika solubilni forma ENG (SENG, Soluble endoglin), ktera cirkuluje v krevnim

obéhu [1] [2] [3] [4].

Soucasny vyzkum se zabyva souvislostmi ENG a jeho patofyziologickou ulohou
u endotelovych bunék a endotelové dysfunkce (ED). Ddle u poruch, které s ED souviseji,
jako napftiklad ateroskleréza, diabetes mellitus typu I, hypercholesterolémie,

arteridlni hypertenze, hyperglykémie a fada dalsich [4].

Pro studium ED se poutzivaji rizné modelové systémy, u in vitro studii se jedna
o bunécné linie, které se ziskavaji izolaci z rlznych cév. Burikky mohou byt izolovany
napriklad z korondrnich tepen, z pupecnikové Zily nebo z aorty. Vhodnym modelem pro
studium ED s aterosklerdzou jsou lidské aortdlni endotelové buriky (HAEC, Human aortic
endothelial cells), na nichZ je exprimovan ENG a dalsi proteiny regulujici funkce
endotelu. Pomoci HAEC je moziné studovat rlzné funkce ENG pfi jeho zapojeni
do mechanismu ED a aterosklerdzy. Lze také studovat reakci endotelu na zvySenou nebo
snizenou expresi ENG ¢i nové terapeutické pfristupy zamérené na inhibici ENG.
Pfikladem je monoklondlni protilatka carotuximab neboli TRC105, jez md antiangiogenni

ucinky. Vaze se na ENG, ¢imz se inhibuji jeho signaliza¢ni kaskady v burice [4] [5] [6] [7].

DuleZité je soucasné sjeho membranovou formou sledovat i formu solubilni.
Bylo zjisténo, Ze se hladina sENG v krvi méni u ED a u souvisejicich poruch, a proto se
zkouma jeho role jako biomarkeru ED. sENG vznikd v podminkach in vitro stejnym
mechanismem jako v organismu, a tim se sENG uvolfiuje do bunécného kultivacniho
média. V kultivacnim médiu je sSENG stanovovan a je hodnocena zména jeho hladiny,
kterd odrazi patologické déje vznikajici vystavenim in vitro systému riznym podminkam.
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Stanoveni sENG probihd pomociimunoanalytickych metod, nejéastéji metodou ELISA [3]

[4] [8] [9].

V pfipadé, Ze probihd testovani ucink(i TRC105 na ENG a sENG in vitro, je SENG
detekovan a stanovovan z bunécného kultivaéniho média, ve kterém je zaroven vysoka
koncentrace TRC105. TRC105 se vdze na sENG stejné jako na membranovy ENG.
Tato vazba zpUsobi zablokovani vazebného mista pro protilatky, a proto TRC105
interferuje s imunoanalytickymi metodami pfi analyze sENG. Je tfeba vyvinout metodu,
ktera by umoznila detekovat sENG a stanovit jeho nizké hladiny v bunééném kultivacnim
médiu pohybujici se v jednotkach ng/ml, kde se soucasné vyskytuje interferujici
protildtka TRC105. Jednou z moznosti je selektivni zachyceni sENG v bunééném
kultivaéniho médiu pomoci anti-endoglinového  (anti-ENG)  magnetického
imunosorbentu (IS), ze kterého je uvolnén do elu¢niho roztoku. Tento postup umozniuje
zakoncentrovani a purifikaci SENG z komplexni smési média s TRC105 a rozruSeni vazby
mezi SENG a TRC105. Poté je tedy mozné detekovat sENG a stanovit jeho koncentraci

pomoci imunoanalytické metody affiblot s citlivou chemiluminiscencni detekci.
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ZADANI - CILE PRACE

Cilem teoretické casti této diplomové prace je shrnout zakladni informace o ENG,
které pojednavaji o jeho strukture a Uloze v cévnim endotelu. DalSim ukolem teoretické
Casti je popis zafizeni affiblotu a techniky Lab-In-Syringe, a ddle shrnuti informaci
o magnetickych ¢asticich, ze kterych Ize rliznymi zpUsoby pfipravit magnetické IS slouZici

k extrakci celé rfady analyt(.

Cilem experimentdini ¢asti bylo zejména prevést automatizaci pripravy
magnetického IS z1ml do 5ml Lab-In-Syringe systému, tedy zvySit mnoZstvi
pfipraveného magnetického IS v jednom cyklu. Dale ptipravit metodu pro 1mla 5ml LIS
systém pro izolaci lidského sENG z kultivacniho média a metody otestovat s redlnymi
vzorky. Do prdce byly zahrnuty i vysledky testovani tfi prototypl zafizeni affiblotu
vyrobeného 3D tiskem pro vybér prototypu s nejvhodnéjSimi vlastnostmi pro

imunodetekci SENG a protilatek.
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TEORETICKA CAST

1. ENDOGLIN

1.1. MEMBRANOVA FORMA ENDOGLINU

Endoglin (ENG) byl poprvé identifikovan A. Gougosem a M. Letartem plvodné
na bunécné linii lidskych prekurozorovych bunék B-lymfocytd vroce 1988 [10].
K jeho detekci byla pouzita nepfimd imunofluorescenéni metoda s vyuZitim
monoklondlni protilatky 44G4 pochdzejici z imunizované mysi BALB/c (albinska mys).
Po identifikaci ENG bylo zjiSténo, Ze dochazi k jeho vyrazné expresi na membrané

endotelovych bunék, kde sehrava vyznamnou fyziologickou ulohu [11].

Jednd se o transmembranovy glykoproteinovy receptor o molekulové hmotnosti
180 kDa, jehoZ gen se u lidi nachdazi na 9. chromozomu. Jeho hlavni funkce spociva v tom,
Ze vaze ligandy rodiny transformujiciho rlstového faktoru B (TGF-B, Transforming
growth factor B) a ovliviiuje jejich bunécné signalizac¢ni drahy [1]. Zapojuje se do
bunécénych signalizaci béhem vyvoje a remodelace cév, predevSim jako modulator
proliferace, migrace a adheze endotelovych bunék. Tim je ddna jeho nepostradatelna

role v angiogennich procesech a je nezbytny pro spravnou funkci cévniho endotelu [2].

Dnes je jeho pfitomnost znama také na jinych bunkdch a tkanich -
na hematopoetickych kmenovych bunkach, makrofazich, aktivovanych monocytech,
T-lymfocytech, cholangiocytech, dale také na fibroblastech, na syncytiotrofoblastu
placenty, na bunkach nadorovych, mezangidlnich, hladké svaloviny cév a bunkach

hvézdicovych v jatrech [1] [12].

Za patologickych podminek maze dochdazet ke zménam v expresi a funkci ENG.
Tkanova exprese ENG je velmi rozmanita, proto ENG souvisi s celou fadou raznych
patologickych procesli. Je znamé autozomdlné dominantni dédicné onemocnéni
zpUsobené mutacemi v genu pro ENG, nazyvané hereditarni hemoragicka telangiektazie
typ I. VyznacCuje se krvacivymi projevy a muZe postihovat vSechny organy [13].

Dle vysledkd védeckych studii je znama souvislost ENG s metabolickym syndromem,

12



kde neni uUloha ENG zatim zcela objasnéna. Metabolicky syndrom se projevuje
komplexem souvisejicich symptom( vcéetné endotelové dysfunkce (ED), arteridlni
hypertenze, hyperglykémie, inzulinové rezistence, obezity a hypercholesterolémie.
To jsou hlavni rizikové faktory pro zadvaina kardiovaskularni onemocnéni, aterosklerézu,
diabetes mellitus typu Il a onemocnéni jater [4]. ENG se také uplatiuje v patologickych
procesech pfi poruse hematopoézy [14] nebo vyvoje srdce [15], fibréze rlznych organt
[16] [17], zanétu [14] a preeklampsie [1]. JelikoZ se ENG exprimuje i na nadorovych
burikach a na nadorovém cévnim endotelu, je ENG zkouman také v souvislosti s rGznymi
nadory a nadorovou angiogenezi — nepostradatelnym procesem pti rozvoji nddorovych

metastaz [2] [18].

1.1.1. STRUKTURA A IZOFORMY MEMBRANOVEHO ENDOGLINU

ENG je transmembranovy homodimer sloZzeny ze dvou stejnych podjednotek,
které jsou spojeny disulfidickymi vazbami (S-S vazby). Molekula ENG, kterd je
zabudovana do cytoplazmatické membrany, je rozdélena do trech casti/domén
(Obrazek 1). Prevdznou ¢ast molekuly zaujima extracelularni doména, ktera je slozena
z osifelé domény (Orphan domain) a z domény Zona pellucida. Tato ¢ast obsahuje
vazebna mista pro ligandy rodiny TGF-B. Soucasti Zona pellucida je RGD motiv —tripeptid
arginin-glycin-asparagova kyselina (RGD, Arginyl-glycyl-aspartic acid), coz je
rozpoznavaci a vazebné misto pro integriny leukocytlli a jiné RGD receptory.
Na extraceluldrni doméné se také nachazeji mista N-glykosylace a O-glykosylace, ENG je

tedy z hlediska struktury glykoprotein [14] [18].

Extracelularni doména navazuje na hydrofobni transmembranovou doménu,
a ddle na mensi ¢ast struktury ENG — intraceluldrni doménu, kterd je zodpovédna
za funkci ENG v modulaci bunééné signalizace. Intracelularni doména postrada
enzymatickou aktivitu, ale je bohatd na aminokyseliny serin a threonin a na nékterych
téchto aminokyselinach dochazi k fosforylaci po vazbé s receptory rodiny TGF-p.
Fosforylace zpUsobi konformacni zménu ENG a reguluje tak jeho interakce s jinymi
proteiny [14] [18] [19]. Intraceluldarni doména dale obsahuje PDZ motiv — tetrapeptid

serin-serin-metionin-alanin (PDZ, Post-synaptic density protein, Drosophila disc large
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tumor suppressor, Zonula occludens-1 protein), coZ je pravdépodobné ¢ast dulezita pro
regulaci fosforylace na serinu a threoninu [18]. Odstranénim tohoto motivu béhem

laboratornich experimentl doslo k velmi zvySené fosforylaci v této oblasti [20].

2 podjednotky
endoglinu

Orphan domain

RGD

K] Extracelularni
'g <— motiv doména
3
o
©
c
o
~
Cytoplazmaticka Transmembranova
membréna doména
l Intracelularni
€ PDZ doména

® ® motiv

Fosforylaéni mista

Obrazek 1. Struktura membrdanového ENG [18]

Jsou znamy dvé alternativné sestfizené izoformy ENG (Obrazek 2), které se lisi
afinitou k receptortim, v délce intracelularni domény, urovni fosforylace, zastoupenim
ve tkanich a funkci. 1zoforma, kterd je na burikdch nejvice zastoupena, je dlouhy ENG
(L-ENG, Long endoglin), jehoZ intraceluldarni doména obsahuje 47 aminokyselin.
L-ENG je exprimovan na vétsiné jiz zmifovanych bunkach a je znamo, Ze stimuluje
migraci endotelovych bunék, proliferaci a angiogenezi. Minoritni izofomou je kratky ENG
(S-ENG, Short endoglin) s intraceluldarni doménou o 14 aminokyselinach. Rozdil v jeho
funkci ve srovnani s L-ENG s nejvétsi pravdépodobnosti vyplyva z chybéjicich
fosforylaénich mist v intraceluldrni doméné a nepfitomnosti PDZ motivu. S-ENG je hojné
exprimovan na starnoucich endotelovych bunkach, plicnich bunkach a jaternich
burikdch. O S-ENG je znamo zatim méné informaci, ale pravdépodobné inhibuje

proliferaci, migraci endotelovych bunék a indukuje jejich starnuti [1] [4] [14] [18].

Jelikoz je L-ENG nejvySe zastoupenou izoformou a je vyznamny svou
patofyziologickou ulohou v organismu, budou veskeré nasledujici informace

o membranovém ENG pojednavat pouze o L-ENG s oznacenim ENG.
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Fosforyla¢ni mista

L-ENG T’““S;‘;‘"‘é:':"“é -YIYSHTRSPSKREPYVAYAAPASSESSSTN HSIGSTQSTPCSTSSMA
PDZ

motiv

S-ENG | Trenemembrinovd [h v ySHTREYPRPPQ

doména ( |
1

Intraceluldrni doména

Obrdzek 2. Izoformy membrdnového ENG — L-ENG a S-ENG [18]

1.1.2. BUNECNA SIGNALIZACE MEMBRANOVEHO ENDOGLINU

Funkce ENG v TGF-B signalizaci je pfedevsim pomocnd a regulacni. TGF-B rodina
je skupina proteind fungujicich jako pleiotropni cytokiny. Reguluji nékolik bunéénych
funkci vcetné proliferace, diferenciace, migrace, syntézy extraceluldrni matrix
a hematopoézy, ucastni se vaskulogeneze, hojeni ran a angiogeneze. TGF-B rodina
zahrnuje tfi izoformy proteinl TGF — TGF-B1, -2 a -B3, ale také aktiviny, inhibiny,
kostni morfogenetické proteiny (BMP, Bone morphogenetic protein) a rlstové
diferenciacni  faktory. Intraceluldrni  signalizace pomoci TGF-B ligand(
je zprostredkovana serin/threonin kindzami, kam se radi transmembranové receptory
typu | — ALK1-ALK7 (ALK, Activin receptor-like kinase), receptory typu Il a receptory typu
Ill. Mezi receptory typu lll se spoleé¢né s betaglykanem radi ENG [11] [21].

ENG interaguje s ligandy TGF-B rodiny pouze pokud je vazan s jinymi receptory,
vaze se konkrétné s TGF-B receptory typu Il a s ALK1 nebo ALK5. Tato vazba dale
umoznuje vazbu ligandld, predevsim BMP9, BMP10, TGF-f1 nebo TGF-B3.
ENG ve spolupraci s receptory takto funguje jako koreceptor ligandl rodiny TGF-B.
Po navazani ligandu se vytvofi heterotetramerni receptorovy komplex, ktery vede
k transfosforylaci ALK1/5 na serinovych a threoninovych zbytcich v intracelularni oblasti
aktivnim TGF-B receptorem typu Il. ALK1/5 dale prenasi signal intracelularnim signdlnim
molekuldm SMAD (Suppressor of mothers against decapentaplegic), coz jsou vlastné
transkripéni faktory. ENG reguluje signalizaci TGF-B tim, Ze vaze r(zné receptory ALK

a dochazi tak k rGznym cestam prenosu intracelularniho signdlu a spusténi transkripce
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raznych genG. Napftiklad urcuje, zda jsou endotelové buriky aktivované nebo klidové

(Obrazek 3)[4] [18] [21].
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Obrdzek 3. Signalizacni drahy ENG [1]
ENG je soucdsti dvou signalizacnich drah. Pokud je ENG v komplexu s TGF-8 receptorem typu Il a
ALK1, dochdzi k fosforylaci SMAD1/5/8. Fosforylovany SMAD1/5/8 se ddle vdze se SMAD4 a vznikd aktivni
komplex. Tento komplex se translokuje do jddra a indukuje transkripci geni souvisejicich s aktivaci
endotelovych bunék. Komplex ENG, TGF-8 receptoru typu Il a ALK5 naopak vede k fosforylaci SMAD2/3,
ktery se ddle vaZe se SMADA4, jenZ je pro obé drdahy spolecny. Vznikly aktivni komplex se translokuje do
jddra a indukuje se transkripce genl zodpovédnych za klidovy fenotyp endotelovych bunék [1] [4]

1.2.  SOLUBILN{ FORMA ENDOGLINU

Kromé membranové formy ENG se v organismu vyskytuje také solubilni forma ENG
(SENG, Soluble endoglin), kterd vznikd Stépenim celé extracelularni domény pomoci
matricovych metaloprotedz (MMPs, Matrix metalloproteinases) a dostava se do
krevniho obéhu nebo pfipadné do bunécného kultivatniho média [3]. MMPs jsou
proteolytické enzymy, které zahrnuji komplex 25 izoforem. Stépi proteiny extracelularni
matrix i proteiny mimo ni, kromé ENG to jsou napfiklad chemokiny, cytokiny nebo

bunécné adhezni molekuly. Jejich hlavni funkci je regulace signalizace béhem prestavby
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matrix a zanétu, a rovnéz regulace angiogeneze. sENG vznikd konkrétné stépenim

MMP14 a MMP12 [3] [22].

SENG je asociovan s patologickymi procesy, kdy se méni jeho hladina v krvi.
Proto muze sENG slouzit jako krevni biomarker nékterych onemocnéni, nebo také jako
prognosticky biomarker, protoZze byla zjisténa korelace mezi hladinou sENG v krvi
a progresi symptom0. Napriklad sENG byl prokdzan jako vcasny biomarker
preeklampsie, hypertenzniho onemocnéni téhotnych Zen, které je casto pri¢inou umrti
plodu. Byla navic zjisténa pfima souvislost mezi zvySenou hladinou sENG a zdvaznosti

symptomU preeklampsie [8].

SENG je také predmétem mnoha studii zamérenych na jeho asociaci s patologiemi
endotelu. Cilem téchto studii je objasnit, jakym zplsobem jeho hladina v krvi odrazi tato

onemocnéni, nebo zda také prispivd samotné patogenezi [3] [4].

1.3. METODY STANOVENI ENDOGLINU

K védeckym ucellim jsou na trhu dostupné specifické anti-endoglinové (anti-ENG)
protilatky proti ENG rGzného plivodu — lidského, mysiho, praseciho ¢i ENG z primatQ,
nebo také rekombinantnimu ENG. PouZivané protilatky mohou byt monoklonadlni,
polyklonalni nebo rekombinantni. Anti-ENG protilatky Ize v paru s detekénimi znacenymi
protilatkami vyuzit u béZnych imunoanalytickych metod zaloZenych na afinitni reakci
antigenu a protilatky. Pary protilatek slouzi k detekci a stanoveni jak membranového
ENG, tak sENG, predevSsim u metod jako je western blot, prlitokova cytometrie,
imunohistochemie, imunocytochemie, imunoprecipitace, ELISA [9] [23], anebo affiblot
(viz kapitola 5). Materidlem pro stanoveni sENG je prevazné krevni plazma, sérum nebo
bunécéné kultivaéni médium, ale sENG byl nalezen také v lidské moci a mozkomiSnim
moku [9]. Pro stanoveni membranového ENG jsou vhodné vzorky rGznych tkani nebo
bunééné kultury. Metody stanoveni membranového ENG zahrnuji kromé
imunoanalytickych metod také metody molekularni biologie, zejména real-time PCR pro

hodnoceni exprese ENG [7].
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2. ENDOTEL, ENDOTELOVA DYSFUNKCE A ENDOGLIN

2.1. FUNKCE ENDOTELU A ENDOTELOVA DYSFUNKCE

Hlavni slozku wvnitfni vrstvy cév (tunica intima) tvofi endotelové bunky,
které se podileji na udrZzovani homeostazy v organismu. V prvni fadé burnky vytvari
endotel — mechanickou bariéru vystylajici cely vnitfni povrch cév. Endotel je zaroven
metabolicky aktivni orgdn sfadou funkci. Svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
a syntézou biologicky aktivnich latek/medidtord udrZuje nesmacivy a netrombogenni
povrch, reguluje agregaci trombocytli, hemokoagulaci a fibrinolyzu ¢i migraci
a proliferaci bunék hladké svaloviny. Podili se ddle na angiogenezi syntézou vaskuldrniho
endotelového faktoru [24] [25] [26]. Syntézou vazodilataénich a vazokonsktrikénich
medidtor( reguluje cévni tonus. Na vazodilataci se podili prostacyklin, hyperpolariza¢ni
faktor a zejména oxid dusnaty (NO) vznikajici prostfednictvim enzymu endotelové
NO-syntazy (eNOS). Naopak vazokonstrikci udrzuji naptiklad endotelin-1, tromboxan A2
nebo angiotensin Il. V neposledni fadé se endotel podili na regulaci permeability
endotelu a na migraci a transmigraci leukocytd béhem zanétlivych reakci.
Prvnim krokem pred transmigraci leukocytl skrz endotelové buriky je jejich pfilnuti na
adhezivni molekuly exprimujicich se na endotelovych bunkach, k témto molekulam se
fadi selektiny, ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (Vascular cell
adhesion molecule 1), PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule 1) [25] [26]
[27].

Za fyziologickych podminek je v endotelu pfitomna rovnovdha s prevahou
udrzovani vazodilatace, inhibice bunék hladké svaloviny, snizeni adheze leukocytl

a antitrombotické aktivity (Obrazek 4) [25].

KED (Obrazek 4) mlze dochdzet kombinaci rlznych rizikovych faktord jako
je hypercholesterolémie, hypertenze, hyperglykémie, zvyseni volnych radikalli nebo
nezdravy zivotni styl. ED je charakterizovdna zménou rovnovahy s prevahou
vazokonstrikce, trombotické aktivity a syntézy mediatori zodpovédnych za zvySenou
aktivaci bunék hladké svaloviny [25]. Pfi ED dochazi také k depozici lipidl v cévni sténé

a k vysoké produkci prozanétlivych faktord, coz vede ke zvyseni exprese adhezivnich
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molekul pro leukocyty. Adhezivni molekuly jsou povazovany za biomarkery probihajiciho
zanétu v endotelu a jsou zasadni pro rozvoj ED [28]. ZvySuje se také permeabilita
endotelu pro leukocyty, a navic také pro aterogenni lipidy jako je oxidovany, acetylovany
nebo glykovany LDL cholesterol [25] [26]. V pfipadé dlouhodobého plsobeni mohou
tyto zmény vyustit k ateroskleréze a dalSim navazujicim zavainym kardiovaskularnim
komplikacim — infarktu myokardu, srdec¢nimu selhani a cévni mozkové prihodé.
ED lze povaZovat za 1. stddium aterosklerdzy, zaroven se ale ddle podili na jeji progresi

a naslednych komplikacich [25] [27].

