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Abstrakt

Protilatky izolované z vajeCnych Zzloutkli slepic pfedstavuji vhodny néstroj pouzitelny
v prevenci proti bakteridlnim, virovym ¢i parazitickym onemocnénim jak ve veterinarni, tak
1 humanni medicin€. Dal$i pouziti maji tyto protilatky v terapii napt. pii 1é€bé zanétlivych
onemocnéni stiev a zalude€nich viedl nebo jako antidota proti bakteridlnim ¢i hadim toxintm.
Pti jejich pouzivani jako 1éCebné-preventivniho piipravku je nutné navrhnout vhodnou formu

pro skladovani a naslednou aplikaci.

V bakaléiské praci byly pfipraveny protilatky z vajecnych Zloutkll imunizovanych
a kontrolnich slepic a byly porovndvany tfi postupy jejich suSeni provedené lyofilizaci,

metodou ,,spray drying* a volnym suSenim pfi laboratornich podminkéch.

Nejprve byly sledovany nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti vzorkti usuSenych
protilatek kontrolnich slepic, jako je rozpustnost a hygroskopicita. Bylo zji§téno, Ze usuSené
protilatky nejsou hygroskopické a jsou pomérné dobie rozpustné, nejpomaleji se rozpoustely
protilatky volné suSené¢ ve formé vlédken. Z porovnani UV-spekter roztok pfipravenych
z ususenych protilatek vyplynulo, Ze u téchto preparati nedoslo k denaturaci protilatek na rozdil
od roztoku protilatek ohtatych pii 80 °C po dobu 2 minut. Nasledn¢ byla metodou ELISA
ovétena reaktivita usuSenych specifickych protilatek ptipravenych proti BSA. Z vysledku
vyplyva, ze bez ohledu na zplsob suseni byla aktivita protilaitek zachovana ve
vSech ptipravenych vzorcich. NejSetrnéjSim susenim je vedle lyofilizace suseni protilatek pii

laboratorni teplot¢.

Kli¢ova slova: ELISA, suSeni IgY, denaturace, slepici protilatky



Abstrakt

Antibodies isolated from egg yolks of hens represent a useful tool for the prevention of
bacterial, viral or parasitic diseases in both veterinary and human medicine. Other uses of these
antibodies are in therapy, e.g. in the treatment of inflammatory bowel diseases and gastric ulcers
or as antidotes against bacterial or snake toxins. When using them as a therapeutic and
preventive preparation, it is necessary to design a suitable form for storage and subsequent

application.

In the bachelor thesis, antibodies were prepared from egg yolks of immunized and
control hens and three methods of their drying carried out by freeze drying, spray drying and

free drying under laboratory conditions were compared.

Firstly, some physicochemical properties of the dried antibody samples from control
hens were monitored, such as solubility and hygroscopicity. It was found that the dried
antibodies were not hygroscopic and were relatively soluble, while the free-dried antibodies in
fibre form were the slowest to dissolve. Comparison of the UV spectra of solutions prepared
from dried antibodies showed that these preparations did not denature the antibodies, unlike the
solution of antibodies heated at 80 °C for 2 minutes. Subsequently, the reactivity of the dried
specific antibodies prepared against BSA was verified using the ELISA method. The results
indicate that regardless of the drying method, antibody activity was preserved in all prepared
samples. The gentlest drying method, besides lyophilization, is drying the antibodies at

laboratory temperature.

Key words: ELISA, IgY drying, denaturation, chicken antibodies
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Seznam zkratek

Asgo absorbance pii vinové délce 280 nm

As7s absorbance pii vilnové délce 275 nm

Ajsg absorbance pii vinové délce 258 nm

DC dendritické bunky

NK bunky ,,hatural killer cells*

APC antigen prezentujici bunky

kDa kilodalton, jednotka molekulové hmotnosti

Ig imunoglobulin

PBS ,phosphate buffer saline®, fosfatem pufrovany solny roztok
ELISA ,Enzyme-Linked Immunosorbert Assay*



1 Uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém zajiStuje spole¢né s endokrinnim a nervovym systémem fizeni organismu
a udrzovani homeostazy neboli stalosti vnitiniho prostfedi. Jeho hlavni funkce tkvi v obrané
proti Skodlivym vliviim z vnitiniho i vnéjSiho prostiedi a v toleranci a rozpoznavani vlastnich
tkani. Na zajisténi imunitnich reakci se podileji lymfatické organy a tkané, rizné druhy bunék,
molekul a jejich vzdjemné interakce. Imunitni systém je rozdélovan na dva typy mechanismti,
které mezi sebou uzce spolupracuji, na specificky neboli adaptivni a na nespecificky neboli

vrozeny. Oba typy mechanismii zahrnuji bunééné a humorélni slozky. !>

1.1.1 Nespecificka imunita

Nespecificka neboli vrozena imunita je evolu¢né starsi a je v odlisné mife pfitomna u veskerych
mnohobunéénych organismill. S mechanismy nespecifické imunity se jedinec jiZ rodi. Imunitni
jelikoz se nevytvati tzv. imunologicka pamét’. Z tohoto diivodu dochézi pii opakované expozici
proti danému patogenu prakticky k identické imunitni odpovédi. Vrozené obranné mechanismy
1ze rozdélit na biologické (napf. nepatogenni mikroorganismy), chemické (enzymy, kyselé pH
moc¢i a Zaludku, nenasycené mastné kyseliny v koZznim mazu, kyselina mlécnd v potu)
a mechanické (napf. bariéra kiize, pohyb fasinek). Nespecificka imunita celi patogentim pomoci
dvou hlavnich strategii, prvni je vznik zanétu, coz je dulezity proces ni¢ici mikroby. Za druhé
je dilezité zamezit replikaci virti a zahubit virem infikované butiky jinymi mechanismy, nez je
zanét. Vrozend imunita je tvofena dvéma slozkami, humoralni a bunécnou. Humoralni slozka
zahrnuje interferony, lektiny, komplementovy systém a dal$i sérové proteiny akutni faze (C-
reaktivni protein). Bunécéna slozka je zastoupena dendritickymi buiikami (DC), makrofagy, NK

butikami (natural killers) ¢i zirnymi buiikami. -2

1.1.2 Specificka imunita

Specificka neboli adaptivni imunita je evolu¢né mladsi, objevuje se az u obratlovcl. Imunitni
odpovéd’ adaptivni imunity je pomalejsi, pro jeji rozvoj je zapotiebi nékolik dnli az tydnd, zalezi

na poctu setkani napft. s patogenem. Na rozdil od vrozené imunity se specifické imunitni



mechanismy spoustéji az po setkani s antigenem a jsou zavislé na aktivit¢ vrozené imunitni

reakce.

Dilezitou roli hraji dendritické buniky (DC), které jsou pfitomny témét ve vSech tkanich
a organech. DC pohlcuji antigeny a vystavuji je na svlij povrch v komplexu pomoci MHC
proteini. Pokud DC pohlti potencidlné patogenni molekulové struktury, tak se DC aktivuji
a ztraceji schopnost pohlcovani castic. Aktivované DC putuji do lymfatickych uzlin
a sekundarnich lymfatickych organti, stavaji se tak antigen prezentujicimi bunikami (APC).
V ptislusnych lymfatickych uzlinach ¢i organech APC prezentuji ziskany antigen specifickym
T a B lymfocytim. Pro aktivaci lymfocytd je zapotiebi kromé rozpoznani antigenu
prezentovaného APC také dalsi kostimulacni signaly. Mechanismy adaptivni imunity maji
anticipacni a klondlni charakter. Tudiz je v téle pfipraven nadbytek individualné odliSnych
T a B lymfocytl jeste pfed stykem s patogenem. Jednotlivé lymfocyty se vzajemné odliSuji

detaily struktury vazebnych mist na povrchovych antigenné specifickych receptorech.

Pro specifickou imunitu je typickd tzv. imunitni pamét. Imunitni odpovéd po
sekunddrni expozici dané¢ho antigenu je pak obvykle vyrazné rychlej$i a vyvolava vyssi

produkci protilatek.