. hypercholesterolémie
obezita Yp

hypertenze
\ l diabetes/hyperglykémie
Normdini endotel s/ koufeni
/

—Volné radikély

Abnormdilni endotel
\-azodilatace/; /
_J:"_':Jll"\'_ SniZuje
Cevinl tonus adhez =
trombocytd kK DySfuﬂkCE

Obrdzek 4. Prechod od zdravého endotelu k ED [25]

2.2. ENDOGLIN A ENDOTELOVA DYSFUNKCE

Nékteré rizikové faktory, které maji vliv na strukturdini a funkéni zmény endotelu,
maji také zaroven vliv na expresi membranového ENG (dale jen ENG) a hladiny sENG
v krvi. ENG je exprimovan v nizkych hladindch na klidovych endotelovych burkach,
ale u experimentalnich zvifat a u lidi byla prokdzana znacné zvySena exprese ENG
v mistech probihajici angiogeneze, vreakci na ischemii, a predevsim v cévach
postihnutych aterogenezi a zdnétem. Tato skutecnost naznacuje, Ze ENG se Ucastni
aterogeneze. Neni zatim objasnéno, jakym zplsobem ENG a sENG odrazi ED a naslednou
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aterosklerdzu a zda se podili na patogenezi, je vSak zndmo, Ze se u téchto onemocnéni

méni [29] [30].

O souvislostech ENG a sENG s ED a aterosklerézou pojedndva mnoho in vivo
a in vitro studii, vysledky jsou vSsak mnohdy protichtidné. Rozdily mohou byt vysvétleny
rGznymi faktory, které je tfeba také zohlednit a vice objasnit. Naptiklad ENG muZe mit
rozdilnou ulohu v malych cévach a ve velkych cévach jako je aorta. Dale maze byt rozdil
v tom, které experimentalni podminky byly vybrany béhem studii, napfiklad zda byl

vyzkumny model vystaven akutnim nebo chronickym rizikovym faktorim [4].

Pritomnost ENG na endotelu muzZe mit v prvni fadé dulezZitou roli v ochrané pred
ED a rozvojem aterosklerdzy. ENG na endotelu je nezbytny pro fyziologickou vazodilataci
zprostiedkovanou NO, a také expresi a aktivitu eNOS. V nékolika studiich snizeni exprese
ENG mélo za nasledek snizeni vazodilatacnich funkci cév [31] [32]. ENG moZna také
souvisi s mechanismy opravy posSkozené cévni stény, produkci kolagenu a stabilizaci
aterosklerotickych lézi [30]. Byla také zjiSténa ochrannd funkce ENG pied poskozenim

bariérové funkce endotelu a udrZzovanim permeability [33].

Ve studii zkoumajici chronicky ucinek hypercholesterolémie jako rizikového faktoru
na expresi ENG a na jeho souvislost s biomarkery ED byly analyzovany vzorky samic mysi
s deficitem apolipoproteinu E a LDL receptoru, jez se porovnavaly se vzorky mysi
»wild-type“. Byla zjisténa sniZend exprese a signalizace ENG a zvySend hladina sENG
u mysi s vyvolanym onemocnénim. Dale byla detekovana zvySena hladina P-selektinu
jako biomarkeru zanétu, porucha metabolismu NO a snizend funkce aorty.
Autofi prokazali, Ze béhem chronické hypercholesterolémie se u mysi sniZila exprese
asignalizace ENG provazend funkénimi zménami aorty jesté pred tvorbou
aterosklerotickych |ézi. Pfi déle trvajici ED se tedy sniZovala exprese ENG, ale zvySovala

se hladina sENG v krvi [34].

V ramci zminované studie byly provedeny experimenty in vitro pomoci lidskych
aortdlnich endotelovych bunék (HAEC, Human aortic endothelial cells), které byly
vystaveny hladindm 7-ketocholesterolu, coZz je model pro navozeni akutni
hypercholesterolémie oxidovanym LDL (rizikovy faktor ED). DoSlo naopak ke zvysené

expresi ENG prostrednictvim aktivace transkripénich faktor( regulujicich expresi ENG
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a ke zvySené adhezi a transmigraci leukocytl spolu se zvySenim hladin biomarkeru
zanétu — adhezivnich molekul E/P-selektiny a ICAM-1. Navic, po inaktivaci genu pro ENG
na HAEC bunkach doslo k inhibici adheze a transmigrace. ENG se muze tedy podilet

na adhezi a transmigraci leukocyt( pfi akutni hypercholesterolémii [34].

Dalsi studii potvrzujici, Ze se ENG ucastni zanétlivé reakce podporujici rozvoj ED,
je prace od autoru E. Rossi a kol., kde byla prokazana interakce leukocytarniho integrinu
s RGD motivem ENG na extracelularni doméné. ENG by mohl byt pravdépodobné
adhezivni molekulou pro leukocyty a pfrispivat tak kjejich transmigraci

do subendotelového prostoru a rozvoji zanétu [35].

Co se tyka sENG, zvySeni jeho hladiny je nejen biomarkerem jiz zmifované
preeklampsie, ale bylo zjisténo, Ze hladina je zvySena také u ED, hypercholesterolémie,
aterosklerdzy, zanétu, hyperglykémie, diabetu mellitu Il. Nebyla zatim prokazdna zadna
prfima souvislost, Zze by sENG byl pfi¢inou vzniku a progrese ED a aterosklerdzy,
pokud se SENG nevyskytuje s dalSimi rizikovymi faktory, zejména s hypercholesterolémii

[4].

s v

Na druhou stranu ve studii od Rossi a kol. se prokazala protizanétliva funkce sENG,
tedy ochranna pred ED a aterosklerdzou. JelikoZ sENG tvofi celd extraceluldrni doména
ENG, obsahuje také RGD motiv, na ktery se vazou integriny leukocytu. Pokud sENG
vyvazuje leukocyty, mlze tak zabrariovat jejich adhezi na poskozeném endotelu

a transmigraci a fungovat protizanétlivé [35].
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3.  LIDSKE AORTALNI ENDOTELOVE BUNKY

HAEC vystylaji lumen aorty, nejvétsi tepny v lidském téle a produkuji rdzné
biologicky aktivni latky jako jsou trombotické a antitrombotické faktory, NO ¢i endotelin.
V reakci na zdnét reaguji expresi adhezivnich molekul a v reakci na vysoké hladiny
glukdzy reaguji snizenou proliferaci. Na svém povrchu exprimuji receptory pro
acetylovany LDL cholesterol a povrchovy znak CD31. Tyto vlastnosti umoZnuji vyuziti
kultur HAEC pfi studiu mechanism( i pfi vyvoji l1é€by u onemocnéni jako je ED,
ateroskleréza, trombodza, diabetes a hypertenze. Velkou vyhodou HAEC jako
vyzkumného modelu je dlouhodoba proliferace, kdy si buriky zachovavaiji své vlastnosti
in vitro po mnoho generaci (napfiklad az tficet pasazi). Pro ucely vyzkumu jsou izolovany
od darcd z hrudni a sestupné aorty a prodavany jako kryokonzervované ampule

obsahujici buriky primarni nebo pasazované [5] [6] [36].

4, CAROTUXIMAB —TRC105

Carotuximab neboli TRC105 je chimérickd monoklondlni IgGl protilatka
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 148 kDa. Sklada se ze dvou lehkych fetézcl o 213
aminokyselindch a dvou tézkych retézcl o 448 aminokyselindch. S vysokou afinitou
se vaze na ENG, neutralizuje ho a blokuje jeho funkci a signalizaci, dale také vyvolava
bunécénou cytotoxicitu zavislou na protilatkach a apoptdzu bunék, na kterych je ENG

exprimovan [37] [38].

TRC105 byl vyvinut za ucelem vyzkumu jeho ucinku v terapii nadorovych
onemocnénich, jelikoz je ENG exprimovan jak na nadorovych bunkach,
tak na endotelovych burikdch cév tvorenych nadory. Exprese ENG je vyssi
u proliferujicich endotelovych bunék, je proto také vyuzivan jako biomarker nadorové
angiogeneze. TRC105 se radi do skupiny antiangiogenni nddorové terapie [37] [39].

Jsou navrhnuty nékteré mechanismy ucinku této terapie (Obrazek 5).
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Obradzek 5. Navrhované mechanismy ucinku TRC105 [40]

A: Blokace signalizace ligandu BMP9, ktery je soucdsti signalizacni drdhy fosforylovaného receptoru ALK1
a ndsledné SMAD1/5/8. Tato drdha vede k aktivaci endotelovych bunék stimulujicich se k diferenciaci
a angiogenezi. Vazbou TRC105 na ENG se obsadi vazebné misto pro BMP9, dojde k inhibici nddorové
angiogeneze a tim zabrdnéni ristu ndadoru a jeho Sifeni ve formé metastdz. B: Vazba TRC105 na ENG
a ndslednd Indukce bunééné cytotoxicity zdvislé na protildtkdch zprostfedkované NK burikami, neutrofily
a monocyty, coZ vede k apoptdze cilovych bunék. C: Vazba TRC105 na ENG a ndslednd Indukce stépeni
extraceluldarni ¢dsti pomoci MMP14 a uvolnéni sENG [40] [41]

Vyse uvedené mechanismy Uc¢inku TRC105 pojednavaji o protinddorové anti-ENG
terapii, ale teoreticky by se mohly také uplatnit v terapii ED a u souvisejicich poruch.
V této souvislosti byla provedena studie zabyvajici se potencidlnim terapeutickym
ucinkem TRC105 na rozvoj ED. Ve studii byly pouzity HAEC, které byly vystaveny vysokym
hladindm 7-ketocholesterolu anebo glukdézy v kombinaci s terapeutickymi
koncentracemi TRC105. Plsobenim TRC105 byla zjiSténa vyznamnd inhibice exprese
ENG na HAEC, byla inhibovana bunécna signalizace ENG snizenim hladin protein(i SMAD
a byla rovnéz inhibovana adheze a transmigrace leukocytl. Vysledky studie celkové
naznacuji potencialné terapeutické ucinky TRC105 na ED, ktera je indukovdna
hypercholesterolémii a hyperglykémii, ale v této oblasti je za potiebi provést vice studii

[7].
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5.  AFFIBLOT

Affiblot je patentové chranéné =zafizeni, které vychazi z metody dot blot.
Analyza obou metod je zaloZena na principu imunoanalytické reakce, tedy na vzniku
imunokomplexu antigen-protilatka a jeho nasledné detekci. Affiblot ma vsak ve svém
usporadani oproti dot blotu néktera vylepseni a z toho plyne jeho SirSi mozné vyuziti

[42].

Affiblot slouZi v prvni fadé ke kvalitativni, semikvantitativni i kvantitativni analyze
rGznych proteinovych antigenu solubilni ¢i korpuskularni povahy. Analyzovany antigen
je v prvnim kroku pomoci vakua aplikovan na blotovaci membranu, na kterou je pevné
navazan. Vdruhém kroku ndsleduje blokace vazebnych mist na membrané pro
zabranénivzniku nespecifickych interakci. Membrana je nasledné inkubovana s primarni
protildtkou, kterd se specificky vaze na antigen a vznikd komplex antigen-protilatka,
a nakonec se membrana inkubuje se sekundarni protilatkou. Sekundarni protilatka
se specificky vdze na primarni protildtku a je konjugovdna s indikatorem.

Xu

Podle typu indikatoru se cely ,sendvic” detekuje kolorimetricky, spektrofotometricky,
chemiluminiscenéné nebo fluorescencné. Cely postup analyzy obsahuje také promyvaci

kroky pro odstranéni nenavazanych molekul [42] [43].

Affiblot je vhodné zafizeni zejména pro screening vlastnosti zakoupenych
protilatek, které mnohdy nespliuji pozadované parametry tykajici se specifity.
Na tomto zafizeni lze snadno a rychle otestovat specifitu k cilovému antigenu, moznou
zktizenou reaktivitu a afinitu/aviditu protilatek. Pomoci affiblotu Ize testovat az pét
protilatek soucasné. Tuto vyhodu zajistuje vrchni ¢asti affiblotu, coZz je specidlné
navrzené viko, které obsahuje na horni strané 25 jamek pro reagencie usporadanych
do péti oddélenych rezervoar(. Na kazdy rezervodar pfipada pét jamek v radé a v kazdém

rezervoaru lze testovat jinou protilatku (Obrazek 6) [42].

Znacnou vyhodou je moZnost provadét celou analyzu uvnitf zafizeni,
coz je umoznéno systémem kolektorovych kandlk( na spodni strané vika (Obrazek 6).
Kazda jamka navazuje na odtokovy mikrokanalek ve tvaru kfize, ktery je usporadany tak,
aby nedochdzelo k samovolnému vytékani kapaliny zjamek do kanalka.
Mikrokandlky usti do mensich kolektorovych kanalk(, které navazuji na jeden velky
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kolektorovy kanalek vedouci do plastového vyvodu, na néhoZ je napojena odpadni
hadicka. Cely systém kanalklli umozZnuje odtah vSech reagencii az do odpadu pomoci
vakuové pumpy a neni nutné membranu po nadavkovani antigenu vyjimat ze zafizeni
jako je tomu u standartniho dot blotu. Zafizeni uréend pro standartni dot blot umoZiuji
pouze aplikaci antigenu na membranu, vSechny ostatni kroky probihaji mimo zafizeni.
Pro analyzu vice vzork( najednou je nutné membranu rozstfihat na prouzky a inkubovat
je s reagenciemi separatné ve vice naddobach. Tento postup je pfilis pracny a casové

narocny, affiblot systémem kanalkd znacné zjednodusuje a urychluje postup [42].

_-Velky kolektorovy kanalek

‘ o0 Q Q:D | Malé kolektorové kanalky
10000 OF g4
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Obradzek 6. Specidlni viko affiblotu [vlastni fotografie]. A: Horni strana vika. B: Spodni strana vika.
C: Mikrokandlky

Na affiblotu je moZné otestovat také afinitu/aviditu protilatek, cehoz je docileno
tim, Ze jsou jamky a rezervoary usporadany do tvaru ¢tverce, a tak lze viko otocit o 90
stupnl a nandset chaotropni Cinidla kolmo ke sméru pfedchoziho naneseni protilatek.
Jako chaotropni Cinidlo se pouziva naptiklad thiokyanatan amonny, thiokyanatan sodny,
guanidin hydrochlorid nebo mocovina. Davkuji se do rezervodrl ve zvysujici
se koncentraci a principem semikvantitativniho hodnoceni afinity je sledovani ubytku
intenzity skvrn, protoZe srostouci koncentraci roste mnozstvi rozrusenych vazeb
imunokomplex( antigen-protilatka, snizi se tedy detekéni signal. D4 se fici, Ze ¢im nizsi
je koncentrace Cinidla, pfi kterém dochazi k rozruseni vazeb imunokomplexd, tim je sila

vazby slabsi a afinita/avidita nizsi [42].
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6. LAB-IN-SYRINGE

Lab-In-Syringe (LIS) se fadi do skupiny neseparacnich pratokovych technik,
jejichZz cilem je automatizace laboratornich postupl. Automatizace zvysuje
opakovatelnost a spolehlivost metod, dale umoznuje miniaturizaci, snizeni objemu
reagencii a zkrdceni ¢asu analyz. LIS je modifikaci techniky sekvenéni injekéni analyzy
(SIA, Sequential injection analysis), u které jsou pomoci automatizované injekéni pumpy
do systému pfivadény cinidla, vzorky a nosny roztok a reagencie jsou promichavany
v prutokovém systému. Nosny roztok unasi veskera cinidla a vzorky do reakéni civky
a vysledné produkty privadi do detektoru. U techniky LIS jsou samotné reagencie
aspirovany hadi¢kami ze zasobnikl do stfikacky, uvniti které dochazi k veskeré
manipulaci s reagenciemi véetné michani, extrakce, fedéni a pribéhu reakci [44] [45]

[46].

Stfikacka v LIS predstavuje reakéni nadobu obsahujici pist, ktery je ovladan
automatickou pumpou a poécitatlovym softwarem. Usti stiikacky je spojeno
s vicecestnym selekénim ventilem, na jehoZ porty jsou napojeny hadicky pro aspiraci
jednotlivych reagencii. Takové usporadani umoznuje koordinaci jednotlivych portl
a pomoci softwaru lze podle potieby nastavit rlizné objemy ¢i rychlosti pro nasavani
a vypousténi jednotlivych reagencii. V LIS je také proveditelnd on-line detekce analytu
ve spojenise spektrofotometrii, fluorimetrii, atomovou absorpéni spektrometrii,

chromatografii ¢i s jinym detekénim systémem [44] [47] [48].

Dalsi nedilnou soucdsti LIS je michaci systém slouZici k prostému miseni reagencii,
Cisténi systému, urychleni extrakce béhem disperzni extrakce v kapalné fazi
(LLE, Liquid-liquid extraction) a béhem extrakce pevnou fazi (SPE, Solid-phase
extraction) nebo urychleni odparovani analytu pfi head-space mikroextrakci. Michani je
zajisténo magnetickym michadlem umisténym uvnitf stfikacky. Michadlo se otaci vlivem
rotujictho magnetického pole, kterého je dosazeno rlznym usporadanim externich
neodymovych magnetl. Napfiklad dva magnety jsou umistény na prstenec nasazeny
na stfikacku. Prstenec je spojen gumickou s malym stejnosmérnym motorem, ktery je
fizen pomoci relé a jeho rychlost, zapnuti ¢i vypnuti je ovladdano pomoci ovladaciho

panelu (Obrazek 7A). Magnety mohou byt také umistény na dva ocelové Srouby,
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co? zajisti magnetické pole po celé délce stfikacky. Srouby jsou neseny prstencem, ktery
je rovnéz propojen gumickou s motorem (Obrazek 7B). DalSi moZnosti je pouZiti jednoho
externiho magnetu, ktery je jednoduse spojen pfimo s motorem. Magnet je umistén vné

stfikacky vedle michadla a opacné pdly magnetu a michadla zajisti rotacni magnetické

NC
|0 7] 1
- @1

Obradzek 7. Priklady dosaZeni rotacniho magnetického pole v LIS [44]. A: Dva neodymové magnety na
prstenci. B: Dva neodymové magnety na dvou ocelovych Sroubech. C: Jeden neodymovy magnet spojen
s motorem

pole (Obrazek 7C) [44] [49].

LIS nachazi uplatnéni predevSim u metod predupravy vzorku pred analyzou,
zejména u LLE. Metoda byla pouzita napfiklad pro automatizaci disperzni LLE u analyzy
aktivnich latek v metylenové modfi [50]. Pro LIS je také vhodnd head-space
mikroextrakce jednou kapkou rozpoustédla, ktera je zaloZzena na odparovani tékavého
analytu a jeho extrakce ve formé par do kapky organického roztoku. Tato technika byla
pouzita naptiklad pro kvantifikaci etanolu ve vzorcich vina [51]. Kromé LLE je mozné v LIS
pouzit také metody preduipravy vzorku, které jsou zaloZeny na SPE. Byly pouZzity
magnetické sorbenty, napfiklad organokovové sité (MOF, Metal-organic frameworks)
pro analyzu malachitové zelené zrlznych vzorkll vody a ze pstruhl [52] nebo

magnetické uhlikové mikrocastice pro analyzu estrogen( ze vzork( odpadnich vod [53].

Vyhodou LIS je uzavienost a utésnéni strikacky, nedochazi tedy k odpafovani
roztokd ani ke kontaktu operatora s reagenciemi. Dalsi velkou vyhodou je moZnost
vymeény stfikacky a pouziti rGznych velikosti, ¢imZ je LIS prizplUsobitelny k rlznym
objemOm vzorkud. Stfikacku zle také podle potfeby analyzy usporadat ve dvou
orientacich — pistem dolU, respektive ve vzpfimené orientaci, nebo pistem nahoru,

tedy v prevracené orientaci. Obé orientace maji urcitda uplatnéni v zavislosti
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na podminkach analyzy. Napfiklad pfi disperzni LLE analytu, ktera probiha z vody do
méné hustého rozpoustédla je vyhodnéjsi vzpfimena orientace (Obrazek 8A). Naopak
pokud probihd extrakce pfi LLE z vody do vice hustého rozpoustédla, je vyhodnéjsi
orientace prevracend (Obrazek 8B). Pfevracend orientace je rovnéz vyhodnéjsi pro

extrakci analytu v SPE napfiklad pfi pouziti magnetického sorbentu (Obrazek 8C) [44].