Bunééné mechanismy jsou zastoupeny piedevSim T lymfocyty. Humoralni
mechanismy imunitni odpovédi zprostfedkovavaji protilatky, které jsou produkovany
B lymfocyty a plazmatickymi buiitkami. Adaptivni imunitu lze ziskat pfirozené vystavenim

organismu infekci ¢i uméle pomoci imunizace. '

1.1.2.1 Struktura imunoglobulini

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou glykoproteiny, jejichz struktura pfipomind pismeno Y.
Pro strukturu molekuly imunoglobulinu je charakteristické, ze je tvofena ze dvou shodnych
lehkych (L) a dvou identickych tézkych (H) fetézct. Lehké fetézce imunoglobulinti v lidském
organismu mohou byt tvofeny dvéma typy fetézci A €i k, které se podstatné li§i sekvenci
aminokyselin zejména v oblasti konstantni domény. Lidské imunoglobuliny mohou obsahovat
pet typt tézkych fetézel — a., v, 0, € a W, podle nichz jsou imunoglobuliny d€leny do tiid: IgA,
IgG, IgD, IgE a IgM. T&zké fetézce jsou vzajemné spojeny kovalentni vazbou realizovanou

disulfidickymi (cystinovymi) mustky. Ke kazdému z obou té€zkych fetézcl je kovalentné
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piipojen jeden lehky fetézec pomoci disulfidického miistku. Tézké fetézce se skladaji ze Ctyt
az péti strukturné podobnych domén (dano dle imunoglobulinové tfidy), pricemz kazdou
doménu tvoii sekvence 110-120 aminokyselin. Jednotlivé domény svoji prostorovou strukturou
pfipominaji soudky, jez jsou vzajemné spojené kratkymi tiseky polypeptidového fetézce. Lehké
fetézce jsou tvofeny pouze dvéma imunoglobulinovymi doménami. Molekulova hmotnost
tézkych fetézci je ptiblizné 50-75 kDa v zavislosti na tfidé fetézce a lehkych fetézct je 25 kDa.
Jako variabilni oblast lehkého a tézkého fetézce (V, a Vi) je nazyvana N-koncova ¢ast fetézct,
kterd vytvaii vazebné misto pro antigen. Strukturni rozdily variabilni domény ud¢€luji
imunoglobuliniim zna¢nou vazebnou rozmanitost, jeZ je zavisla na klonu B lymfocytu, kterym
je imunoglobulin produkovén. Ostatni domény jsou oznacovany jako konstantni (C;, a Cy) dle

prislugnosti k lehkému ¢i t&zkému fetézei.>*

N-koncové domény

variabilni oblast

Vi

Vi

lthk\ retézec

disulfidické mustky pantova oblast

Ch2

tézky fetézec

Ch3

C-koncové domény

Obrazek 1: Struktura molekuly sav¢iho imunoglobulinu IgG. Molekula se sklada ze dvou lehkych (zelenych)
a dvou tézkych (modrych) fetézcil, jenz jsou mezi sebou propojeny pomoci disulfidickych mistki. Retézce
obsahuji konstantni doménu (C, - lehky fetézec, Cy- t€zky fetézec) a zakonceny jsou variabilni doménou (V- lehky
fetézec, Vy- t€Zky fetézec) nesouci vazebné misto pro antigen. Molekula imunoglobulinu je slozena z N-
koncovych domén odpovidajicich Fab-fragmentim a C-koncovych domén neboli Fc-fragmentu. Fab-fragmenty
s Fc-fragmentem jsou propojeny pomoci pantové oblasti. Obrazek byl pfevzat a upraven.’
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Molekulu imunoglobulinu lze proteolyticky $tépit na fragmenty oznacované jako Fc
(crystallizable), Fab (antigen binding) ¢i Fv (variable). Fragmenty Fc jsou rozpoznavany
Fc receptory fagocytli, nebo na né¢ mohou byt navazany komplementové proteiny C1, jsou tedy
zodpovédné za efektorové funkce. Tyto casti tézkého fetézce jsou glykosylovany.
Fab fragmenty jsou monovalentni, obsahuji jen jedno misto pro navazani antigenu. Fv fragment
lze odsteépit z Fab fragmentu, je slozen pouze z nekovalentné asociovanych N-koncovych
domén variabilni oblasti lehkého a tézkého tetézce. Pantovou (hinge) oblasti je nazyvana ¢ast
imunoglobulinu, kde jsou tézké fetézce spojeny pomoci disulfidickych mistkii. Pantova oblast

poskytuje Fab fragmentiim zna¢nou flexibilitu.?

1.1.2.2 Rozdily ve struktute IgY a IgG

U ptakd, plazii a obojzivelnikil je prevladajicim sérovym imunoglobulinem IgY, ktery je
povazovan za evolu¢niho predchiidce sav¢ich imunoglobulinti IgG a IgE. IgY a je sekretovan
do vajecného Zloutku (odtud nazev IgY — ,yolk®). Ptici v men$i mife produkuji také
imunoglobuliny IgM a IgA, které jsou na rozdil od IgY koncentrovany ve vaje¢ném bilku.
Imunoglobuliny IgY a IgG si jsou velmi podobné vlastnostmi 1 funkcemi, pfestoZe mezi nimi
existuji znacné strukturni rozdily. Imunoglobulin IgY obsahuje C¢tyfi konstantni domény
tézkého fetézce, IgG obsahuje pouze ti1, coZ souvisi s vys$si molekulovou hmotnost IgY. Oproti
savéimu imunoglobulinu IgG maji IgY niZsi izoelektricky bod a jsou hydrofobné;si. Dalsi
odliSnosti je absence pantové oblasti u IgY. Z tohoto divodu je flexibilita obou ramen
Fab fragmentd zna¢n¢ limitovana. Vyhodou méné flexibilniho fetézce IgY je vyssi odolnost
imunoglobulinu vici proteolytické degradaci a fragmentaci. Pantova oblast u IgG umoziuje
ohyb ramen v rozsahu 60 — 180°, a tim stericky usnadiiuje navazani antigenu do vazebnych

epitopt obou ramen.**
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vazebné misto vazebné misto
pro antigen pro antigen

Antigen Antigen

Fab-fragment
pantova oblast

.  Fe-fragment >— Fc-fragment

eral
Savéi IgG Ptaci IgY

Obrazek 2: Porovnani struktury molekul savéiho IgG a ptac¢iho IgY imunoglobulinu. Molekuly se skladaji ze dvou
lehkych (modrych) a dvou tézkych (Cervenych) fetézcd, jenz jsou mezi sebou propojeny pomoci disulfidickych
mustki. Retézce obsahuji konstantni doménu (C,- lehky fetézec, Cy- t&7ky fetézec) a jsou zakonéeny variabilni
doménou (V- lehky fetézec, V- tézky fetézec) nesouci vazebné misto pro antigen. Molekula imunoglobulinu je
slozena z N-koncovych domén odpovidajicich Fab-fragmentiim a C-koncovych domén neboli Fc-fragmentu. Fab-
fragmenty s Fc-fragmentem jsou u sav¢iho imunoglobulinu IgG propojeny pomoci pantové oblasti, u molekuly
pta¢iho imunoglobulinu IgY pantova oblast neni vytvofena. Obrazek byl ptevzat a upraven. ’

1.1.2.3 Vyhody pouziti IgY

Protilatky jsou ziskavany z vajeéného zloutku neinvazivni metodou, ktera nevystavuje zvitata
stresu, jak je tomu pfi imunizaci savcl. Také je tato metoda ekonomicky vyhodna. Slepice
postupné vyprodukuje mnozstvi protilatek srovnatelné s vétSimi savci, jako jsou naptiklad kozy
¢i ovce. Chov slepic je v porovnani s témito zvitaty vyrazné levnéjsi. Slepice snese za jeden
rok v priméru 300 vajec, coz odpovida 20 az 40 g protilatek IgY, z cehoz 2 az 10 % obsazenych
IgY jsou antigenné specifické protilaitky na antigen pouzity pro imunizaci. MnoZstvi
vyprodukovanych protilatek je zdvislé na mnozstvi aplikovaného antigenu, na jeho molekulové
hmotnosti a imunogenicité.>!! Diky skute¢nosti, 7e vaje¢ny Zloutek obsahuje pouze
imunoglobulin IgY,'? 1ze ho izolovat ze smési ostatnich Zloutkovych proteini ekonomicky