T

Obrazek 8. MozZnosti orientace strikacky a pouZiti v LIS [44]. A: Disperzni LLE pfi extrakci z vody do méné
hustého rozpoustédia, vzpfimend orientace strikacky. B: Disperzni LLE pfi extrakci z vody do vice hustého
rozpoustédla, prevrdcenda orientace strikacky. C: SPE za pouZiti magnetického sorbentu, prevrdcend
orientace stfikacky

LIS ma také nékterd omezeni. Nevyhodou je, Ze reagencie, které jsou aspirovany
do strikacky, nelze plné vyplachnout béhem jejich vypousténi. MUzZe proto snadno
dochazet ke kontaminaci vzork( reagenciemi z pfedchozi analyzy. Je proto nutné
promyvat cely systém LIS po kazidé analyze, na rozdil od metody SIA, kde dochazi
k CiSténi systému nosnym roztokem. Neustdlé promyvani zvySuje ¢asovou narocnost
metod. Dalsi nevyhodou je také vétsi mrtvy objem zplsobeny napfiklad magnetickym
michadlem pod pistem, protoze pist nelze nastavit do vychozi polohy. Tento problém
mUze byt feSen aspiraci vzduchu pred vypusténim roztoku, coz napomaha uplnému
vyprazdnéni strikacky. Mrtvy objem je ale také ale zvySen hadickami nebo i kanalky

v hlavici vicecestného ventilu a dalSimi ¢astmi [44] [47].
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7.  MAGNETICKE CASTICE

7.1. VLASTNOSTI A FUNKCE MAGNETICKYCH CASTIC

V analytickych metodach se dnes velkou mérou uplatiuji magnetické sorbenty,
ke kterym se fadi magnetické &astice (MC), které mohou byt dale modifikovany
dle zamysleného pouziti [54]. Velmi roziitené jsou MC o rozmérech 1-1000 pm
(mikrocastice) a 1-100 nm (nanocastice), protoze disponuji unikatnimi strukturnimi,
chemickymi, fyzikalnimi a magnetickymi vlastnostmi. Velkym benefitem je moZnost
manipulace s MC pomoci vnéjiiho magnetického pole, co? znaéné zjednoduiuje
laboratorni postupy. Navic z dGvodu moinosti recyklace a opétovného pouziti MC,

je lze zaradit mezi ekologické a finanéné vyhodné materialy [54].

Uplatiuji se u metod pFipravy vzorku zaloZenych na SPE. UmoZniuji rychlou
a jednoduchou extrakci, purifikaci nebo izolaci cilového analytu, kterym muizZe byt
protein, DNA/RNA, bakterie, burika ¢i lécivo. Kromé analytickych aplikaci nachazeji
uplatnéni v tadé dalSich obor(i, napriklad ve strojirenstvi a elektronice,
v enviromentalnich technologiich, dale také v mediciné, kde se pouzivaji zejména pro

cilenou distribuci IéCiv nebo pro hypertermickou lé¢bu nadort [55] [56] [57].

Magnetické latky jsou obecné charakterizovany vnitfnim magnetismem, veli¢inou
zvanou magneticky moment neboli vnitfni  hybnost elektronl  (spiny).
DaleZitou vlastnosti MC je tzv. superparamagnetismus, ktery je typicky pro soustavu
slozenou z nékolika malych feromagnetickych nebo ferimagnetickych ¢astic, jejichz spiny
jsou pravidelné usporadany. Pokud jsou ¢astice dostatecné malé, chovaji se jako malé
magnety a kazdd jednotlivda MC pFispiva celku svou hodnotou magnetického momentu.
V priméru méa soustava MC bez vnéj$iho magnetického pole nulovou hodnotu
magnetického momentu, ale v pfitomnosti vnéjsiho pole se spiny zorientuji ve sméru
pole a magneticky moment soustavy ziskd nenulovou hodnotu. Struéné fec¢eno, MC jsou
magnetické pouze v pfitomnosti vnéjiiho magnetického pole a pfi jeho absenci by MC
nemély interagovat mezi sebou a vytvaret agregaty. Vlastnost superparamagnetismu

tedy v praxi napomaha snadné manipulaci s MC v roztoku, kdy se pomoci vnéjsiho
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magnetu MC vychytdvaji na sténu reakéni nddoby a po odstranéni magnetu se mohou

MC znovu resuspendovat [54] [58] [59].

7.2. SYNTEZA A MODIFIKACE MAGNETICKYCH CASTIC

MC mohou byt nalezeny pfirozené v pfirodé, napfiklad ve skalach, ale také
i v nékterych bakteriich, kde "minimagnety" pomahaji orientovat jejich pohyb nazyvany
magnetotaxis. Cast&ji jsou ziskdvany ze syntetické vyroby, kde jsou vyrdbény
z magnetickych material(i obsahujicich Zelezo, nikl nebo kobalt. Mezi nejvice vyuZivané
materialy patfi magnetické oxidy Zeleza magnetit a maghemit nebo jejich smési.
Oxidy Zeleza jsou oproti ostatnim kovim navic biokompatibilitni a biodegradabilni a jsou
tedy vhodné i pro in vivo aplikace v mediciné. K vyrobé se vyuZivaji rovnéz rlizné typy

feritl (slitiny Zeleza a uhliku) ve formé praskd nebo magnetickych kapalin [55] [59] [60].

Syntéza MC miZe probihat ve vodnych roztocich, v nepolarnich organickych
rozpoustédlech nebo suchou cestou. Syntetizuji se pomoci riznych chemickych reakci,
nejCastéji pouzivana je koprecipitacni reakce soli Zeleza. Dale také termickym nebo
hydrolytickym rozkladem prekurzorll obsahujicich Zelezo, sol-gel reakci, mikroemulzni
technikou, hydrotermalni reakci, sonochemickou syntézou, elektrosprejovou syntézou

nebo pomoci magnetotaktickych bakterii [55] [56] [60].

Kromé& magnetického zakladu (jadra), MC pottebuji pro spravnou funkci také
modifikaci ve formé navdzani nemagnetického obalu, ktery chrani jadro pred
nezddoucimi chemickymi transformacemi. Obal by mél mit vysokou afinitu k Zelezitému
jadru a nemél by byt imunogenni ani antigenni. Modifikace MC zvy3uji stabilitu
a zabranuiji jejich vzajemné agregaci, oxidaci a ztraté magnetismu. Zajistuji také interakci
s biologickymi systémy pro vyuzZiti v medicingé, jelikoz zvySuji biokompatibilitu,
sniZuji toxicitu a zabrariuji reakcim s krevni plazmou. Navazany obal také poskytuje MC

funkéni skupiny potfebné k sekundarni modifikaci [55] [56] [60].

Navazani obalu probihd budto jiz b&hem syntézy samotnych MC nebo
a7 po probéhlé syntéze. Prikladem modifikace MC probihajici v pribéhu syntézy je jejich

obalovani pomoci povrchoveé aktivnich latek nebo polymerd. Mezi nejcastéji pouzivané
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povrchové aktivni latky se fadi kyselina olejovd, oledt sodny, dodecylamin,
dodecylbenzensulfonat sodny. Tyto latky stabilizuji MC pomoci vytvoreni dvojvrstvy
na jejich povrchu. Polymery mohou byt jak pfirodniho pivodu (dextran, chitosan, Skrob),
tak syntetického plvodu (polyetylenglykol, polyvinylalkohol, kyselina polymléénad).
Polymery zabrariuji hlavné agregaci MC zvy$enim odpudivych sil. Modifikace provadéné
po ukonéeni syntézy MC zahrnuji jejich obalovani pomoci sacharid(i, fosfolipid( nebo
zlata. Velmi ¢asta modifikace je navazani oxidu kifemicitého, ktery zajistuje zejména
netoxicitu a minimalni zbytkovy magnetismus, navic silanolové skupiny &ini povrch MC
lyofilnim, coZz zvySuje stabilitu jejich suspenzi i pfi zménach pH nebo zménach

koncentrace elektrolytu [56] [61] [62].

7.3. BIOFUNKCIONALIZACE MAGNETICKYCH CASTIC

Jak bylo jiz zminéno, MC se pouzivaji jako sorbenty uréené k extrakei,
izolaci a purifikaci cilového analytu ze vzorku. Je viak potfeba MC dale sekundarné
modifikovat, takzvané biofunkcionalizovat. Jednd se imobilizaci rGznych biomolekul
neboli ligandd na povrch MC, coi miie byt provedeno rlznymi zplsoby.
Pro biofunkcionalizaci jsou voleny biomolekuly, které poskytuji specifické interakce

s cilovym analytem [55] [63].

Pro biofunkcionalizaci mlze byt pouzita napriklad prima fyzikalni sorpce, coz je sice
méné spolehlivda a méné stabilni vazba, ale umoznuje reverzibilni imobilizaci ligandd.
Dale také mohou byt ligandy zabudovany do magnetické gelové matrice, kterd je
tvorena polymery, proteiny nebo polysacharidy. Zbobtnald struktura gelu zadrzuje

ligandy, ty vSak ale mohou byt po ¢ase z gelu uvolfovany [55] [63].

Nejcastéjsim zplisobem imobilizace je vytvoreni kovalentni vazby mezi ligandem
a aktivovanou skupinou nachdazejici se na povrchu MC. Tato vazba je pevn3,
stabilni a spolehlivd. Pomoci priméarni modifikace, tedy vytvoreni obalu MC, jsou na
povrch zavedeny vhodné funkéni skupiny, obvykle aminoskupiny, skupiny karboxylové,
sulfanylové, hydroxylové, hydrazidové a jiné. Skupiny se nejprve aktivuji vhodnym
aktiva¢nim ¢inidlem, a poté je mozné pres tyto skupiny na povrch MC imobilizovat
ligandy jako jsou protilatky, peptidy a proteiny, nukleové kyseliny nebo jiné afinitni
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ligandy, naptiklad streptavidin (Obrazek 9). Pravé streptavidin na MC se ¢asto pouZiva
pro imobilizaci biotinylovanych ligandi pomoci slabych vazebnych interakci. Dalsi ¢asto
vyuiivanou kombinaci je interakce proteinu A nebo G na MC s Fc fragmentem IgG

vazaného na ligand, co? umoZfiuje orientovanou nekovalentni vazbu IgG na MC [55] [63].
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Biofunkcionalizace .
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Obrdzek 9. Biofunkcionalizace MC pomoci kovalentni vazby [63]

Prikladem biofunkcionalizace MC protildtkami pomoci kovalentni vazby je
karbodiimidova metoda, ktera se pouzivd u MC s karboxylovymi skupinami na povrchu.
Karboxylové skupiny se nejdfive aktivuji ¢inidly EDAC a sulfo-NHS. Mezi karboxylovymi
skupinami a aminoskupinami protilatek vznika kovalentni vazba podle chemické reakce

na obrazku niZe (Obrazek 10) [64].
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Obrdzek 10. Chemicka reakce karbodiimidové metody [64]
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Velmi &asta je imobilizace protilatky na povrch MC za tcelem izolace proteinu,
ktery je potfeba stanovit ve vzorku se sloZitou matrici. Principem je imunoanalyticka
reakce mezi protildtkou a antigenem (proteinem) za vzniku imunokomplexu.
Imobilizaci protilatek na MC vznika magneticky imunosorbent (IS), jeho? pFiprava mize

byt provedena jak vsadkové, tak automatizované [55] [65].

Schéma izolace proteinu je zobrazeno pomoci schématu (Obrazek 11). Stejné jako
pfiprava samotného magnetického IS, tak jeho vyuZiti k izolaci proteinu mlze probihat
ve vsadkovém usporadani i pomoci automatické instrumentalni metody. Magneticky IS
je ve vsadkovém usporadani nejprve smichan se vzorkem obsahujicim cilovy protein a je
s nim inkubovan po urcitou dobu, aby probéhla specifickd interakce mezi protilatkou
a proteinem. Nasledné je pouZito vné&jsi magnetické pole pro vychytani MC s proteinem
na sténu reakéni nadoby. Po vychytdni MC jsou odebrany ostatni slozky matrice vzorku.
Magneticky IS s proteinem je nakonec smichan s elu¢nim cinidlem, coZ je roztok,
ktery zplisobi rozstépeni vazby imunokomplexu a uvolnéni proteinu do roztoku.
Protein je takto zakoncentrovan a izolovan a muiZe byt pouzit pro dalsi analyzu di
stanoveni. MuzZe byt také vynechan krok eluce proteinu, a cely magneticky IS spolec¢né

s proteinem muZe byt zaveden do biosenzoru, kde je protein stanoven [55] [63] [65].
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Obrazek 11. Schéma izolace proteinu pomoci magnetického IS ve vsadkovém provedeni [63]
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EXPERIMENTALNI CAST

8.  SEZNAM VYBAVEN(

e Affiblot — prototyp 3.2, 3.3, 3.4 (Ustav analytické chemie AV CR, Brno, CR)
e Analyticka vaha AE200 (Mettler Toledo, D1-25352/00)
e 3D tiskarna DeltiQ FDM (TriLAB Group s.r.o., Hradec Kralové, CR)
e 3D tiskarna Photon S, metoda stereolitografie (Anycubic, Sen-Cen, Cina)
e ChemiDoc MP imaging systém (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie)
e Lab-In-Syringe systém:
- Injekéni stfikacka 1 ml (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)
- Injekeni stfikacka 5 ml (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)
- Pumpa Cavro XC12 (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)
e Magnetické michadlo s ohfevem MSH-300 (Biosan, Litva)
e Magnetickd michadla 1 sada R.C267.1 (P-LAB, Karlsruhe, Némecko)
e pH metr Edge™ — (504761, Hanna Instruments, Woonsocket, USA)
e Pipety Eppendorf research plus (Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Ri¢any u Prahy,
CR)
e PVDF membrana pro blotovani Immun-Blot®, 26 cm x 3,3 m, 0.2 um (1620177,
BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
e Rotdtor Multi Bio RS-24 (Biosan, Riga, Litva)
e Spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent technologies, Santa Clara, USA)
e Trepacka Titramax 101 (Heidolph, Schwabach, Némecko)
e Vakuova pumpa (Millipore, Burlington, Kanada)

e Vortex lab dancer S000 (IKA, Staufen, Némecko)
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9.  SEZNAM REAGENCI|

Chemikalie:

e 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (TRIS), 3718005 (1 kg, Serva, Heidelberg,
Némecko)

e Azid sodny (Chemapol Limited, London, UK)

e Glycin, 50046 (50 g, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Hovézisérovy albumin (BSA, Bovine Serum Albumin), 80400 (100 g, Alpha Diagnostic
International, San Antonio, USA)

e Chlorid sodny p. a., 7647-14-5 (VERKON, Praha, CR)

e Metanol, 34885 (2,5 |, Honeywell — Riedel-de-Haén, Muskegon, USA)

e Milli-Q - redestilovana voda

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

e N-hydroxysulfosukcinimid sodny (sulfo-NHS), 106627-54-7 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

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

e Opti-4CN — kit pro kolorimetrickou detekci, 170-8235 (Bio-Rad, Hercules, USA)

e Potravinarska barviva (Vyrobni skupina AROMA, Praha, CR)

e rhENG — rekombinantni lidsky ENG produkovany v bunécné linii mysiho myelomu,
Glu26-Gly586, 61kDa, extracelularni doména, 1097-EN (10 pg/ml, R&D System:s,
Minnesota, Minneapolis)

e SuperSignal™ West Pico chemiluminiscenéni substrat — kit pro chemiluminiscenéni
detekci, 34580 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)

e Tablety pro fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS, Phosphate buffered saline),
P4417 (Sigma-Aldrich, Massachusetts, Burlington)

e Tween 20, P1379 (500 ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Magnetické c¢astice:
e Sera-Mag — zasobni roztok karboxylovanych MC o primérné velikosti 1 pm,

24152105050250 (50 mg/ml, Cytiva, Buckingham, UK)
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Primarni protilatky:

Anti-HUENG H-300 — krali¢i polyklondlni IgG protilatka proti lidskému ENG, sc-20632
(200 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)

Anti-HUENG P3D1 — mysi monoklonadlni IgG protilatka proti lidskému ENG, sc-18838
(200 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)

Anti-HUENG 3A9 — mySi monoklonalni IgG protilatka proti lidskému ENG, ab114052
(1 mg/ml, Abcam, Cambridge, UK)

Anti-HUENG EPR10145-12 — kréli¢i monoklonalni IgG protilatka proti lidskému ENG,
ab169545 (2,075 mg/ml, Abcam, Cambridge, UK)

Sekundarni protilatky:

10.

Anti-krali¢i 1gG/HRP — polyklonalni IgG protilatka znacena kifenovou peroxidazou,
produkovand v koze, 7074S (1 ml, Cell Signaling Technology, Massachusetts,
Danvers)

Anti-mysi IgG/HRP — FAB specificka 1gG protilatka znacend kfenovou peroxidazou,

produkovand v koze, A9917 (1 ml, Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis)

PRIPRAVA ROZTOKU

Barveni pro chemiluminiscenéni detekci — SuperSignal™ West Pico
chemiluminiscenéni substrat: smichani 1 ml roztoku luminolu + 1 ml roztoku
peroxidu vodiku

Barveni pro kolorimetrickou detekci — Opti-4CN: smichani 4,5 ml Milli-Q + 500 ul
diluentu + 100 pl roztoku substratu 4-chloro-1-naftolu a peroxidu vodiku

Blokacni pufr — 5% BSA v PBST: 5 ml 0,05% PBST + 250 mg BSA, rozpusténo na
magnetickém michadle

0,15M Chlorid sodny v PBS: 50 ml PBS + 450 mg chloridu sodného, rozpusténo na
magnetickém michadle

0,1M Glycinovy pufr (pH=2,8): 28 ml Milli-Q + 0,189 g glycinu, rozpusténo na
magnetickém michadle, smichani 10 ml Milli-Q + 85,9 ul 35% HCI, smichani 25 ml
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roztoku glycinu a 8,4 ml roztoku HCI, doupraveno na pH=2,8 pomoci zbylého glycinu
a HCl, doplnéni objemu do 100 ml vodou Milli-Q

0,1M MES pufr (pH=5): 100 ml Milli-Q + 1,95 g, rozpusténo na magnetickém
michadle, doupraveno na pH=5 pomoci 0,1M NaOH

PBS pufr (pH=7,4): 1 tableta pro fosfatem pufrovany fyziologicky roztok + 200 ml
Milli-Q, rozpusténo na magnetickém michadle

Pracovni roztok MC (1 mg/ml): smichani 10 ml Milli-Q + 200 pl zasobniho roztoku
Sera-Mag o koncentraci 50 mg/ml

Pracovni roztok MC (3 mg/ml): smichani 10 ml Milli-Q + 600 pl zadsobniho roztoku
Sera-Mag o koncentraci 50 mg/ml

Promyvaci pufr — 0,05% PBST: smichani 100 ml PBS pufru + 10 pl Tweenu 20

Redici pufr pro protilatky/pufr pro uchovani magnetického IS — 0,1% BSA v PBST:
50 ml 0,05% PBST + 50 mg BSA, rozpusténo na magnetickém michadle

1M TRIS pufr: 10 ml Milli-Q + 1210 mg TRIS, rozpusténo na magnetickém michadle
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11. METODIKA — AFFIBLOT

11.1. CASTI AFFIBLOTU A SESTAVEN( APARATURY

Pred kazdou analyzou na affiblotu byla nejdfive sestavena aparatura (Obrazek 13)
z jednotlivych soucasti podle schématu (Obrazek 12). Hlavni casti affiblotu tvofi tfi
Ctvercové dily, které mohou byt vyrobeny z transparentniho polykarbonatu metodou
CNC mikrofrézovani nebo z pryskyfice pomoci 3D tisku metodou stereolitografie.
Spodni dil affiblotu je komora pro odtazenou kapalinu a obsahuje spodni odpadni vyvod
pro napojeni hadicky vedouci ptes odpadni nddobu k vakuové pumpé. Spodni vyvod
slouzi pro aplikaci antigenu na membranu, kdy se roztok s antigenem ,protahuje” skrz
membranu a antigen je na ni pevné zachycen. Na spodni dil se nasadil stfedni dil,
ktery je nosicem blotovaci membrany, jeZ je chranéna z obou stran polyetylenovou félii.
Na stfedni dil se dale pfipevnil mikroporézni silikon pro utésnéni aparatury. Cely stfedni
dil, mikroporézni silikon a polyetylenové félie obsahuji otvory kopirujici jamky horniho
dilu. Horni dil je specidlni viko sjamkami arezervodry na horni strané a systémem
kolektorovych kandalk(i umisténych na spodni strané. Do jednotlivych jamek jsou
davkovany vzorky, jedna jamka pojme objem az 100 ul roztoku. Na viku se dale nachazi
druhy odpadni vyvod, jenZ navazuje na kolektorové kandlky. Vyvod slouzi pro odtah
kapaliny po inkubaci membrany s reagenciemi a pro odtah promyvaciho pufru. Vsechny

tti dily byly spojeny dohromady ¢tyfmi Srouby a upevnény kridlovymi maticemi.
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Obrdzek 12. Schéma affiblotu [42]
A: Cdsti affiblotu — a: horni dil (viko), b: stfedni dil, c: spodni dil, d: mikroporézni silikon (tésnéni),
e: polyetylenové fdlie, f: blotovaci membradna, g: spodni odpadni vyvod, h: horni odpadni vyvod, i: kridlové
matice. B: Spodni strana vika. C: Horni strana vika. D: Aplikace antigenu na membrdnu spodnim vyvodem
pomoci vakua. E: Odtah reagencii hornim vyvodem pomoci vakua

 VAKUOVA PUMPA

ﬂ/ ODPADNi NADOBA

|

‘\

M ODPADNI HADICKA

Obradzek 13. Sestavend aparatura affiblotu

V experimentalni casti byly pouzity tfi prototypy affiblotu — 3.2, 3.3 a 3.4,
které se lisi v usporadani kolektorovych kanalkd horniho vika, ostatni ¢asti aparatury

jsou u vSech tri prototypl stejné. NiZe jsou popsany jednotlivé prototypy.
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PROTOTYP 3.2

Jamky a rezervodry na viku prototypu 3.2 jsou usporadany do tvaru ctverce,
kazdd jamka je spojena mikrokanalkem s malym kolektorovym kandlkem.
Prototyp obsahuje dva malé kolektorové kandlky, jeden je spolecny pro tfi horni
rezervoary a jeden pro dva dolni rezervodry. Malé kolektorové kanalky usti do velkého

kolektorového kandlku, ktery navazuje na jeden odpadni vyvod (Obrazek 14).

Q0000
OO0 00

OO OO0

{00000"
i)

Obrazek 14. Affiblot prototyp 3.2. A: Horni strana vika. B: Spodni strana vika

PROTOTYP 3.3

Prototyp 3.3 na rozdil od prototypu 3.2 obsahuje pét malych kolektorovych
kandlk(, tedy na kazdy rezervoar pripada jeden kanalek a vSechny Usti do jednoho

velkého kandlku. Rozdilem u prototypu 3.3 je také vétsi Sitka velkého kolektorového

kanalku (Obrazek 15).

Obrazek 15. Affiblot prototyp 3.3. A: Horni strana vika. B: Spodni strana vika
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PROTOTYP 3.4

Prototyp 3.4 se lisi velkym kolektorovym kandlkem, ktery se nachazi po celém
obvodu vika a Usti do dvou plastovych vyvodu. Velky kolektorovy kandlek ma také vétsi

Sitku neZ predchozi dva prototypy (Obrazek 16).

Obrazek 16. Affiblot prototyp 3.4. A: Horni strana vika. B: Spodni strana vika

11.2. TESTOVANI PROTOTYPU AFFIBLOTU POMOCI BARVIV

Nejprve byly pfipraveny potiebné reagencie, poté byla aktivovdna membrana
v metanolu a byla sestavena aparatura. Po sestaveni se zapojila odpadni hadicka
naspodni vyvod a byl naddvkovan 1 ml PBS pufr do kazdého rezervoaru.
Zapnulo se vakuum a PBS pufr byl odtazen spodnim vyvodem, ¢imz doslo k ekvilibraci
membrany. Po ekvilibraci membrany se nadavkovalo potravinarské barvivo, které bylo
rozpusténé ve vodé Milli-Q. Barvivo bylo davkovano do lichych rezervoar(i a v sudych
rezervoarech byly naplnény pouze liché jamky. Po cca péti minutach bylo doplnéno
barvivo do rezervoar( tak, aby v kazdém byl 1 ml. Opét bylo zapnuto vakuum a barvivo
se odtahlo spodnim vyvodem. Po odtahu byla prepojena hadicka vakua na horni vyvod
a naddavkoval se 1 ml barviva do vSech rezervoar(i. Zapnulo se vakuum a barvivo bylo

odtazeno hornim vyvodem.
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11.3. DETEKCE PROTILATEK VE VZORKU POMOCI AFFIBLOTU

Béhem aktivace membrany v metanolu byly pfipraveny vzorky a pufry, a poté byl
sestaven affiblot. Napojila se hadi¢ka na spodni vyvod a do vSech rezervoaru
se nadavkoval 1 ml PBS pufru. Zapnulo se vakuum a byla provedena ekvilibrace
membrany spodnim odtahem PBS pufru. Béhem spusténého vakua byly do jamek
naddvkovany vzorky (100 ul) obsahujici detekovanou protildtku podle predem
pripravenych schémat. Vypnulo se vakuum a hadicka byla prepojena na horni vyvod.
Nasledné se nadavkoval 1 ml blokacniho pufru do kazdého rezervodru a probihala
inkubace 60 minut pti RT. BEhem blokace membrany byl pfipraven konjugat — protilatka
znacena kfenovou peroxidazou. Po inkubaci se odtahl bloka¢ni pufr hornim vyvodem
a dalSim krokem bylo promyti membrany. Nadavkoval se 1 ml PBST pufru do vSech
rezervoard, ktery byl nasledné odtaZzen hornim vyvodem. Pripraveny konjugat
se nadavkoval do vSech rezervoar(i v objemu 1 ml a inkubace za RT opét probihala
po dobu 60 minut. Po inkubaci byl konjugdt odtazen a nasledovalo 5x promyti
membrany PBST pufrem. Nakonec bylo u affiblotu odmontovano viko a odstfihl se levy
horni roh membrany pro identifikaci orientace membrany, a ta byla pinzetou prenesena
do vani¢ky s PBST pufrem, kde se promyvala cca 15 minut. Ke koneé¢nému zviditelnéni

vzork( byly pouzivany dva druhy detekce — kolorimetricka a chemiluminiscenc¢ni.

Ke kolorimetrické detekci byl pouzit komercni kit Opti-4CN. Membrdna byla
nejdfive promyta 5 minut na trfepaéce a béhem promyvani bylo pfipraveno
kolorimetrické cinidlo. Smichalo se 5 ml nafedéného diluentu vodou Milli-Q (1:9)
se 100 pl roztoku chromogenniho substratu 4-chloro-1-naftolu a peroxidu vodiku.
Kit slouzi k detekci konjugatli znacenych kifenovou peroxidazou, ktera katalyzuje rozklad
peroxidu vodiku na kyslik a vodu, pfi¢emz kyslik ndsledné oxiduje chromogenni substrat
za vzniku barevného produktu. Produkt vytvofi na membrané barevné kruhové skvrny,
jejichZ intenzita je pfimo Uumérna koncentraci protildtky ve vzorku. Membrana byla
s kolorimetrickym cinidlem inkubovana 5 minut, a poté byla oplachnuta vodou Milli-Q
a ususena. Nakonec byla membrana vyfocena a denzita jednotlivych skvrn byla

zhodnocena pomoci systému ChemiDocMP imaging. V softwaru ImagelLab byly oznaceny
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jednotlivé skvrny pomoci kruhové vysece, kterad ohranicila oblast pro zméreni intenzity

signalu.

Chemiluminiscen¢ni detekce byla provedena pomoci komeréniho kitu
SuperSignalTM West Pico chemiluminiscencni substrat. Kit se pouziva rovnéz pro detekci
konjugdtl znacenych kfenovou peroxidazou. Byly pfipraveny 2 ml Cinidla smichanim
1 ml roztoku luminolu a 1 ml roztoku peroxidu vodiku. Kfenova peroxidaza katalyzuje
rozklad peroxidu vodiku za vzniku kysliku a vody, pficemz kyslik nasledné oxiduje
luminol, ktery se pfeméni na nestabilni produkt v excitovaném stavu. Béhem prechodu
produktu do zdkladniho stavu dochazi k emisi svételného zareni s vinovou délkou
428 nm, které je zachyceno detektorem. Membrdna byla inkubovana
s chemiluminiscen¢nim ¢inidlem 3 minuty a po sliti roztoku byla prenesena do systému
ChemiDocM? imaging, jehoZ soudasti je detektor, ktery zachytdvd emitované zareni
béhem snimani obrazu. Zareni je pfimo umérné koncentraci protilatky ve vzorku.

Vysledek byl dale zpracovan stejné jako u kolorimetrické detekce v softwaru Imagelab.

11.4. DETEKCE ENDOGLINU VE VZORKU POMOCI AFFIBLOTU

Detekce ENG na affiblotu probihala stejnym postupem popsaném v kapitole 11.3,,
s tim rozdilem, Ze postup obsahoval inkubaéni krok navic a detekovanym analytem
ve vzorku byl ENG. Béhem davkovani vzork( do jamek byl ENG zachycen na membranu.
Po nadavkovani vzorkd a blokaci membrany nasledoval krok 60minutové inkubace
s primarni protilatkou, kterd se navazala na ENG. Poté byla membrana 60 minut
inkubovana se sekundarni protildtkou znacenou kifenovou peroxidazou, kterd slouzila
k detekci imunokomplexu. Khodnoceni vzorki s ENG se pouzivala citlivéjsi

chemiluminiscencni detekce.
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12. METODIKA — LAB-IN-SYRINGE

12.1. CASTI LAB-IN-SYRINGE A PRIPRAVA SYSTEMU

Nejdrive byl pfipraven systém LIS, ktery se skladal z nékolika ¢asti. VSechny ¢asti
byly ovldadany automaticky pocitacovym softwarem FIALab. Hlavni ¢&ast LIS
tvorila automaticka pumpa Cavro XC12, ktera byla spojena s vyménitelnou sklenénou
injekéni stfikackou s pistem o délce 3 cm. Stfikacky mohou mit rdzné velikosti/objemy,
naptiklad 1; 2,5 ¢i 5 ml (Obrazek 17). V této diplomové préci byly pouzity dvé velikosti
stfikacek — 1 ml a 5 ml. Stfikacky byly orientovany tak, Ze pfi nasdvani roztoku se pist

pohyboval nahoru a pfi vypousténi roztoku se pohyboval dold.

Obrdazek 17. Rizné velikosti injekcnich strikacek v LIS. Zleva: 5 ml; 2,5 ml; 1 ml

Usti stfikacky bylo napojeno pomoci $roubeni na dvanacticestny selekéni ventil
(Obrazek 18), na ktery se nasroubovaly hadicky o vnitfnim priméru 0,5 mm vyrobené
z polytetrafluoretylenu. Pomoci hadi¢ek byly aspirovany rlzné reagencie,
vypoustény roztoky do odpadu nebo eluovany vzorky. Kazda hadicka byla ponofena do
jiného zasobniho roztoku nebo byla vlozena do eppendorf zkumavky nebo do odpadni
nadoby podle schématu ventilu (Obrazek 19). Kazdé hadicce bylo ptifazeno Cislo podle
nadefinovanych portli a jednotlivé porty byly prepinany pomoci naprogramovanych

pfikaz( v softwaru FIALab. Na port 1 byla z 3D tiskdrny metodou stereolitografie
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vyrobena mald komponenta ve tvaru nalevky nazyvana otevieny port (OPI, Open port
interface) (Obrazek 18, Obrazek 20). OPI byla vyrobena na objem 250 pl a reagencie byly
do ni ruéné pipetovany. Usti nalevky vedlo p¥imo k ventilu, OPl méla tedy na rozdil
od hadic¢ek minimalni mrtvy objem a pouzivala se pro reagencie, u kterych bylo nutné,
aby se aspirovaly kvantitativné, napfriklad roztok protilatek, ENG nebo aktivacnich

¢inidel.

Obradzek 18. Dvandcticestny selekéni ventil a OPI (port 1)

1ml/5ml
LSS REDESTILOVANA VODA MILLI-Q

VZDUCH

PBS PUFR — MES PUFR

ELUCNI PUFR

ELUCE VZORKU/MCE |  0,1% BSA
V PBS
¢ ey
0,15M NacCl V PBS 5
ODPAD ROZTOK MC

Obrdzek 19. Schéma dvandcticestného selekcniho ventilu a popis jednotlivych porti
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Disperze roztokd uvnitf strikacky bylo dosazeno michacim systémem (Obrazek 20)
sestavajicim z magnetického michadla uvnitf stfikacky a z vnéjsiho prstence s externimi
magnety, ktery byl pohanén malym stejnosmérnym motorem pfipojenym pres gumicku
k prstenci. Motor byl pfipevnén k ventilu pomoci drzaku vyrobeného z 3D tiskarny DeltiQ

FDM z filamentu polylaktonové kyseliny.

|

STRIKACKA # e

AT

Obrazek 20. Michaci systém LIS

Pro 1ml a 5ml stfikacku byly vyrobeny rlzné vnéjsi prstence s magnety
(Obrazek 21A-D). Vramci optimalizaci LIS se tyto prstence testovaly. Prstence byly
vyrobeny 3D tiskem a liSily se velikosti, silou a poctem vnéjsSich magnetl a jejich
usporadanim. Prstenec A byl vyroben pro 5ml stfikacku a obsahoval Sest malych
protilehlych neodymovych magnet( vlioZzenych do prstence. Pro 5ml stfikacku byl také
vyroben prstenec B, ktery se od prstence A lisil pouze velikosti. Prstenec B byl
v experimentalni &asti pouZit pouze jednou a zdivodu hordi viditelnosti na MC
ve stfikacce byl ihned vymeénén za prstenec A. Pro 1ml stfika¢ku byly vyrobeny rovnéz
dva prstence — C a D. Prstenec C obsahoval dva velké protilehlé ¢tvercové neodymové
magnety vloZzené uvnitf, naopak prstenec D obsahoval dva mensi kruhové neodymové

magnety uvnitf prstence.
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Obrdzek 21. Prstence michaciho systému LIS. Prstence urcené pro 5ml stfikacku — A, B; Prstence urcené
pro 1ml strikacku — C, D

V rdmci optimalizaci byla ddle testovdna Ctyfi riznd magnetickd michadla u 5ml
stfikacky (Obrazek 22B-E). Pro 1ml stfikacku bylo k dispozici pouze jedno magnetické
michadlo — michadlo A, které bylo komercné vyrobené a obsahovalo pficné usporadané
magnetické poly (Obrazek 22A). Michadla u 5ml stfikacky se liSila tvarem, vyrobou,
a predevsim silou magnetll a usporadanim magnetickych poéld. Michadlo B bylo
komeréné vyrobené, mélo tvar tycinky a obsahovalo pfi¢né uspofadané magnetické
poly. Michadlo C bylo vyrobeno 3D tiskem a obsahovalo podélné orientované
magnetické poly. Michadlo D bylo stejné jako michadlo C, liSilo se pouze vyvySenou
spodni plochou do Spicky pfi pohledu z boku. Michadlo E bylo vyrobeno spojenim
nékolika malych kulatych magnet( do tvaru tycinky a obsahovalo pfi¢né usporadané

magnetické poly.

Obrdzek 22. Magnetickd michadla michaciho systému LIS. Michadlo urcené pro 1ml stfikacku — A;
Michadla uréend pro 5ml stfikacku — B, C, D, E
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V systému LIS byl rovnéZz druhy michaci systém, ktery byl soucasti stojanu pro
pracovni roztok MC. Tento michaci systém zaji$toval homogenni disperzi roztoku MC,
aby byla odebirdna presnd koncentrace, a také aby nedochazelo k postupnému
zakoncentrovani pracovniho roztoku MC. Systém fungoval na podobném principu jako
hlavni michaci systém LIS. Spodni ¢ast obsahovala maly motor, na kterém byly
pfipevnény dva magnety. Na spodni ¢ast byl nasazen horni drzak pro nddobu s roztokem
MC. Do roztoku MC bylo vloZeno malé magnetické michadlo, které se otacelo vlivem
otaceni motoru s magnety. Tento michaci systém je zobrazen na souhrnném obrazku

celého systému LIS (Obrazek 23).

STRIKACKA

PRACOVNI
ROZTOK MC

: 7 MILLIQ |

MAGNETICKY SEPARATOR

MICHACi SYSTEM PRO MC

Obrdzek 23. Cdsti celého systému LIS a michaci systém pro pracovni roztok MC
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12.2. PRIPRAVA MAGNETICKEHO IMUNOSORBENTU A IZOLACE
ENDOGLINU V LAB-IN-SYRINGE

Pomoci softwaru FIALab byly naprogramovany metody pro pocatecni promyvani
systému LIS (Tabulka 1), pfipravu anti-ENG magnetického IS (Tabulka 2),
izolaci ENG/SsENG (Tabulka 3) a zavérec¢né promyvani systému LIS (Tabulka 4).
Programovanim byl systému nadefinovan presny postup metod krok po kroku, dale byly
nadefinovany presné objemy a prUtokové rychlosti aspirace a vypousténi roztok
z danych portl. V tabulkach niZe jsou shrnuty jednotlivé kroky metod pro LIS s 1ml a 5ml
stfikackou. Cely program FIALab vSech naprogramovanych metod s detailnim postupem

je soucasti priloh 1-9 (ptilohy).

Tabulka 1. Pocdtecni promyvdni systému LIS

Krok Postup Cislo portu | Objem (ul) :;:;ﬁ::‘;:u /s)
1. Oplach hadicek Asp?race vzduchu _ 12 200 700 200 400
vodou Milli-Q Aspirace vody (postupné) 3-10 150 300 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
Aspirace vody 2 500 100 200
2. Cigténi OPI Viypusténi do OPI 1 250 100 200
vodou Milli-Q Aspirace zpét do stfikacky 1 350 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
3. Ciéténi hadi¢ek | Aspirace vzduchu 12 510 900 200 400
pomoci vzduchu Vypusténi vzduchu (postupné) 4,7,8 170 300 200 400
4. Oplach hadicek Asp?race vzduuchu _ 12 200 700 200 400
oufry Asplr?c? E)ufru (postupné) 3,5,6,9,10 150 300 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
Spusténi toceni motoru - - -
o Aspirace vzduchu 12 200 700 200 400
gmck'ztcir;' (2 Aspirace vody 2 500 | 1000 | 100 | 200
Vypusténi do odpadu 11 * 500 1000
Vypnuti motoru - - -
Vysvétlivky: zelend — 1ml strikacka, oranZova — 5ml stfikacka, bez barvy — obé strikacky,

* — vypustit cely obsah strikacky
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Tabulka 2. Priprava anti-ENG magnetického IS

Cislo Pritokova
Krok P j |
ro ostup portu Objem (ul) rychlost (pl/s)
Variabilni
(+50 pl
Aspirace MC 4 mrtvy 50
objem
1. Aspirace MC : - P hadicky)
do stiikacky jcs)pllrzflv; MES pufru (doplnéni objemu 3 Variabiln{ 500
Aspirace vzduchu 12 | 100 [ 500 [ 50 [ 200
20 s prodleva (pfitahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
Aspirace MES pufru 3 [300] 500 | 100 [ 200
5 p ME Michani 6 s (1500 ot/min) - - -
- Promyti Aspirace vzduchu 12 [ 100 [ 500 | 50 | 200
MES pufrem oz S Z
20 s prodleva (pritahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
Aspirace aktivacnich ¢inidel EDAC a
1 2 1
sulfo-NHS 00 00
Aspirace MES 1 200 100
Aspirace MES pufru (doplnéni objemu 3 600 200
3. Aktivace do 1 ml)
povrchu MC Inkubace 10 minut za pferuSovaného 3 s michani, 12's | 4 s michani, 10's
michani pauza pauza
Aspirace vzduchu 12 100 | 500 50 200
20 s prodleva (pfitdhnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
4. Promyti MC .
MES pufrem Viz krok 2 i i i
Aspirace roztoku protilatek 1 200 100
5 Vazba Aspirace PBS pufru 3 400 | 800 | 100 | 200
anti-ENG Inkubace 60 minut za pferuSovaného 3 s michani, 12s | 4 s michani, 10 s
protilatek na michani pauza pauza
ME Aspirace vzduchu 12 [ 100 | 500 | 50 | 200
20 s prodleva (pfitdhnuti MC k michadlu) - - -
6. Eluce Vypusténi vzorku s nenavdzanymi
vazebné frakce yp. . . y 8 * 5
s protildtkami do eppendorf zkumavky
protilatek
7. Promyti MC .
MES pufrem Viz krok 2 i i i
8. Eluce vey o
L Vypusténi vzorku s nenavazanymi "
promyvaci rotilatkami do eppendorf zkumavk 8 >
frakce protilatek P PP ¥
L, Opakovani 2x:
Ol 1 pZaa Or\:j:flm)l’(chém’
9. Kvantitativni 1. Aspirace 200 pl vzduchu ’ p.
Y , . 2. Aspirace 700 pl vzduchu
prevedeni IS ze 2. Aspirace 400 pl PBS pufru .
ua viv ¢ o , 3. Aspirace 1000 pl PBS pufru
stfikacky do 3. Vypusténi pritokovou rychlosti 400 L
. P 4. Vypnuti michani
zkumavky ul/s za sou¢asného michani (1500 viv o ,
I — 5. Vypusténi pratokovou rychlosti 1200
ul/s (1500 ot/min) portem 7

Vysvétlivky: zelend — 1ml stfikacka, oranzovda — 5ml stfikacka, bez barvy — obé stfikacky,
* — vypustit cely obsah stfikacky
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Tabulka 3. Izolace ENG/SENG

Cislo . Pratokova
Krok Postup portu Objem (ul) rychlost (ul/s)
Variabilni
Aspirace MC 4 (+50 ,“l . 50
mrtvy objem

1 Asoi IS d hadicky)

st.Fiksapc“lliice ° Aspirace MES pufru (doplnéni objemu 3 Variabiln{ 200
do 1 ml)
Aspirace vzduchu 12 [100 | 500 | 50 |200
20 s prodleva (pfitahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
Aspirace PBS pufru 10 |500 | 1000 | 100 | 200

, Michani 6 s (1500 ot/min) - - -

2. PromytiIS — Ppcpirace vzduchu 12 | 100 | 500 | 50 | 200

PBS pufrem 20 s prodleva (pfitdhnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
Aspirace 0,1 % BSA v PBS 5 [500 [1000] 100 | 200
Inkubace 10 minut za pferuSovaného 3 s michani, 12 s 4 s michani, 10 s