nenaro¢nou a snadnou metodou. '°
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Molekula IgY vykazuje zna¢nou odolnost vii¢i teplu a zménam pH. Imunoglobulin Y je
aktivni v rozsahu hodnot pH 3,5 — 11. Stabilitu si zachovava az do teploty 70 °C. Pro ochranéni

molekuly pfed tepelnou denaturaci miize byt pfiddna maltosa, sacharosa ¢i glycin.®

Zloutkové imunoglobuliny IgY 1ze dlouhodobé skladovat bez vyznamné ztraty aktivity
pii 4°C po dobu 5 az 10 let, dalsi variantou je dlouhodobé uchovavani pii teploté -20 °C. Pti
skladovani imunoglobulinti pii -70 °C mtize byt aktivita snizena aZ o 50 %. ° V roztoku lze IgY
skladovat s pfidavkem konzervantu jako napf. trimerosalu o koncentraci 0,03 % (w/v), azidu

sodného o koncentraci 0,02 % (w/v) nebo gentamicinu o koncentraci 50 pg/ml.'

1.2 Imunizace

Imunizace je proces umélého navozeni imunity proti infekénim nemocem. Existuji dva typy
imunizace — aktivni a pasivni. Aktivni imunizace stimuluje organismus k produkci protilatek
a k zprosttedkovani dal$ich imunitnich odpovédi podanim vhodného antigenu, vakciny. Pasivni
imunizace poskytuje okamzitou ale kratkodobou imunitu podavanim hotovych lidskych nebo

zvitecich protilatek. '

1.2.1 Aktivni imunizace

Aktivni imunizace neboli vakcinace vyvolava imunitni reakci vystavenim organismu antigenu
virového ¢i mikrobidlniho piivodu. Zakladatelem vakcinace byl anglicky 1ékat Edward Jenner,
ktery koncem 18. stoleti vyuzil k prevenci neStovic zivy virus kravskych neStovic neboli
Vaccinia. Infekce virem Vaccinia vyvolala pouze mirné onemocnéni a udélila ochranu i proti
pfibuznému viru pravych nestovic. Jenner vypozoroval, ze doji¢ky krav, které prodélaly
pozorovani naockoval 8letého chlapce hnisem z viidku kravskych neStovic od nakazené
dojicky. Nasledn¢ byl chlapec umysln€ infikovan virem pravych nestovic, ale neprojevily se
u n¢ho zadné symptomy. Principy ockovani a infekénich nemoci byly pevné stanoveny az o sto

let pozdgji praci Louise Pasteura a Roberta Kocha. '°

Imunitni odpoveéd’ navozuje vytvoreni specifickych plazmatickych bun¢k a pamétovych
B-lymfocyti, aniZ by se nemoc rozvinula. Vyvolana imunitni reakce zajiSt'uje jedinci ochranu

pii pfistim setkdni se stejnym antigenem. Vakciny mohou byt pfipraveny z mikroorganismu

14



nebo pouze z jejich antigennich slozek. Existuji riizné typy vakcin jako napt. atenuovang, které
jsou pftipraveny zzivych oslabenych mikroorganismii a dale inaktivované, jez obsahuji
usmrcené¢ mikroorganismy. Dal$im typem jsou podjednotkové vakciny obsahujici pouze
izolované slozky mikroorganismui. Pripravit ockovaci latku Ize také pomoci chemicky
modifikovanych, inaktivovanych mikrobialnich toxinli neboli toxoidi. Do ockovacich latek
jsou pridavany latky zlepsSujici imunitni odpovéd’ neboli adjuvancia a latky stabilizujici vakciny
tedy stabilizatory a konzervanty. Adjuvancia jsou do ockovacich latek ptidavany pro usnadnéni
pohlceni antigenu APC (antigen prezentujicim bunikam). Nejcastéji pouzivanym adjuvanciem