3. Blokace Sl

povrchu mlchanl pauza pauza

sttikatky Aspirace vzduchu _ 12 | 100 | 500 | 50 | 200
20 s prodleva (pritahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5

4. Promyti IS )

PBS puﬁYem Viz krok 2 - - -
Aspirace roztoku ENG 1 500 100
jzpllr;cs MES pufru (doplnéni objemu 3 500 200

5. Vazba

ENG/SENG na IS

Inkubace 60 minut za pferuSovaného

3 s michani, 12 s

4 s michani, 10 s

michani pauza pauza
Aspirace vzduchu 12 100 | 500 50 200
20 s prodleva (pfitahnuti MC k michadlu) - - -
Séil;:\z frakce Vypusténi vzorku s nenavazanym ENG do 3 " 5
ENG eppendorf zkumavky
Aspirace 0,15M v PBS 6 | 300 [ 500 [ 100 | 200
7. Promyti IS Michani 6 s (1500 ot/min) - - -
0,15M NaCl Aspirace vzduchu 12 | 100 | 500 | 50 | 200
v PBS (2x) 20 s prodleva (pfitahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
8. Promyti IS )
PBS puleem Viz krok 2 - - -
Aspirace vzduchu 12 200 1000 50 200
. - 500-
Aspirace elu¢niho pufru 9 50 1000 100 200
9. Eluce ENG Aspirace vzduchu 12 100 50

Inkubace 5 minut za prerusovaného
michani

3 s michani, 12 s
pauza

4 s michani, 10 s
pauza

20 s prodleva (pfitdhnuti MC k michadlu)
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Cislo . Pritokova
Krok Postup portu Objem (ul) rychlost (u/s)
10. Eluce elu¢ni | Vypusténi vzorku s eluovanym ENG do 7 * 5
frakce ENG eppendorf zkumavky
Aspirace elu¢niho pufru 9 | 400 | 1000 | 100 | 200
Michani 6 s (1500 ot/min) - - -
|151. Regenerace ") pirace vzduchu 12 | 100 [ 500 | s0 | 200
20 s prodleva (pfitahnuti MC k michadlu) - - -
Vypusténi do odpadu 11 * 5
12. Promyti IS )
PBS pufrgm (2x) Viz krok 2 i i i

Opakovani 2x:

1. Zapnuti michani

2. Aspirace 700 ul vzduchu

3. Aspirace 1000 pl PBS pufru

4. Vypnuti michani

5. Vypusténi pratokovou rychlosti 1200
ul/s (1500 ot/min) portem 7
Vysvétlivky: zelend — 1ml strikacka, oranZzova — 5ml stfikacka, bez barvy — obé strikacky,
* — vypustit cely obsah stfikacky

Opakovani 5x:

1. Aspirace 200 pl vzduchu

2. Aspirace 400 pl PBS pufru

3. Vypusténi pritokovou rychlosti 400
ul/s za soucasného michani (1500
ot/min) portem 7

13. Pfevedeni IS
ze strikacky do
zkumavky

Tabulka 4. Zdvéreéné promyvdni systému LIS

Krok Postup Cislo portu Objem (ul) :’;:I:E:::‘;:ll /s)
- Aspirace vzduchu 12 200 | 700 200 400
;;}F:)llaecr: hadicek 20 % Aspirace etanolu (postupné) 3-10 150 | 300 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
Aspirace etanolu 2 500 100 200
2. Ci$téni OPI 20 % Vypusténi do OPI 1 250 100 200
etanolem Aspirace zpét do stfikacky 1 350 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
3. Oplach hadicek Asp?race vzduchu _ 12 200 | 700 200 400
vodou Milli-Q Asplr?cve \fody (postupné) 3-10 150 | 300 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
Aspirace vody 2 500 100 200
4. Cisténi OPI vodou Vypusténi do OPI 1 250 100 | 200
Milli-Q Aspirace zpét do stfikacky 1 350 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 200
Spusténi toc¢eni motoru - - -
Aspirace vzduchu 12 200 | 700 200 400
5. Cisténi stfikacky (2x) | Aspirace vody 2 500 | 1000 | 100 200
Vypusténi do odpadu 11 * 500 1000
Vypnuti motoru - - -
Vysvétlivky: zelend — 1ml strikacka, oranZova — 5ml stfikacka, bez barvy — obé strikacky,

* — vypustit cely obsah stfikacky
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13. VYSLEDKY A DISKUZE

Metody pfipravy magnetického IS a izolace proteinu pomoci magnetického IS
mohou byt provedeny vsadkové, tedy manualné pomoci magnetického separatoru,
vortexu, rotatoru, zkumavek a pipet, nebo automatizované pomoci instrumentalni
metody. Automatizované metody jsou na rozdil od metod ve vsddkovém provedeni
reprodukovatelnéjsi, zejména s ohledem na dodrZeni inkubacnich ¢asli a jednotlivych
krokl, dalsi vyhodou je Casova Uspora a minimalizovani chyb zpUsobenych lidskym

faktorem.

Technika LIS byla v experimentdlni ¢asti této diplomové prace pouzita pro vyvoj
automatizované metody pfipravy anti-ENG magnetického IS v Iml a 5ml sttikacce,
tedy pro kovalentni vazbu anti-ENG protiladtek na povrch MC. Dale byla v LIS vyvinuta
automatizovana metoda pro izolaci lidského sENG ze vzorku kultivaéniho média HAEC,
které zaroven obsahuje l|é¢ivo TRC105 zplsobujici interferenci béhem detekce
a stanoveni sENG naptiklad pomoci metody ELISA. Vzorky z LIS byly hodnoceny
semikvantitativné metodou dot blot na affiblotu, pficemz byly pfed samotnou analyzou
vzorkU nejprve otestovany tfi nové prototypy zafizeni affiblotu. Bylo provedeno nékolik

experiment(, a poté byl k analyze vybran prototyp s nejvhodnéjsimi parametry.

Velkou ¢ast experimentalni ¢asti této diplomové prace predstavovaly optimalizace
pro prevedeni metod z1ml do 5ml stfikacky v LIS, tedy do vétSiho objemu.
Vzhledem k rozmérlim 5ml stfikacky, kterd je dvakrat SirsSi nez 1ml strikacka,
fungovaly nékteré kroky jinak, a proto bylo nutné nastavit nové podminky metody.
Napriklad to znamenalo zvySeni objemu roztokd, vétsi mrtvy objem a vétsi magnetické
michadlo. Zaroven cas potrebny na provedeni jedné metody se prodlouzil,
protoze vypusténi vétSiho objemu roztoku trvd mnohem déle. Na druhou stranu,
vétsi stfikacka umozZnuje béhem jednoho spusténi pfipravu vétsiho mnozstvi
magnetického IS, respektive izolaci sENG zvelkého objemu kultivatniho média.
Izolace sENG totiz méla byt provedena z 8 ml kultivaéniho média, coz by v 1ml stfikacce

muselo byt provedeno az osmkrat.

53



Po optimalizaci metod v LIS bylo tfeba metody otestovat sredlnymi vzorky.
Prvnim ukolem bylo pfipravit anti-ENG magneticky IS v 5ml stfikacce do zasoby a pomoci
affiblotu zhodnotit vazbu anti-ENG protilditek na MC. Zasobni roztok anti-ENG
magnetického IS byl uchovan pro naslednou metodu izolace ENG/sENG. Hlavnim cilem
bylo metodu vyuzit pro izolaci 10 ng sENG z 8 ml kultivatniho média s obsahem
interference TRC105 v LIS s 5ml stfikackou a vysledky hodnotit opét pomoci affiblotu.
Princip izolace sENG z média a jeho nasledné detekce je zobrazeno pomoci schématu
(Obrazek 24). Pred touto finalni izolaci bylo ale nejprve potfeba otestovat, zda vazba
ENG/sENG na anti-ENG magneticky IS funguje. Byl navrhnut plan izolace podle

nasledujicich bod:

e |zolace rekombinantniho lidského ENG z PBS pufru

e lzolace rekombinantniho lidského ENG z kultivaéniho média (obsahuje
i dalsi proteiny)

e |zolace sENG uvolnéného z HAEC do kultivaéniho média s obsahem TRC105

o objemu 8 ml
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Aspirace MC Aspirace mysich anti-ENG protilatek (3A9)
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Obrdzek 24. Schematické zndzornéni izolace sENG z kultivacniho média HAEC pomoci magnetického IS.
Vysvétlivky: [|[| =membrdnovy ENG, 00 = sENG, Y = TRC105,Y= anti-ENG protildtka 3A9, % = primdrni
protildtka,\é = sekunddrni protildtka znacend kienovou peroxiddzou
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13.1. TESTOVANI PROTOTYPU AFFIBLOTU

K testovani byly k dispozici tfi nové prototypy affiblotu — prototyp 3.2, 3.3 a 3.4.
Pro spolehlivou analyzu na affiblotu je dulezité, aby aparatura splfiovala poZzadované
parametry, aby béhem analyzy nedochdzelo naptiklad k Uniku kapaliny, ke kontaminaci
sousednich  jamek reagenciemi nebo kproblémim sodtahem kapaliny.
Zaroven je zadouci aby odtah kapaliny pres spodni i horni vyvod byl rychly, z dGvodu

Setfeni ¢asu v pribéhu analyzy.
Testovani prototypu affiblotu zahrnovalo:

e Ovéreni funkénosti viech ¢asti affiblotu

e Qvéreni, zda nepodtékd kapalina pod jamkami nebo zda nevytékd z aparatury
(funkénost tésnéni)

e Qvéreni, zda nevytéka kapalina samovolné do kanalkl ¢i sousednich jamek

e Sledovani rychlosti odtahu kapaliny spodnim a hornim odtahem

13.1.1. TESTOVANI PROTOTYPU AFFIBLOTU POMOC( BARVIV

K témto experimentim byla pouZita potravinarska barviva pro zviditelnéni
jednotlivych krok(i. Prototyp 3.2 byl otestovan cervenym barvivem, 3.3 zelenym
barvivem a 3.4 modrym barvivem. Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo ovéfit
pfipadné samovolné vytékani kapaliny do kandlki, do sousednich jamek nebo
z aparatury. Barvivo bylo nadavkovano do jamek a rezervoari podle schématu
(Obrazek 25) a pozorovalo se, zda se zbarvi mista bez nadavkovaného barviva. Poté bylo
barvivo doplnéno do rezervoarl tak, aby v kazdém rezervoaru byl 1 ml barviva. Dalsim
bodem tohoto experimentu bylo sledovani funkénosti spodniho a horniho odtahu

kapaliny (konkrétné 1 ml barviva v kazdém rezervodru) a méreni ¢asu stopkami.
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Obrdzek 25. Schéma ddvkovdni barviva pro sledovdni uniku kapaliny z aparatury affiblotu

Z experimentl pomoci barviv byly nalezeny nékteré nedostatky u prototypl 3.2
a 3.4 (Tabulka 5). U prototypu 3.2, ktery ma kolektorové kanalky s nejmensi Sitkou,
dochazi naopak k samovolnému uniku kapaliny z jamek do kolektorovych kanalkd.
Pozadované parametry spliioval nejlépe prototyp 3.3, ktery byl vybran k dalSimu

testovani.

Tabulka 5. Shrnuti testovdni prototypl affiblotu pomoci barviv

PROTOTYP SPODNi ODTAH HORNi ODTAH SAMOVOLNE VYTEKANI
AFFIBLOTU KAPALINY KAPALINY KAPALINY

3.2 46s 28 s Ne

33 46s 14 s Ne

3.4 46 s 14s Do kolektorovych kanalkd

13.1.2. TESTOVANI PROTOTYPU 3.3 METODOU DOT BLOT

Cilem tohoto testovani bylo znovu ovéfit poZzadované parametry pro affiblot

prototypu 3.3. Dale se testovalo, zda je prototyp 3.3 spolehlivy pro metodu dot blot.

Byly provedeny experimenty, u kterych byla pouzita krali¢i polyklonalni anti-ENG
protilatka (H-300), ktera byla nanasena na membranu podle rdznych schémat.
Protilatka predstavovala tedy antigen, ktery byl posléze detekovan konjugatem — kozi
polyklonalni anti-krali¢i IgG protilatkou znacenou kfenovou peroxidazou (7074S)

fedénou v poméru 1:5000.
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V prvnim experimentu byl antigen nafedén v PBS pufru na pozadovanou
koncentraci 12 pug/ml (1,2 pg/jamku) a byl nadavkovan na membranu podle schématu
(Obrazek 26A). Detekce antigenu probihala kolorimetricky v ChemiDoc MP imaging
a prislusné skvrny byly kvantifikovany v ImagelLab. Jamky bez antigenu mezi jamkami
s naddvkovanym antigenem slouzily jako kontrola pretékani reagencii do sousednich
jamek, cozZ by se projevilo jejich zbarvenim a zvySenim signalu oproti slepym vzork{m.
Z vysledné fotografie membrany (Obrazek 26B) je patrné, Ze ktomuto problému
nedochazelo. Po kvantifikaci byla intenzita skvrn slepého vzorku 21 388 597 + 470 704
(CV=2 %) a skvrny bez antigenu mély intenzitu 21 338 255 + 1 118 484 (CV=5 %),

tedy jejich pridmérné intenzity se vyznamné nelisily.
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Obrazek 26. Prvni experiment pro testovdni affiblotu prototypu 3.3. A: Schéma ddvkovdni antigenu.
B: Fotografie PVDF membrdny s chemiluminiscencni detekci v ChemiDoc MP imaging. BL — slepy vzorek,
X — kontrolni jamka, do které nebyl ddvkovdn antigen, 12 — jamka s naddvkovanym antigenem
o koncentraci 1,2 ug/jamku

-

Ve druhém experimentu byla provedena koncentraéni rfada stejného antigenu
pomoci péti riznych koncentraci ve ¢tyfrech opakovanich. Antigen byl naredén v PBS
pufru a davkovdn na membranu podle schématu (Obrazek 27A). Detekce antigenu
probihala chemiluminiscenéné v ChemiDoc MP imaging, kde byla rovnéz pofizena
fotografie membrany a skvrny byly kvantifikovany v Imagelab. Z vysledné fotografie

membrany (Obrdzek 27B) je patrné, Ze s rostouci koncentraci stoupa intenzita signalu.
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Obrazek 27. Druhy experiment pro testovani affiblotu prototypu 3.3. A: Schéma ddvkovadni antigenu
koncentraéni fady 1-5—-10-20-50 ng/jamku. B: Fotografie PVDF membrdny s chemiluminiscenéni detekci
v ChemiDoc MP imaging

Graf zobrazuje kalibracni krivku zavislosti intenzity na zvysSujici se koncentraci
antigenu. Intenzita nestoupa linedrné a u 50 ng/jamku bylo jiz patrné klesani intenzity,
pravdépodobné zplsobeno hook efektem. JelikoZ bylo zvoleno pfilis Siroké rozmezi

koncentrace antigenu, zavislost tedy |épe zobrazuje saturaéni kiivka (Obrazek 28).
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Obrdzek 28. Graf zdvislosti prumeérné intenzity skvrn na koncentraci antigenu

Béhem testovani prototypu 3.3. metodou dot blot byla mimo jiné ovérena
funkénost spodniho a horniho odtahu kapaliny. Drobné potiZe s odtahem, které se
ojedinéle objevily u nékterych jamek se pfi dalSim pouzivani zafizeni nepotvrdily.
Prototyp affiblotu 3.3 byl proto zvolen jako detekéni systém pro analyzu vzork( z LIS pro

chemiluminiscencni detekci protilatek a ENG v jednotkach ng/jamku.
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13.2. OPTIMALIZACE LAB-IN-SYRINGE S 1ML STRIKACKOU

Metoda pro pfipravu magnetického IS v LIS s 1ml sttfikackou byla jiz provedena
vramci diplomové prace, ve které byl v experimentdlni ¢asti pfipraven anti-COVID
magneticky IS [66]. Vtéto diplomové praci byla pouZita stejna 1ml stfikacka,
stejné magnetické michadlo i stejny michaci systém, vychazelo se tedy z této diplomové
prace, priCemz byly dale upraveny nékteré podminky metody. V ramci optimalizaci bylo
provedeno nékolik experiment(, u kterych byl pouzit PBS pufr, pracovni roztok MC
Sera-Mag (karboxylované, prlmérna velikost 1 pum) o koncentraci 1 mg/ml,
jednoduchy magneticky separator vyrobeny 3D tiskem a spektrofotometr pro méreni
absorbance vzork(. Optimalizace se tykaly otd¢ek motoru, doby sedimentace MC
na magnetické michadlo pred vypusténim roztoku, prUtokové rychlosti vypusténi
roztoku s MC uvnitf stfikacky, vybéru vhodného prstence michaciho systému

(prstenec C, prstenec D) a objemu elu¢niho pufru.

13.2.1. OPTIMALIZACE OTACEK MOTORU

Prvnim ukolem bylo upravit nastaveni v ovlddacim panelu pro rychlost otaceni
motoru, a tedy i prstence a magnetického michadla. K malému motoru michaciho
systému je privadéno napéti, coz je ovladano pocitaéem pres Cip s modulaci Sirky pulzu
a podle hodnoty takzvané stridy signdlu je regulovana rychlost toceni motoru.
Stfida signalu je uddvana v rozsahu 0—-99 % a uréuje procento pracovniho cyklu urcujici
dobu, po kterou je dodavano napéti do motoru v ramci jednoho cyklu. Cim vy$si je tedy

procentudlni hodnota, tim rychleji se motor otaci.

Na optimalni rychlosti motoru zavisi spravna rychlost toceni prstence
a magnetického michadla, kterd musi byt nastavena tak, aby dochazelo ke vznosu vSech
MC a jejich rozptylu do roztoku pomoci odstiedivé sily. Zaroveri, pfi nadbyte¢né vysoké
rychlosti by mohlo dochazet k jejich mechanickému poskozovani. V diplomové praci [66]
byla tato rychlost jiz optimalizovana a byla manudlné stanovena na 1500 ot/min.
V ramci této diplomové prace byl pouzivan jiny ovladaci panel pro motor, v némz bylo

mozné regulovat rychlost motoru nastavenim procentualni hodnoty stfidy signalu pres
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software. Hledala se tedy hodnota stfidy signdlu, kterd by odpovidala rychlosti 1500

ot/min.

Na motor se nalepil reflexni Stitek a béhem otaceni motoru, byla jeho reflexe
zaznamendvana laserovym tachometrem. V ovladacim panelu byla postupné ménéna
hodnota stfidy signdlu v rozmezi 50-99 % a byla méfena rychlost u kazdé stridy signdlu
ve tfech opakovanich. Rychlost otaceni prstence byla zjisténa vyndsobenim rychlosti
otaceni motoru faktorem F=0,52. 1500 ot/min odpovidalo hodnotam stfid signalu

v rozmezi 85-90 %, ve vsech krocich metod byla poté nastavena na 88 % (Obrazek 29).
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Obrdzek 29. Graf zdvislosti rychlosti to¢eni motoru na stfidé signdlu. OranZovd barva oznacuje oblast
stfidy signdlu odpovidajici rychlosti kolem 1500 ot/min

13.2.2. OPTIMALIZACE PRO MINIMALIZOVANI zTRAT CASTIC A VYBER
PRSTENCE MICHACIHO SYSTEMU

K nejvétsim ztratdm MC dochazi béhem kroku vypousténi roztoku, kdy je potfeba
zajistit, aby co nejvice MC zGstalo uvnit¥ stiikacky. MC musi byt ponechdno dostatek
¢asu ktomu, aby se stihly pfitdhnout na magnetické michadlo (sedimentace MC

na michadlo), a zaroven je potieba nastavit dostate¢né nizkou pratokovou rychlost pro

vypousténi roztoku.

Vramci této optimalizace byla nejdfive hledana pratokova rychlost vypusténi

roztoku, pfi které dochdzi k minimalnim ztratam MC, ale zaroven, pti které netrva tento
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krok pfilis dlouho. Vzhledem k poc¢tu opakovani kroku v metodé, by metoda s pfilis

pomalou rychlosti byla ¢asové ndrocna.

DalSim ukolem béhem této optimalizace bylo otestovat dva typy prstencl
s magnety (prstenec C, prstenec D), které jsou soucasti michaciho systému. Prstence

jsou popsany v kapitole 12.1. (Obrazek 21).

Pracovalo se s 0,4 mg MC, které byly aspirovany do stiikacky z pracovniho roztoku
MC Sera-Mag o koncentraci 1 mg/ml (~ 400 pl). Do st¥ikacky bylo dale pfidano 400 pl
PBS pufru a 100 pl vzduchu. Po zamichéni MC byl PBS pufr vypustén uréitou priitokovou
rychlosti, byly zkouseny rychlosti: 4, 5, 8 a 10 pl/s. U kazdé rychlosti byly vzorky pufru
eluovany do zkumavek a méfila se absorbance vzorkl pfi 600 nm, coz je absorpéni
maximum MC. Absorbance vzork{ je pfimo Umérna mnoistvi ztracenych MC v pufru.
Absorbance vzorkl byly porovndny s absorbanci kontrolniho vzorku, ktery byl pfipraven
odebranim 0,4 mg MC pfimo z pracovniho roztoku (Fedéni 3:7). Tento experiment byl

proveden u obou testovanych prstenct, které byly porovnany.

Podle grafdi (Obrazek 30A, B) je patrny rist absorbance a procentuélnich ztrat MC
se zvysujici se pritokovou rychlosti. Zaroven grafy zobrazuji celkové mnohem nizsi ztraty
MC u prstence C. Prstenec C byl vyroben s vét$imi magnety, které napomdhaly snizovat

ztraty MC, tim Ze byly pfitdhnuty kromé na magnetické michadlo také na sténu stiikacky.
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Obrdzek 30. Zdvislost absorbance/ztrat MC [%] na pritokové rychlosti [ul/s] vypusténi pufru u Iml
stiikacky. A: Ztraty MC u prstence D. B: Ztrdty MC u prstence C
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Nakonec bylo také testovano, zda Ize snizit mozné ztraty MC tim, ze se MC ponecha
Cas k sedimentaci k magnetickému michadlu pred vypusténim roztoku. Pracovalo se
opét s0,4 mg MC a 400 ul PBS pufru a byly zkouseny ¢asy 0, 20, 40 a 60 s pred
vypusténim pufru pratokovou rychlosti 5 pl/s. U vSech vzork( se zméfila absorbance pfi
600 nm a vzorky byly porovnany s kontrolnim vzorkem. Béhem této optimalizace bylo
zji§téno, e se procentudlni hodnoty ztrat MC u rGznych €asd sedimentace mezi sebou
témé&F nelisi, doba sedimentace nemd tedy vliv na ztraty MC. Sedimentace byla

v metodach proto stanovena na 0 s, tedy byla vynechana.

Zavérem téchto optimalizaci bylo nastaveni pritokové rychlosti na 5 pl/s, aby byly
minimalizovany ztraty MC, pfi¢emz s vynechanou dobou sedimentace pfed vypusténim
roztoku je zaroven minimalizovana ¢asova narocnost tohoto kroku. K provedeni

findlnich metod v LIS s 1ml stfikackou byl vybran prstenec C.

13.2.3. OPTIMALIZACE OBJEMU ELUCNIHO PUFRU

Dulezitym krokem v metodé izolace sENG je jeho eluce z magnetického IS pomoci
izolovany sENG dostatecné zakoncentrovan a jeho detekce byla citlivéjsi. Zaroven bylo

nutné zvolit objem tak, aby byl magneticky IS zcela v kontaktu s elu¢nim pufrem.

Do stfikacéky bylo aspirovano 0,4 mg MC a byl vypustén roztok priitokovou rychlosti
5 ul/s, k MC byl poté do stiikacky aspirovan vzduch o objemu 200 pl. Nasledné byly
postupné aspirovany testované objemy PBS pufru a vzduchu, ktery se nachazel pod
pufrem u usti strikacky (Obrazek 31A, B, C). Podle okometrického hodnoceni byla
vybrana vhodna kombinace objem( pufru a vzduchu u usti stfikacky. Jako dostatecny
a optimalni byl zvolen objem elu¢niho pufru 50 ul v kombinaci se 100 ul vzduchu.
Aspirovany vzduch pod pufrem pozvedne pufr smérem k magnetickému michadlu

a magneticky IS je proto dostatecné v kontaktu s elué¢nim pufrem.

Vzduch pod pufrem nebo jinym roztokem u 1ml stfikacky celkové takto napomaha

moznosti pouZiti mensiho objemu roztokl v celém postupu metody, ale také zajistuje

63



snizeni ztrat MC, které by se bez tohoto vzduchu nachazely pod michadlem a byly

vypustény do odpadu.

Obrdzek 31. Optimalizace objemu elucniho pufru u 1ml strikacky. A: 100 ul pufru, O ul vzduchu u usti
stfikacky. B: 100 ul pufru, 100 ul vzduchu u usti strikacky. C: 50 ul pufru, 100 ul vzduchu u usti stfikacky

13.3. PREVEDENI METOD DO LAB-IN-SYRINGE S 5ML STRIKACKOU

Pro optimalizace LIS s5ml stfikackou se pouzival opét pouze PBS pufr,
pracovniroztok MC Sera-Mag o koncentraci 1 mg/ml, magneticky separator
a spektrofotometr. Nové optimalizace se tykaly otdcek motoru, postupu kvantitativniho
prevedeni MC ze stiikacky do zkumavky, vybéru vhodného magnetického michadla
(michadlo B, C, D, E), pritokové rychlosti vypusténi roztoku, objemu elu¢niho pufru,

a nakonec byla otestovana sila magnetu michadla D.

13.3.1. OPTIMALIZACE OTACEK MOTORU

Prvnim krokem po vyméné 1ml stfikacky za 5ml stfikacku bylo ovéreni,
jakym zpUsobem se zmeénila rychlost toceni prstence a magnetického michadla

se stejnou hodnotou stridy signalu.

Byly vybrany Ctyfi hodnoty stfidy signalu, u kterych se méfila rychlost otaceni
laserovym tachometrem zaznamenavajicim reflexi Stitku pfimo na prstenci.
Bylo zjiSténo, Ze u 5ml stfikacky se rychlosti otaceni sniZily v porovnani s rychlostmi
u 1ml stfikacky (Tabulka 6). Stfida signdlu byla nastavena na maximalni moZnou

hodnotu, tedy na 99 %, protoZe odpovidala rychlosti 1500 ot/min.
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Tabulka 6. Srovndni rychlosti otdceni prstence u 1ml stfikacky a 5ml stiikacky zavislych na stridé signdlu

ey . Rychlost otaceni prstence Rychlost otaceni prstence
Strida signdlu [%] [ot/min] u 1ml stFikacky [ot/min] u 5ml stFikacky
50 339 0 (motor nereagoval)
75 1021 825
88 1568 1200
99 2243 1505

13.3.2. OPTIMALIZACE KVANTITATIVNIHO PREVEDENI MAGNETICKYCH
CASTIC Z LAB-IN-SYRINGE DO ZKUMAVKY

Vyména stfikacky také obnasela novou optimalizaci postupu koneéného kroku pro
ziskani MC vymytim stiikacky pomoci PBS pufru. Nejdfive byl vyzkou$en postup pro 1ml
stfikacku, coz bylo optimalizovano v predchozi DP [66]. Postup zahrnoval nasledujici
parametry: PBS pufr v objemu 400 ul, 200 pl vzduchu, vypousténi za stalého michani,
v opakovani 5x, pratokova rychlost vypusténi 400 pl/s. V 5ml stfikacce takto zlstavalo
mnoho MC na magnetickém michadle, a navic také zGstavalo ve stiikacky velké mnozstvi

kapaliny. Vysledny objem ziskaného roztoku MC nebyl tedy 2 ml, ale cca 1,5 ml.

V rdmci této optimalizace bylo aspirovano do stiikacky 0,5 mg MC z pracovniho
roztoku o koncentraci 1 mg/ml (~ 500 pl). Poté byl vypustén roztok pritokovou rychlosti
5 pl/s a MC byly ponechdny uvnitf stiikacky. Pro ziskani MC bylo zkouseno nékolik
riznych kombinaci parametrd tykajicich se objemu vzduchu (v rozmezi 200-700 ul),
PBS pufru (3x 700 ul, 2x 1000 pl, 4x 500 pl), pratokovych rychlosti vypusténi (v rozmezi
400-1200 pl/s), poctu opakovani (2—5x) a zapnuti/vypnuti michani. Okometricky se poté
hodnotilo mnozstvi MC ve zkumavce ve srovnani's kontrolnim vzorkem a mnozstvim MC,

které zlstalo uvnitr strikacky.

Nejoptimalnéjsiho vysledku bylo nakonec dosaZzeno u nasledujictho postupu:
Objem aspirovaného vzduchu byl zvySen na 700 pl, objem PBS pufru byl zvySen na 2x
1000 pl, michani bylo spusténo pred aspiraci PBS pufru a zastaveno tésné pred
vypusté&nim a s minimalni prodlevou, aby MC nemély &as se pritahnout zpét k michadlu.
PBS pufr s MC nebylo mozné u $iroké 5ml stfikacky michat souc¢asné s vypousténim jako
u 1ml stfikacky, protoze v Siroké stfikacce je mnohem vétsi mrtvy objem po stranach
strikacky, kde béhem michani zGstava nejvice PBS pufru. Pratokova rychlost vypusténi
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byla zvysena aZ na 1200 pl/s. Tento postup je dostacujici provést jednou s mnozstvim
MC 0,5 mg, ale pfi vétsim mnoZstvi MC je potieba vidy poéet opakovani navysit,
dokud nejsou MC kvantitativné pfevedeny ze st¥ika¢ky do zkumavky. Napfiklad u 20 mg

MC je potFeba tento postup zopakovat 4x (Obrazek 32).

Obrdzek 32. Kvantitativni prevedeni 20 mg MC z LIS s 5ml stfikackou do zkumavky. Opakovdni postupu
(zleva) 1x aZ 5x, po pdtém zopakovdni se v pufru jiZ nenachdzely MC

13.3.3. VYBER MAGNETICKEHO MICHADLA

V rdmci optimalizaci LIS s 5ml stfikackou bylo hlavnim Ukolem otestovat Ctyfi rlizna
magnetickd michadla (michadlo B, C, D, E), kterd jsou popsana v kapitole 12.1.
(Obrazek 22). U magnetického michadla bylo dileZité, aby obsahovalo dostatecné silny
magnet, aby pfi pomalém vypousténi roztoku nedochdzelo k vyraznym ztratam MC.
Zaroven bylo 7adouci, aby MC nezlistavaly prili§ pévné pritdhnuty k magnetickému
michadlu, protoZe by se tim sniZzoval vytéZek pfi ziskdvani magnetického IS. Hodnotily se
tedy dva parametry — ztraty MC b&hem vypousténi roztoku a vytéiek MC po jejich

kvantitativnim prevedeni ze stfikacky do zkumavky.

Pro hodnoceni ztrat MC se do stfikacky aspirovalo 0,5 mg MC (~ 500 pl), 500 pl
vzduchu a 500 pl PBS pufru. Spustilo se michani na 6 s a pufr byl vypustén do zkumavky
rychlosti 4 pl/s. Navic byla poté pfidana 20s sedimentace MC pied vypusténim pufru,
protoZe se predpokladalo, 7e ve vét$im objemu potfebuji MC vice &asu k pfitdhnuti
na magnetické michadlo. Béhem tohoto experimentu bylo také zjisténo, Ze v 5ml
stfikaCce nelze aspirovat vzduch pod roztok jako u 1ml stfikacky, protoZe se vzduch

v takto Siroké stfikaéce neudrii u Usti stiikacky. Pfidana 20s sedimentace MC pred
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vypusténim roztoku slouii tedy také k eliminaci ztrdt MC nachézejicich se pod

michadlem.

Okometricky byly hodnoceny ztraty MC v pufru (Obrazek 33). U michadla B
dochéazelo k velmi vysokym ztratam MC, jeliko? obsahovalo velmi slaby magnet, nebylo
tedy jiZ dale testovano. U michadla C byly ztraty MC mnohem mensi a v kombinaci s 20s
sedimentaci byly minimalni. U michadla D a E bylo dosazeno podobného vysledku jako

u michadla C.

Obrdzek 33. Testovdni michadla B a C u 5ml stfikacky pomoci ztrat MC pfi vypusténi pufru pritokovou
rychlosti 4 ul/s. Vlevo — ztrdty u magnetického michadla B se sedimentaci 20 s pred vypusténim.
Uprostred — ztrdaty u magnetického michadlo C bez sedimentace pred vypusténim.

Vpravo — ztraty u magnetického michadla C se sedimentaci 20 s pred vypusténim

Hodnoceni vytézku MC po kvantitativnim prevedeni MC ze stfikacky do zkumavky
bylo provedeno pomoci 0,5 mg MC, které byly ziskdny optimalizovanym postupem
(viz kapitola 13.3.2.). Byla zméFena absorbance vzork( ziskanych MC, kterd byla

porovnana s absorbanci kontrolniho vzorku (fedéni 2:8).

Michadla C a D obsahovala velmi silny magnet s nejsilnéjsSim magnetickym polem
uprostred, predpokladalo se tedy, Ze pfi jejich pouziti bude mirné komplikované ziskat
MC ze stfikacky. Tato dvé michadla se mezi sebou pFili§ neliila, jedinym rozdilem byl
tvar spodni plochy sméfované kventilu. Michadlo D bylo vyrobeno s vyvySenym
stfedem do tvaru $picky za Ucelem mozného zvyseni vytézku MC, coz potvrdily vysledky

z méreni absorbance (Tabulka 7). Podle tabulky 7 bylo nejlepsiho vysledku dosaZzeno
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tedy u michadla D, ale také u michadla E a obé michadla byla vybrana k provedeni metod

v 5ml strikacce.

Tabulka 7. Shrnuti vysledki z méfeni absorbance vzorki ziskanych MC a hodnoceni vytézku [%]

Magnetické Absorbance Absorbance vzorku oV
'g kontrolniho Pramér SD Vytézek (%)
michadlo (%)
vzorku 1 2 3
B
- - - - - - - Netestovano
c
1,409 1,210 1,146 1,146 1,167 0,037 3,2 83
D
1,361 1,259 1,222 1,264 1,248 0,023 1,8 92
E 1,286 1,204 1,176 1,245 1,208 0,035 2,9 94

13.3.4. OPTIMALIZACE PRUTOKOVE RYCHLOSTI VYPOUSTENI ROZTOKU

U michadla D a E byla dale optimalizovdna pritokova rychlost vypousténi roztoku

pro minimalizovani ztrat MC. Optimalizace byla provedena s0,5 mg MC, 500 pl

PBS pufru a 500 ul vzduchu. Zkousely se pratokové rychlosti 5, 10, 15 a 20 pl/s a u kazdé

testované rychlosti byla pred vypusténim ponechana 20s sedimentace MC na michadlo.

Zméfend absorbance vzorkl (600 nm) se ztratami MC v pufru byla porovnédna

s absorbanci kontrolniho vzorku (Fedéni 2:8) a byly spoéitany procentudlni ztraty MC.

Z grafi (Obrazek 34A, B) je vidét, Ze s rostouci pritokovou rychlosti stoupaji také

procentualni ztraty MC, pficemZ u michadla D se silné&j§im magnetem jsou ztraty

ocekavané celkové nizsi. Jako optimalni byla vybrana prdtokova rychlost 5 pl/s u obou

michadel pro minimalizovani ztrat MC. Samozfejmé, pokud by bylo dlleZit&j$im

kritériem provést rychlejsi analyzu na LIS, lze vybrat i pratokovou rychlost 10 pl/s,

u které jsou ztraty stale prijatelné.
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Obrdzek 34. Zdvislost absorbance/ztrat MC [%] na priitokové rychlosti [ul/s] vypusténi pufru u 5ml
stikacky. A: Ztraty MC u michadla D. B: Ztréty MC u michadla E

13.3.5. TEST SILY MAGNETU MICHADLA D

Michadlo D je vhodné zejména k pripravé vétSiho mnoiZstvi magnetického IS.
Na zakladé toho byl proveden experiment, ve kterém se hodnotilo, kolik magnetického
IS Ize pomoci tohoto michadla pfipravit naraz vjednom cyklu. Na zadatku bylo
do st¥ikacky aspirovano 0,5 mg MC (~ 500 pl) a 500 pl PBS pufru, poté byl vypustén pufr
do zkumavky rychlosti 5 ul/s. Principem bylo postupné zvy$ovani mnozstvi MC
a7 na 20 mg a sledovani mnoZstvi ztracenych MC ve vypu$téném pufru, kterého bylo
pokazdé 1 ml. Hodnotilo se tedy mnoistvi MC, které je magnetické michadlo schopno

udrZet najednou.

Ztraty MC v pufru se zvy$ovaly postupné s rostoucim mnozstvim MC ve stiikacce
(Obrazek 35A-D). Vyssi ztraty byly zaznamenany az cca od 6 mg. Pomoci magnetického
michadla D je tedy moZné pfipravit aZz 5 mg magnetického IS, aniZz by dochdazelo

ke znanym ztratam pfi vypousténi roztoku.
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Obrdzek 35. Ztraty MC v pufru z experimentu testovdni sily magnetu michadla D. Fotografie ukazuji 2m!
zkumavky s 1 ml pufru se ztrdtami MC po vypusténi s postupnym priddvdnim 0,5 mg MC.
A:0,5aZ2,5mg. B:3aZ5mg. C: 6aZ10 mg. D: 16 aZ 20 mg

13.3.6. OPTIMALIZACE OBJEMU ELUCNIHO PUFRU

Vzhledem k Sitce 5ml stfikacky a velikosti magnetického michadla nebylo mozné
SENG zakoncentrovat do tak malého objemu jako u 1ml stfikac¢ky (50 ul). Navic v 5ml

stfikacce nelze aspirovat vzduch pod roztok s MC, co? tento krok vice zkomplikovalo.

K0,5 mg MC byl aspirovdn PBS pufr vuréitém objemu a sledovalo se,
zda je michadlo alespon z ¢asti ponorené. Bylo rozhodnuto, Ze k eluci SENG Ize pouzit
eluéni pufr vrozmezi 500-1000 pl (Obrazek 36A-D). 500 ul je pro samotné
zakoncentrovani sENG dostacujici, ale michadlo nebylo ani z poloviny ponofrené,
mohlo by se tedy stat, Ze nedojde k eluci veskerého sENG. Pro Uplnou eluci je vhodnéjsi
pouzit pufr az v objemu 1000 pl, ale z tohoto objemu by bylo potieba zakoncentrovat
SENG jesté jednou off-line, napfiklad pomoci specidlnich zkumavek s membranovym

filtrem (Amicon filtry).

Obrdzek 36. Optimalizace objemu elucniho pufru v 5ml strikacce. A: 500 ul pufr, pohled zhora.
B: 500 ul pufru, pohled zboku. C: 1000 ul pufru, pohled zhora. D: 1000 ul pufru, pohled zboku
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13.4. PRIPRAVA ANTI-ENDOGLINOVEHO MAGNETICKEHO
IMUNOSORBENTU

Pfiprava magnetického IS byla provedena optimalizovanou metodou v LIS s 5ml
stfikackou a bylo pouZito magnetické michadlo D. Cilem bylo pfipravit 4 mg
magnetického IS, na zacatku se tedy aspirovaly do stfikatky 4 mg MC Sera-Mag

z pracovniho roztoku o koncentraci 3 mg/ml, coz odpovidalo objemu 1 333 pl.

Pfed tim, nez se na MC imobilizovaly protilatky, bylo potfeba aktivovat karboxylové
funkéni skupiny, které se nachazeji na povrchu MC Sera-Mag. K tomu byla pouZita dvé
aktivacni Cinidla — EDAC a sulfo-NHS. V tomto pfipadé se jednalo o karbodiimidovou
konjuga¢ni techniku vazby protilatek na MC, pf¥i které vznika kovalentni vazba mezi
karboxylovymi skupinami MC a aminoskupinami protilatek. Bylo navadzeno 7,5 mg ¢inidla
EDAC a 1,25 mg Cinidla sulfo-NHS a obé cinidla byla rozpusténa ve 200 pl MES pufru.
Cely objem byl poté kvantitativné aspirovan do stfikacky pres OPI k MC a do st¥ikacky
byl dopIlnén MES pufr na objem 1 ml. Aktivace probihala 10 minut b&hem pferusovaného

michani.

Na 4 mg MC bylo imobilizovdno 20 pg anti-ENG protildtek anti-HUENG (3A9).
Jednda se o mysi monoklonalni protilatky, které vazou lidsky ENG/SENG. Ze zasobniho
roztoku protilatek o koncentraci 1 mg/ml bylo odebrano 20 ul do 180 pl PBS pufru a cely
objem byl kvantitativné aspirovan do stfikacky pres OPI. K protilatkam bylo pridano
800 pl PBS pufru, aby vazba probihala v 1000 pl (c=20 pg/ml). Vazba probihala 60 minut

béhem prerusovaného michani.

Po vazbé protilatek byl eluovan prvni vzorek — vazebna frakce protilatek, ve které
se nachazely nenavazané protildtky. Po promyti MC MES pufrem byl eluovan druhy
vzorek — promyvaci frakce protilatek, ve které se rovnéz mohly nachdzet nenavdzané
protilatky nebo protilatky, které se navazaly na MC pouze nekovalentné. Tyto vzorky
slouzi k nepfimému hodnoceni vazby protilditek na MC, presnéji tedy zobrazuiji,
kolik protildtek se na MC nenavazalo. Vazebna frakce a promyvaci frakce byly aplikovany
na blotovaci membranu affiblotu a pomoci metody dot blot byly ve vzorcich detekovany

nenavazané protilatky anti-HUENG (3A9). Intenzita skvrn byla porovnavana s ptivodnim
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vzorkem protilatek, pfipravenym pfimo ze zasobniho roztoku odebranim 2 pl protilatek

do 98 ul PBS pufru (c=20 pg/ml).

Vzorky byly nadavkovany na membranu podle schématu (Obrazek 37A).
Do posledniho rezervoaru byly navic nadavkovany vzorky nafedéné jiné anti-ENG mysi
protildatky (P3D1) v rostouci koncentraci 0,01-0,1-0,5-1,0-2,0 pg/jamku.
Posledni rezervoar slouzil k orientatnimu zobrazeni intenzit riznych koncentraci mysich
anti-ENG protildtek. Protilatky ve vzorcich byly detekovany sekundarni kozi anti-mysi igG
protilatkou znacenou kifenovou peroxidazou (A9917). Konjugat byl fedény v 0,1% BSA
v PBST v poméru 1:5000. Detekce probihala chemiluminiscenéné, signaly skvrn byly

hodnoceny v ChemiDoc MP imaging a kvantifikovany v softwaru ImagelLab.

Z vysledné fotografie membrany (Obrazek 37B) je viditelna velmi intenzivni skvrna
plvodniho vzorku, ktera vykazovala po kvantifikaci intenzitu 11 538 893. Naopak nejsou
viditelné skvrny, které pfrislusi vazebné a promyvaci frakci. Z vysledkd kvantifikace
intenzit skvrn se potvrdilo, Ze se primérné intenzity vazebné frakce a promyvaci frakce
nelisi od primérné intenzity slepého vzorku. U vazebna frakce byla namérend intenzita
531818 + 16796 (CV=3 %), promyvaci frakce méla intenzitu 499 646 + 16978 (CV=3 %)
a slepy vzorek mél intenzitu 508 279 + 16298 (CV=3 %). Vazba protilatek na MC tedy
probéhla Uspésné a pripraveny magneticky IS byl uchovan v objemu 5 ml v 0,1% BSA
v PBST s pfidavkem 0,01% azidu sodného. Konecna koncentrace takto uchovavaného IS

byla 0,8 mg/ml.
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Obrazek 37. Hodnoceni pripravy magnetického IS v LIS na affiblotu. A: Schéma ddvkovadni vzorkd.
B: Fotografie PVDF membrdny s chemiluminiscencni detekci v ChemiDoc MP imaging.
PV = puvodni vzorek protildtek anti-HUENG (3A9), VF = vazebnd frakce protilatek
anti-HUENG (3A9), PF = promyvaci frakce protildtek anti-HUENG (3A9),
0,01-0,1-0,5-1,0-2,0 = koncentracni fada anti-HUENG (P3D1), BL = slepy vzorek
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Obrazek 38. Graf zdvislosti intenzity skvrn na koncentraci mysi protildtky anti-HuENG (P3D1)

13.5. IZOLACE REKOMBINANTNIHO ENDOGLINU Z PBS PUFRU

Optimalizovanou metodu pro izolaci SENG z kultivaéniho média HAEC s obsahem
TRC105 bylo nutné nejprve otestovat pomoci zjednoduSeného modelu
antigen-protilatka. Prvnim krokem bylo vyzkouset izolaci samotného rekombinantniho
ENG z PBS pufru. K tomu byla pouzita 1ml stfikacka z didvodu Setfeni reagencii a pufru.
K izolaci bylo pouzito 0,4 mg pfipraveného magnetického IS — bylo aspirovano 500 pl

do stfikacky z pripraveného zasobniho roztoku IS o koncentraci 0,8 mg/ml.

Kizolaci byl pfipraven roztok rekombinantniho lidského ENG, ktery byl nafedén
v PBS pufru. Ze zasobniho roztoku rekombinantniho ENG o koncentraci 10 pg/ml byly
pfipraveny malé alikvoty po 10 pl (~100 ng). K jednomu alikvotu byl pridan PBS pufr
v objemu 490 pul a z tohoto nafedéného roztoku se odebralo 100 pl do 400 ul PBS pufru
(~20 ng ENG v 500 pl PBS). Cely objem byl kvantitativné aspirovan do strikacky pres OPI
k magnetickému IS, a poté probihala vazba ENG na magneticky IS 60 minut

za preruSovaného michani.

Po vazbé ENG na magneticky IS byla eluovana vazebnd frakce ENG a po prvnim
promyti magnetického IS 0,15M NaCl v PBS byla eluovana promyvaci frakce ENG.
K eluci ENG z magnetického IS byl pouzit 0,1M glycinovy pufr (pH=2,8) a po

pétiminutové inkubaci byla elu¢ni frakce odebrana do zkumavky obsahujici 0,5 pl
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1M TRIS pufr, aby byla ihned zneutralizovana na pH=7. VSechny frakce byly analyzovany
na affiblotu spolec¢né s plvodnim vzorkem ENG, ktery byl nandSen na membranu pfimo

z naredéného roztoku ENG v objemu 100 pul (~20 ng).

K detekci ENG ve vzorcich byla pouzita metoda affiblot s chemiluminiscenéni
detekci. Z analyzy vzorku na affiblotu bylo zjiSténo, Ze se ze vzorku nepodafilo vyizolovat
zadny ENG. Veskery ENG se nachazel ve vazebné frakci a mensi ¢ast také v promyvaci
frakci, eluéni frakce naopak nevykazovala Zadny signal (Obrdzek 39A, B).
Stejného vysledku bylo také dosazeno po provedené izolaci rekombinantniho ENG
vsadkovou metodou na magnetickém separdtoru stejnym postupem a stejnym

magnetickym IS.

B
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Obrazek 39. Izolace rekombinantniho lidského ENG z PBS pufru v LIS, hodnoceni na affiblotu.
A: Schéma ddvkovani vzorkd(. B: Fotografie PVDF membrdny s chemiluminiscencni detekci v ChemiDoc
MP imaging. PV = plvodni vzorek protildtek ENG, VF = vazebnd frakce ENG, PF = promyvaci frakce ENG,
EF = elucni frakce ENG, BL = slepy vzorek

Bylo ddle provedeno nékolik experimenti za ucelem objasnit, pro¢ k tomuto
problému doslo. V prvni fadé byl vsadkovou metodou pfipraven novy magneticky IS,
ktery byl hned na to pouzit pro izolaci ENG, rovnéz vsadkovou metodou. Byl pfipraven
IS z 1 mg MC Sera-Mag, na které bylo imobilizovano 10 pg protilatek anti-HUENG (3A9).
Pomoci tohoto IS bylo izolovdno 20 ng rekombinantniho lidského ENG z PBS pufru.
Vzorky z pfipravy IS a z izolace ENG byly naddvkovany na blotovaci membranu do dvou

radka podle schématu (Obrazek 40A).

Z fotografie membrany (Obrazek 40B) je vidét, 7e protilatky na MC se opét ispésné
navazaly (slabé signdly ve vazebné a promyvaci frakci jsou zplsobeny pouzitim dvakrat
vétSiho mnozstvi protilatek nez obvykle, pocitalo se tedy s tim, Ze se nenavazou vsechny
protilatky). Po provedeni izolace ENG ve vsadkovém usporadani bylo opét prokazano,
Ze k izolaci ENG nedoslo a veskery ENG se nachdzel ve vazebné frakci, kdezto eluéni

frakce nevykazovala Zadny signal.
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Vazba protilatek B
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Obrazek 40. Ovéreni vysledku automatizovanych metod pripravy magnetického IS a izolace ENG pomoci
vsadkové metody. A: Schéma ddvkovadni vzork(. B: Fotografie membrdny z ChemiDoc MP imaging.
PVAB = plvodni vzorek protildtek, VFAB = vazebnd frakce protildtek, PFAB = promyvaci frakce protildtek,
PVEN = plivodni vzorek ENG, VFEN = vazebnd frakce ENG, PFEN = promyvaci frakce ENG,

EFEN = elucni frakce ENG, BL = slepy vzorek

Nasledujici experiment nam mél ovéfit, zda doslo k chybé v postupu metody
izolace anebo ve vazb& ENG a imobilizovanych protilatek anti-HUENG (3A9) na MC.
Vazba ENG a protilatek anti-HUENG (3A9) byla otestovana na affiblotu. Na membranu
byly do tfech jamek nadavkovany 3 ng rekombinantniho ENG a do jedné jamky bylo
naddvkovano 10 ng samotné protilatky anti-HUENG (3A9). ENG byl inkubovan
s testovanou protilatkou anti-HUENG (3A9) a k detekci imunokomplexu byla pouZita
sekundarni protilatka anti-mysi 1gG/HRP. Samotna protilatka anti-HUENG (3A9) byla
detekovana stejnou sekundarni protilatkou. Schéma davkovani a vysledek experimentu

je zobrazen nize (Obrazek 41A, B).

CICICIO Y .

Obrdzek 41. Ovéreni vazby protildtky anti-HUENG (3A9) na ENG. A: Schéma ddvkovadni vzorkd.
B: Fotografie membrany z ChemiDoc MP imaging

Vysledek tohoto experimentu potvrdil, Ze k vazbé protilatky anti-HUENG (3A9)
na lidsky ENG nedochdzi. Skvrna s detekovanou samotnou protilatkou ve vzorku
vykazuje vSak vyrazny signadl, je tedy zfejmé, Ze protildtka sama o sobé je detekovatelna
a neni potiz sjeji detekci sekundarni protilatkou. JelikoZ se v usporadani affiblotu
protilatka anti-HUENG (3A9) nevazala na rekombinantni lidsky ENG, nebylo mozné tento
systém antigen-protildtka pouzit pro izolaci lidského sSENG z kultivacniho média.
Regenim této situace by bylo pofizeni jiné funkéni protilatky, oviem z ¢asovych davodi

nebyla dalsi protilatka testovana. Tento postup bude soucasti budouci diplomové prace.
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ZAVER

ENG je glykoprotein, ktery se v organismu vyskytuje v membranové a v solubilni
formé. Obé formy ENG jsou povazovany za biomarkery, které souviseji s rdznymi
kardiovaskularnimi poruchami. Védecky vyzkum se zaméfuje na souvislosti
kardiovaskularnich poruch se zménami exprese ENG a hladinami sENG v krvi a soucasti
vyzkumu jsou také nové terapeutické pristupy zamérené na inhibici ENG napfiklad

pomoci monoklonalni protilatky TRC105.

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo vyvinout automatizované
metody pro ptipravu anti-ENG magnetického IS a izolaci lidského sENG ze slozZité matrix
slozené z kultivatniho média HAEC s obsahem rlznych protein( a pridavkem léciva
TRC105, které interferuje v metodé ELISA pfi detekci a stanoveni sENG. Pro vyvoj metod
byl pouZit systém LIS s1ml a 5ml stfikatkou a MC Sera-Mag. Bylo potieba
naprogramovat postupy metod v programu FIALab, ktery ovladal cely systém LIS.
Programovani zahrnovalo nadefinovani prikazi k jednotlivym krokdm postupu,
ureni, kde se nachazi, ktera reagencie, jakou rychlosti a v jakém objemu se maji
reagencie aspirovat a vypoustét, kdy se ma spustit a vypnout otdceni michadla apod.
Dale byl program doplnén o nékteré zpravy pro operatora, které slouzi napriklad k tomu,
aby operator vyménil eppendorf zkumavku pro eluované vzorky nebo ruéné napipetoval

reagencii do OPI, coz by v budoucnu mohlo byt nahrazeno autosamplerem.

Pti vyvoji metod bylo provedeno nékolik experimentll za Ucelem optimalizace
nejdulezitéjsich parametri a vybéru vhodnych komponent pro systém LIS jako jsou
prstence michaci systému a magnetickd michadla. Bylo potfeba pfipravit postupy tak,
aby nedochézelo k velkym ztratdm MC pfi vypousténi roztokil a zarovenr, aby metody
nebyly pfiliS ¢asové narocné. Soucasti optimalizaci byly také Upravy priatokovych
rychlosti a objema pro kvantitativni pfevedeni vyrobeného magnetického IS ze sttikacky
do zkumavky, a nakonec byl také optimalizovdan objem elu¢niho pufru pro ENG.
K experimentdm byl pouZit PBS pufr a MC Sera-Mag a vysledky se hodnotily z pfevainé

pomoci spektrofotometrie ve viditelné oblasti.
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Optimalizace probihaly nejdiive pro LIS s 1ml stfikackou. Cast poznatk(i byla
prevzata z diplomové prace [66]. V této diplomové praci se na né navazalo a fada
parametr( byla upravena. Vprvni fadé se jednalo o parametr tykajici se doby
sedimentace MC na magnetické michadlo pfed vypusténim roztoku, kterd byla plvodné
nastavena na 60 s. Z nasSich experimentu bylo zjisténo, Ze doba sedimentace nema v 1ml
stifkaéce vliv na ztraty MC a bylo tedy mozné tento krok vynechat ve véech metodach.
Eliminace minutové prodlevy pfed kazdym vypusténim roztoku znaéné zkratila casy celé
metody. Dale byly u 1ml stfikacky testovany dva prstence s magnety (prstenec C
a prstenec D), které jsou soucasti michaciho systému LIS. Testovani probihalo na zakladé
méfeni ztrat MC pfi rGznych priitokovych rychlostech vypousténi roztoku a bylo zjisténo,
e dochézi k mensim ztratam MC p¥i pouziti prstence C. Tento prstenec byl vybran
k provedeni metod. Zaroven v ramci tohoto méreni byla vybrana pratokova rychlost
vypousténi roztoku 5 pl/s, pfi které dochazi k minimalnim ztratdm MC. Pro 1ml stfikacku
byl ddle optimalizovdn postup pro eluci ENG z magnetického IS. Cilem bylo najit
co nejmensi objem elucniho pufru, aby byl izolovany ENG dostatecné zakoncentrovan.
Pro eluci bylo mozné zvolit velmi nizky objem pufru — 50 pl, v kombinaci se 100 pl

vzduchu pod pufrem u Usti stiikacky.

Metody, které byly pfipraveny pro 1ml stfikacku, byly nasledné prevedeny
do vétsiho objemu — do LIS s 5ml stfikackou. Pro metody v 5ml stfikacce bylo nutné
zvysit veskeré objemy pufrl a vzduchu i pratokové rychlosti. Vétsi rozmér strikacky
zkomplikoval nékteré kroky a bylo nutné je znovu zoptimalizovat. Prekdzkou byla
zejména nemoznost aspirovat vzduch pod roztok, coz v 1ml stfikac¢ce velmi napomahalo
minimalizovani ztrat MC pfi vypousténi roztoku. V 5ml st¥ikaéce bylo potfeba pFidat 20s
sedimentaci pred kazdé vypusténi roztoku, aby MC mély dostatek ¢asu k pritahnuti
na michadlo a neztracely se do odpadu. DalSim prikladem byl objem elu¢niho roztoku.
U 1ml stfikacky bylo mozZné vytvorit vzduchovou ,bublinu®, jez zajistovala pouziti velmi
malého objemu elu¢niho pufru. U 5ml stfika¢ky nebylo mozné tuto eluci provést v tak
malém objemu eluéniho pufru. Objem byl zde stanoven na rozmezi 500-1000 pl.
Dalsim bodem optimalizaci LIS s 5ml stfikackou byla Uprava postupu a parametrd pro
kvantitativni pfevedeni MC ze stiikacky do zkumavky. Byly zvy$eny objemy PBS pufru ze

400 pl na 1000 pl a vzduchu z 200 pl na 700 pl, zvysila se také pritokova rychlost
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vypusténi ze 400 pl/s na 1200 pl/s a bylo upraveno michani tak, aby nezdstaval roztok
s MC uvnitf kvadli velkému mrtvému objemu stikacky. V ramci optimalizaci LIS s Sml
stfikackou byla také testovdna rlizna magneticka michadla (michadlo B, C, D, E), kdy bylo
potFeba zajistit, aby dochazelo k minimalnim ztratam MC, a zaroven, aby byl magneticky
IS na konci metody kvantitativné preveden do zkumavky. K provedeni metod byla
vybrana michadla D a E, pficemz michadlo D bylo vhodné zejména pro pfipravu vétsiho
mnozstvi magnetického IS —az 5 mg, coz bylo také experimentdlné stanoveno. Co se tyka
parametru pratokové rychlosti pfi pomalém vypousténi roztoku, u 5ml strikacky byla
vybrana rychlost 5 pl/s, pfi které dochazi vkombinaci s20s sedimentaci pred

vypusténim k minimalnim ztratdm MC.

Optimalizované metody byly nakonec otestovany se vzorky. V 5ml sttikaéce byly
pFipraveny 4 mg magnetického IS s 20 pg imobilizovanych protilatek anti-HUENG (3A9)
na MC Sera-Mag. Kimobilizaci byla pouZita karbodiimidovd metoda za poufiti
aktivacnich ¢inidel EDAC a sulfo-NHS. Vzorky zimobilizace byly analyzovany
semikvantitativné na affiblotu prototypu 3.3. Vysledky analyzy potvrdily UspéSnou vazbu
protildtek na MC a bylo tedy mozné pripraveny magneticky IS pouZit pro naslednou

izolaci ENG/SENG.

Izolace ENG/sENG méla probéhnout podle tfibodového planu izolace popsaném
v kapitole 13. Z divodu neuspésného vysledku u prvnich izolaci v LIS bylo pfistoupeno
k provedeni vsadkové izolace. Ani ta se vSak nezdafila, a to ani po opakované pfipravée
magnetického IS vsadkovou metodou. Po dalSim testovani bylo prokazano, Ze protilatka,
kterda méla za ukol izolovat ENG ze vzork( neni schopna vytvofit imunokomplex
v prosttedi affiblotu. Protilatka ¢i pouzity rekombinantni ENG patrné nejsou schopny
spolec¢né vytvofit imunokomplex, a tim padem bude potieba najit vhodnéjsi afinitni
bioreagencie, které pozadované naroky spliuji. Poté bude mozné provést izolaci ENG
a pokracovat v zapocatém Usili o vytvoreni automatizované izolace ENG. NeZ budou
nalezeny vhodné bioreagencie, je také mozné otestovat metody pfipravené v této
diplomové praci pomoci jiného modelového systému antigen-protilatka s ovérenou

tvorbou imunokomplexu.
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SEZNAM ZKRATEK

ZKRATKA  CESKY VYZNAM ANGLICKY VYZNAM

ALK Kindzovy receptor pro aktivin Activin receptor-like kinase

anti-ENG Anti-endoglin Anti-endoglin

. Protilatka proti lidskému ] )

anti-HUENG . Anti-human endoglin
endoglinu

BL Slepy vzorek Blank

BMP Kostni morfogeneticky protein =~ Bone morphogenetic protein

BSA Hovézi sérovy albumin Bovine serum albumin

CD Diferenciacni skupina Cluster of differentiation
Pocitacem fizeny obrabéci .

CNC . Computer numerical control
stroj

cv Variacni koeficient Coeficient of variation

ED Endotelova dysfunkce Endothelial dysfunction

EDAC N-(3-dimethylaminopropyl)- N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
N’-ethylkarboiimid ethylcarboimide

Enzyme-linked immunosorbent
ELISA -
assay

ENG Endoglin Endoglin

eNOS Endotelova NO-syntdza Endothelial NO-synthase

HAEC Lidské aortalni endotelové Human aortic endothelial cells
buriky

ICAM-1 Intracelularni adhezivni Intercellular adhesion molecule 1
molekula 1

IS Imunosorbent Imunosorbent

LDL Lipoproteiny o nizké hustoté Low density lipoprotein

L-ENG Dlouhy endoglin Long endoglin

LIS - Lab-In-Syringe

LLE Extrakce v kapalné fazi Liquid-liquid extraction

MC Magnetické ¢astice Magnetic particles

MES 2-(N-morfolino)- 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic
ethansulfonova kyselina acid

MMPs Matricové metaloproteazy Matrix metalloproteinases

MOF Organokovové sité Metal-organic frameworks

NO Oxid dusnaty Nitric oxide

OPI Otevreny port Open port interface

PBS Fostatem pufrovany Phosphate buffered saline

fyziologicky roztok
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PBST

PCR

PDZ

PECAM-1

RGD

RT
rhENG
SD
SENG
S-ENG
SIA

SMAD
SPE
sulfo-NHS

TGF-B

TRIS

VCAM-1

Fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok + Tween 20
(promyvaci pufr)
Polymerdzova retézova reakce

Tetrapeptid
serin-serin-metionin-alanin

Adhezivni molekula krevnich
desticek a endotelovych bunék
1

Tripeptid arginin-glycin-
asparagova kyselina

Pokojova teplota
Rekombinantni lidsky endoglin
Smérodatna odchylka
Solubilni forma endoglinu
Kratky endoglin

Sekvencni injekéni analyza

Extrakce pevnou fazi
N-hydroxysulfosukcinimid
sodny

Transformujici rastovy faktor
2-amino-2-
(hydroxymethyl)propan-1,3-
diol

Adhezivni molekula
vaskularnich bunék 1
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Phosphate buffered saline + Tween
20

Polymerase chain reaction
Post-synaptic density protein,
Drosophila disc large tumor
suppressor, Zonula occludens-1
protein

Platelet endothelial cell adhesion
molecule 1

Arginyl-glycyl-aspartic acid

Room temperature
Rekombinant human endoglin
Standart deviation

Soluble endoglin

Short endoglin

Sequential injection analysis
Suppressor of mothers against
decapentaplegic

Solid-phase extraction

Sodium N-hydroxysulfosuccinimide
Transforming growth factor
2-amino-2-

(hydroxymethyl)propane-1,3-diol

Vascular cell adhesion molecule 1
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PRILOHY

Priloha 1. Program FIALab pro pocatecni CiSténi systému LIS .......cccooevveviiniiieeenns
Priloha 2. Program FlALab pro ptipravu anti-ENG magnetického IS.......................
Priloha 3. Program FIALab pro izolaci ENG........cccceeviiiiiiiniieeccrieee e
Priloha 4. Program FIALab pro zavérecné Cisténi systému LIS.......cccocovveiiniineeenns
Priloha 5. Program FlALab pro cisténi OPI (vodou Milli-Q/etanolem)....................
Priloha 6. Program FIALab pro oplach hadi€ek pufry......ccccooeeviviiiiiiniiieeeieiieeees
Priloha 7. Program FIALab pro Cisténi stiikacky ........ccceeeeeiiieeeeiiiiee e,
Pfiloha 8. Program FIALab pro aktivaci MC..........ccveieueeiueeieiseceeeeeeeee e

Priloha 9. Program FIALab pro vazbu protildtek ..........ccccoeevieeiiiiiieiiiiiee e,

Priloha 1. Program FIALab pro pocdtecni Cisténi systému LIS

1 ml stfikacka
Method — Clean system, initial

Variable Define New OSP_MQCleaning
Variable Define New Tubes_AirCleaning

OSP_MQCleaning =1
Tubes_AirCleaning =1

' Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150

5 ml stfikacka
Method — Clean system, initial

Variable Define New OSP_MAQCleaning
Variable Define New Tubes_AirCleaning

OSP_MQCleaning =1
Tubes_AirCleaning = 1

' Clean all tubes with MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
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CavroXP12 Delay Until Done

' Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

' Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Delay Until Done

' Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

' Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

If OSP_MQCleaning =1
' Clean OSP with MQ (procedure)

If OSP_MQCleaning =1 Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
' Clean OSP with MQ (procedure) Ilicovd\Methods_5ml_syringe\P_Clean_OSP_MAQ.fia
Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie End If

llicova\ Methods_1ml_syringe

\P_Clean_OSP_MaQ.fia If Tubes_AirCleaning =1

End If ' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Aspirate (microliter) 900
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

If Tubes_AirCleaning = 1

' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 510
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Push Air to bead tube

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Dispense (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Push Air to bead tube

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Dispense (microliter) 170
CavroXP12 Delay Until Done ' Push Air to bead tube
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Delay (sec) 1 CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Dispense (microliter) 300

' Push Air to bead tube CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O7R Delay (sec) 1

CavroXP12 Dispense (microliter) 170

CavroXP12 Delay Until Done ' Push Air to bead tube

Delay (sec) 1 CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Dispense (microliter) 300

' Push Air to bead tube CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R Delay (sec) 1

CavroXP12 Dispense (microliter) 170 End If

CavroXP12 Delay Until Done
Delay (sec) 1
End If

Priloha 2. Program FIALab pro pripravu anti-ENG magnetického IS

1 ml st¥ikacka 5 ml stfikacka

Method — IS synthesis Method — IS synthesis

'Check the IF — variables 0/ 1 'Check the IF - variables 0/ 1

'Check the Rep number 'Check the Rep number

' Syringe head valve: ' Syringe head valve:

' Posl: OSP / Pos2: Water / Pos3: MES buffer / 'Posl: OSP / Pos2: Water / Pos3: MES buffer /
Pos4: Beads Pos4: Beads

' Pos5: Not used / Pos6: Not used / Pos7: ' Pos5: Not used / Pos6: Not used / Pos7:
Beads removal / Pos8: BF and WF Beads removal / Pos8: BF and WF

' Pos9: Not used / Pos10: PBS buffer / Pos11: ' Pos9: Not used / Pos10: PBS buffer / Pos11:
Waste / Pos12: Air Waste / Pos12: Air

Variable Define New VolBeads Variable Define New VolBeads

Variable Define New VolBeadTube Variable Define New VolBeadTube

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

Variable Define New CleanTimes Variable Define New CleanTimes

Variable Define New CleanPos Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel4 Variable Define New OptionCleanChannel4
Variable Define New OptionCleanSyringe Variable Define New OptionCleanSyringe
Variable Define New ActivationOfBeads Variable Define New ActivationOfBeads
Variable Define New AntibodiesOSP Variable Define New AntibodiesOSP

Variable Define New OptionRinsing with buffers Variable Define New OptionRinsing with buffers
VolBeadTube = 50 VolBeadTube =50

VolBeads = 400 VolBeads = 1333

VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads VolBeadSuspension = VolBeadTube + VolBeads

OptionCleanChannel4 =0 OptionCleanChannel4 = 0
ActivationOfBeads = 1 ActivationOfBeads = 1

AntibodiesOSP = 1 AntibodiesOSP = 1

OptionCleanSyringe = 1 OptionCleanSyringe = 1

OptionRinsing with buffers = 1 OptionRinsing with buffers = 1

'Rep = 3 sec spin + 12 sec sedim: ' Rep = 3 sec spin + 12 sec sedim:

'4 =1 min, 20 =5 min, 36 = 10 min, 108 = 30 '4 =1 min, 20 =5 min, 36 = 10 min, 108 = 30
min, 216=1h,648=3 h min,216=1h,648=3h
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' Empty Syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel 4 if needed

If OptionCleanChannel4 = 1

CleanPos =4

CleanVol = 150

CleanTimes =1

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_lInitial_Clean_Syringe.fia
End If

' Tubes rinsing with buffers

If OptionRinsing with buffers =1

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_CleanTubes_Buffers_Synthesis
fia

End If

If OptionCleanSyringe = 1

' Clean Syringe

CleanVol = 500

CleanTimes =2

CleanPos =2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicovd\metody\P_Initial_Clean_Syringe.fia
End If

' Aspiration of suspension of beads
CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter)
VolBeadSuspension

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with MES
CavroXP12 Command (?) O3R

' Empty Syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel 4 if needed

If OptionCleanChannel4 = 1

CleanPos =4

CleanVol =300

CleanTimes = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\ P_Initial_Clean_Syringe.fia
End If

' Tubes rinsing with buffers

If OptionRinsing with buffers =1

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_CleanTubes_Buffers_Synthesis.
fia

End If

If OptionCleanSyringe = 1

' Clean Syringe

CleanVol = 1000

CleanTimes =2

CleanPos =2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_lInitial_Clean_Syringe.fia
End If

' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspiration of suspension of beads
CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter)
VolBeadSuspension

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

/*

' Add MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

*/

' Beads sedimentation

Delay (sec) 20
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

If ActivationOfBeads =1

' Activation of beads

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_BeadsActivationTwoSteps.fia

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

End If

' Wash Beads with MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

If ActivationOfBeads = 1

' Activation of beads

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_BeadsActivationTwoSteps.fia

' Beads sedimentation
Delay (sec) 10

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

End If

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash Beads with MES

CavroXP12 Command (?) O3R
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

If AntibodiesOSP =1

' Adddition of antibodies

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_AspirateAntibodies.fia

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe to port 8 to test lost/not reacted
antibodies (BF)

CavroXP12 Command (?) O8R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5

CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

End If

' Wash Beads with MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 6

TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

Beep

Message Place new eppendorf port 8 (WF)
CavroXP12 Command (?) O8R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Get IS out

Loop Start (5)

' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate PBS buffer

CavroXP12 Command (?) O10R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

If AntibodiesOSP =1

' Adddition of antibodies

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_AspirateAntibodies.fia

' Beads sedimentation
Delay (sec) 10

' Empty syringe to port 8 to test lost/not reacted
antibodies (BF)

CavroXP12 Command (?) O8R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5

CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

End If

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash Beads with MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

Beep
Message Place new eppendorf port 8 (WF)
CavroXP12 Command (?) O8R
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 400
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty Syringe to port 7

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 5

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Deact_All

Loop End

Beep

Pfiloha 3. Program FIALab pro izolaci ENG

1 ml stfikacka
Method — ENG isolation

'Check the IF - variables 0/ 1
'Check the Rep number

' Syringe head valve:

' Posl: OSP/ Pos2: Water / Pos3: MES buffer
/ Pos4: Get beads

' Pos5: PBS + 0,1%BSA / Pos6: PBS+NaCl /
Pos7: Beads and BF

' Pos8: BF and WF / Pos9: Elution buffer /
Pos10: PBS buffer / Posl1: Waste / Pos12:
Air

Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes

Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel4
Variable Define New OptionCleanSyringe
Variable Define New OptionRinsing with buffers

OptionCleanChannel4 = 0
OptionCleanSyringe = 1
OptionRinsing with buffers = 1

' Rep = 3 sec spin + 12 sec sedim:
'4 =1 min, 20 =5 min, 36 = 10 min, 108 = 30
min,216=1h,648=3 h

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirate PBS and get IS

Loop Start (2)

TrinketMO Stirr_Max

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 500
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done
CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

CavrXP12 Flowrate (microliter/sec) 1200
CavroXP12 Command (?) O7R
TrinketMO Deact_All

CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Loop End

Beep

5 ml stiikacka
Method — ENG isolation

'Check the IF - variables 0 / 1
'‘Check the Rep number

' Syringe head valve:

'Pos1: OSP / Pos2: Water / Pos3: MES buffer /
Pos4: Get beads

' Pos5: PBS + 0,1%BSA / Pos6: PBS+NaCl / Pos7:
Beads and EF

' Pos8: BF and WF / Pos9: Elution buffer / Pos10:
PBS buffer / Pos11: Waste / Pos12: Air

Variable Define New CleanVol

Variable Define New CleanTimes

Variable Define New CleanPos

Variable Define New OptionCleanChannel4
Variable Define New OptionCleanSyringe
Variable Define New OptionRinsing with buffers

OptionCleanChannel4 = 0

OptionCleanSyringe =1

OptionRinsing with buffers = 1

' Rep = 3 sec spin + 12 sec sedim:

'4 =1 min, 20 =5 min, 36 = 10 min, 108 = 30 min,
216=1h,648=3h

' Empty Syringe
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' Empty Syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel 4 if needed

If OptionCleanChannel4 = 1

CleanPos =4

CleanVol =200

CleanTimes = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_lInitial_Clean_Syringe.fia
End If

' Tubes rinsing with buffers
If OptionRinsing with buffers =1
Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie

llicova\metody\P_CleanTubes_Buffers_Eng_lso

lation.fia
End If

If OptionCleanSyringe = 1

' Clean Syringe

CleanVol = 500

CleanTimes =2

CleanPos =2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicovd\metody\P_Initial_Clean_Syringe.fia
End If

' Aspiration of IS

CavroXP12 Command (?) O4R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 450 'XXXX
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 50
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Empty Syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Wash Beads with PBS
CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Clean Channel 4 if needed

If OptionCleanChannel4 = 1

CleanPos =4

CleanVol =300

CleanTimes =2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\ P_Initial_Clean_Syringe.fia
End If

' Tubes rinsing with buffers
If OptionRinsing with buffers =1
Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie

Ilicovd\Methods_5ml_syringe\P_CleanTubes_Buffe

rs_Eng_lsolation.fia
End If

If OptionCleanSyringe =1

' Clean Syringe

CleanVol = 1000

CleanTimes =2

CleanPos =2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie

Ilicovd\Methods_5ml_syringe\P_lInitial_Clean_Syri

nge.fia
End If

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspiration of IS

CavroXP12 Command (?) O4R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 550 'XXXX
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Add MES

CavroXP12 Command (?) O3R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500 'XXXX
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20
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CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done
Delay (sec) 1

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate 0,1% BSA + PBS - blocking
CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 10 minute(s)
Loop Start (36)

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 3

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 12

Loop End

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash Beads with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Empty Syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash Beads with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate 0,1% BSA + PBS - blocking
CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 10 minute(s)
Loop Start (36)

TrinketMO Stirr_Max

Delay (sec) 4

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 10

Loop End

' Beads sedimentation
Delay (sec) 10
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' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Beep

Message 500 ul HUEng to OSP

' Aspirate HUEng

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Incubation - Repeat = 60 minute(s)
Loop Start (216)

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 3

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 12

Loop End

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

Beep

Message new eppendorf port 8 (BF HuEng)
' Collect BF for HUENG

CavroXP12 Command (?) O8R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop Start (2)

' Wash IS with PBS + 0,15M NaCl
CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash Beads with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Beep

Message 500 ul HUEng to OSP

' Aspirate HUEng

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 600
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Add MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 60 minute(s)
Loop Start (216)
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CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' Wash Beads with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate elution buffer

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 50
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

" Incubation - Repeat = 5 minute(s)
Loop Start (20)
TrinketMO Stirr_Fast

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 4
TrinketMO Deact_All
Delay (sec) 10

Loop End

' Beads sedimentation
Delay (sec) 10

Beep

Message new eppendorf port 8 (BF HUEng)
' Collect binding fraction (BF) for HUEng
CavroXP12 Command (?) O8R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop Start (2)

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash IS with PBS + 0,15M NaCl
CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash Beads with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done
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Delay (sec) 3
TrinketMO Deact_All
Delay (sec) 12

Loop End

' Collect elution fraction (EF)
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Dispense (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Wash IS with elution buffer
CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 400
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Beep

Message New eppendorf - Waste - port 7
Loop Start (2)

' Wash IS with PBS

CavroXP12 Command (?) 010R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Aspirate Air to lift beads from Syringe Inlet
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate elution buffer

CavroXP12 Command (?) O9R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000 '1000 or 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 5 minute(s)
Loop Start (20)

TrinketMO Stirr_Max

Delay (sec) 4

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 10

Loop End

' Beads sedimentation
Delay (sec) 10

' Collect elution fraction (E)

CavroXP12 Command (?) O7R

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5

CavroXP12 Dispense (microliter) 1000 'XXXX 1000
or 500

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 50
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done
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CavroXP12 Aspirate (microliter) 100
CavroXP12 Delay Until Done

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

'Aspirate PBS and get beads

Beep

Message Place new eppendorf port 7
Loop Start (5)

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 400
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 5

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Deact_All

Loop End

Beep

' Wash IS with elution buffer
CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Beep

Message Waste - port 7

Loop Start (2)

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Wash IS with PBS

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Stirr_Max
Delay (sec) 6
TrinketMO Deact_All

' Beads sedimentation
Delay (sec) 20

' Empty syringe - waste

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 5
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Loop End

'Aspirate PBS and get beads

Beep

Message Place new eppendorf port 7
Loop Start (2)

TrinketMO Stirr_Max

CavroXP12 Command (?) O10R
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 500
CavroXP12 Aspirate (microliter) 1000
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 1200
CavroXP12 Command (?) O7R

TrinketMO Deact_All

CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Loop End

Beep

Priloha 4. Program FIALab pro zdvérecné Cisténi systému LIS

1 ml stfikacka
Method — Clean system, final

Variable Define New Tubes_EthanolCleaning

Variable Define New OSP_EthanolCleaning
Variable Define New OSP_MQCleaning
Variable Define New CleanSyringe

Tubes_EthanolCleaning =1
OSP_EthanolCleaning =1
OSP_MQCleaning =1
CleanSyringe =1

If Tubes_EthanolCleaning = 1

' Clean tubes with ethanol

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

5 ml stiikacka
Method — Clean system, final

Variable Define New Tubes_EthanolCleaning

Variable Define New OSP_EthanolCleaning
Variable Define New OSP_MQCleaning
Variable Define New CleanSyringe

Tubes_EthanolCleaning =1
OSP_EthanolCleaning =1
OSP_MQCleaning =1
CleanSyringe =1

If Tubes_EthanolCleaning = 1

' Clean tubes with ethanol

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

103



CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

End If

If OSP_EthanolCleaning=1

' Clean OSP with ethanol

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicovd\metody\P_Clean_OSP_Ethanol.fia
End If

Beep

Message put all tubes into MQ

' Clean tubes with MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done
End If

If OSP_EthanolCleaning =1

' Clean OSP with ethanol

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_Clean_OSP_Ethanol.fia
End If

Beep

Message Put all tubes into MQ

' Clean tubes with MQ

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O4R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
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CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

If OSP_MQCleaning =1

' Clean OSP with MQ

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_Clean_OSP_MAQ.fia

End If

If CleanSyringe = 1

' Clean syringe

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
llicova\metody\P_Final_Clean_Syringe.fia
End If

CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O7R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O8R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty
CavroXP12 Delay Until Done

If OSP_MQCleaning =1

' Clean OSP with MQ

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_Clean_OSP_MAQ.fia

End If

If CleanSyringe =1

' Clean syringe

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Marie
Ilicovd\metody\P_Final_Clean_Syringe.fia
End If

Pfiloha 5. Program FIALab pro ¢isténi OPI (vodou Milli-Q/etanolem)

1 ml stfikacka
Procedure — Clean OSP (MQ/etanol)

5 ml stfikacka
Procedure — Clean OSP (MQ/etanol)
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Loop Start (1)

' Aspirate MQ

CavroXP12 Command (?) O2R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Dispense to OSP

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Dispense (microliter) 250
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Aspirate MQ back from OSP
CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 350
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Loop End

Loop Start (1)

' Aspirate MQ

CavroXP12 Command (?) O2R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Dispense to OSP

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Dispense (microliter) 250
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Aspirate MQ back from OSP
CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 350
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Empty syringe

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done
Loop End

Priloha 6. Program FIALab pro oplach hadic¢ek pufry

1 ml stfikacka
Procedure — Rinsing with buffers

'Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

'Aspirate buffers

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

'Waste
CavroXP12 Command (?) O11R

5 ml stfikacka
Procedure — Rinsing with buffers

' Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate buffers

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O9R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O10R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

' Waste
CavroXP12 Command (?) O11R
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty
CavroXP12 Delay Until Done

'Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

'Aspirate buffers

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 150
CavroXP12 Delay Until Done

'Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Empty
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate air

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate buffers

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Command (?) O5R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Command (?) O6R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

' Waste

CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Priloha 7. Program FIALab pro cisténi strikacky

1 ml stiikacka
Procedure — Clean syringe

' This procedure is for cleaning the syringe pump

with
' a variable volume, solution, times

Loop Start (#) CleanTimes

TrinketMO Stirr_Fast

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

If CleanPos = 2

CavroXP12 Command (?) O2R
End If

If CleanPos =3

CavroXP12 Command (?) O3R
End If

If CleanPos = 4

CavroXP12 Command (?) O4R
End If

If CleanPos =5

CavroXP12 Command (?) O5R
End If

If CleanPos = 6

CavroXP12 Command (?) O6R

5 ml stfikacka
Procedure — Clean syringe

' This procedure is for cleaning the syringe pump

with

' a variable volume, variable port, variable times

Loop Start (#) CleanTimes

TrinketMO Stirr_Max

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 400
CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Aspirate (microliter) 700
CavroXP12 Delay Until Done

If CleanPos =2

CavroXP12 Command (?) O2R
End If

If CleanPos =3

CavroXP12 Command (?) O3R
End If

If CleanPos =4

CavroXP12 Command (?) O4R
End If

If CleanPos =5

CavroXP12 Command (?) O5R
End If

If CleanPos = 6

CavroXP12 Command (?) O6R
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End If

If CleanPos =7

CavroXP12 Command (?) O7R
End If

If CleanPos = 8

CavroXP12 Command (?) O8R
End If

If CleanPos =9

CavroXP12 Command (?) O9R
End If

If CleanPos = 10

CavroXP12 Command (?) O10R

End If

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) CleanVol
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 500
CavroXP12 Command (?) O11R
CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

TrinketMO Deact_All

Loop End

Pfiloha 8. Program FIALab pro aktivaci MC

1 ml stfikacka
Procedure — Beads activation

Beep

Message 200 ul EDC + SNHS to OSP

' Adddition of EDC + SNHS

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Beep

Message 200 ul MES to OSP

' Adddition of MES, wash OSP
CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Incubation - Repeat = 10 Minutes
Loop Start (36)

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 3

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 12

Loop End

End If

If CleanPos =7

CavroXP12 Command (?) O7R
End If

If CleanPos = 8

CavroXP12 Command (?) O8R
End If

If CleanPos =9

CavroXP12 Command (?) O9R
End If

If CleanPos = 10

CavroXP12 Command (?) O10R

End If

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) CleanVol
CavroXP12 Delay Until Done

CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 1000
CavroXP12 Command (?) O11R
TrinketMO Deact_All

CavroXP12 Empty

CavroXP12 Delay Until Done

Loop End

5 ml stiikacka
Procedure — Beads activation

Beep

Message 200 ul EDC + SNHS to OSP

' Addition of EDC + SNHS

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

Beep

Message 200 ul MES to OSP

' Addition of MES, wash OSP

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 200
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 1

' Aspirate MES

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 600
CavroXP12 Delay Until Done

' Aspirate Air to lift piston
CavroXP12 Command (?) O12R
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CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 10 Minutes
Loop Start (36)

TrinketMO Stirr_Max

Delay (sec) 4

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 10

Loop End

Priloha 9. Program FIALab pro vazbu protildtek

1 ml stfikacka
Procedure — Antibodies binding

Beep

Message 200 ul of antibodies to OSP

' Aspirate antibodies

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Aspirate MES buffer

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 400
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 60 minute(s)
Loop Start (216)

TrinketMO Stirr_Fast

Delay (sec) 3

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 12

Loop End

5 ml strikacka
Procedure — Antibodies binding

' Aspirate Air to lift piston

CavroXP12 Command (?) O12R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 500
CavroXP12 Delay Until Done

Beep

Message 200 ul of antibodies to OSP

' Aspirate antibodies

CavroXP12 Command (?) O1R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXP12 Aspirate (microliter) 300
CavroXP12 Delay Until Done

Delay (sec) 2

' Add MES buffer

CavroXP12 Command (?) O3R
CavroXP12 Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXP12 Aspirate (microliter) 800
CavroXP12 Delay Until Done

' Incubation - Repeat = 60 minute(s)
Loop Start (216)

TrinketMO Stirr_Max

Delay (sec) 4

TrinketMO Deact_All

Delay (sec) 10

Loop End
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