je hydroxid hlinity.>!¢

Pomérmné novym typem vakcin jsou mRNA vakciny. Medidtorova RNA nese informaci
pro syntézu proteinu (antigenu) patogenniho mikroorganismu ¢i nadorové buiiky, proti kterému
ma byt vytvofena imunitni odpoveéd’. Oproti vySe jmenovanym typim vakcin maji mRNA
vakciny fadu vyhod. Jsou bezpecnéjsi, nehrozi u nich riziko rozvinuti nemoci. Degradace
mRNA probihd pfirozenymi bunénymi procesy, jeji poloCas lze regulovat riznymi
modifikacemi. Molekula mRNA je upravena tak, aby se co nejvice podobala mRNA, které se
vyskytuji pfirozené v cytoplasmé eukaryotickych bunék. Vakciny mohou byt podavany
opakovang, jelikoZz je mRNA minimalni geneticky vektor, a tudiz nehrozi nechténd imunitni
odpovéd’. Dalsi vyhodou je pomérn€ rychld a nendkladnd vyroba. Tyto vakciny lze vyuzit

k prevenci vzniku infekénich onemocnéni i proti n&kterym typtim rakoviny.!”-!3

1.2.2 Pasivni imunizace

Pasivni imunizace probiha pfirozené jiz v prenatdlnim obdobi, kdy dochazi k pfenosu
matefskych protilatek do organismu vyvijejiciho se plodu ptes placentu. Dalsi protilatky savci
potomek ziskavd po narozeni pozitim mleziva, které je bohaté na imunoglobuliny. Pasivni
imunizace je nezbytna pro rozvoj imunitniho systému mlad’at. Terapeuticky zpusob pasivni
imunizace je zaloZen na pfenosu hotovych protilatek z jednoho jedince na druhého, ¢imz Ize
pfedchazet nebo 1é€it nékterd onemocnéni tim, Ze poskytuje okamzitou, kratkodobou ochranu.
Vyhodou pasivni imunizace oproti vakcinaci je, Ze neni zavisla na imunitnim stavu piijemce.
K imunizaci lze vyuzit zviteci 1 lidské imunoglobuliny. Zviteci protilatky jsou vyuZivany
napfiklad proti riznym toxintim jako jsou bakterialni toxiny ¢i hadi jed. Pfi opakovaném podani
hrozi vznik sérové nemoci ¢i anafylaktickych reakci. Lidské protilatky byvaji vyuzivany pro

ochranu jedinct ohroZenych zadvaznymi infekcemi, jako je tetanus nebo vzteklina. 161920
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Po podani komplexniho antigenu jsou organismem produkovany polyklonélni protilatky,
jenz maji riznou specifitu, a proto reaguji s mnohymi epitopy urcitého antigenu. Kazda
specificka protilatka je produkovana vlastni linii plazmatickych buné¢k. Naopak monoklonalni
protilatky jsou produkovany pouze jednim klonem plazmatickych bunék, tudiz jsou jednoho
izotypu a maji jednu shodnou specifitu. Monoklonalni protilatky lze ptipravit fuzi B-lymfocytu,
ktery produkuje protilatky zadané specifity s vhodnou myelomovou linii. Takto je pfipravena
hybridni imortalizovana buiika nazyvana hybridom. Jelikoz monoklonalni protilatky zvifeciho
puvodu mohou vyvolat imunitni odpoveéd’, tak lze pfipravit chimerické ¢i humanizované
monoklonalni protilatky. Chimerické monoklonélni protilatky se skladaji z hlodavéich
variabilnich domén a z lidskych konstantnich domén. Humanizované monoklonalni protilatky
maji pouze kratké hlodavéi useky, zbytek molekuly je nahrazen strukturami z lidského
imunoglobulinu. Ptipravit 1ze 1 zcela lidské monoklonalni protilatky. Funkce monoklonalnich
protilatek miize byt omezena, pokud dojde k malé zméné ve struktufe epitopu napi. disledkem

glykosylace ¢i genetického polymorfismu.>!%-2!

1.2.2.1 Terapeutické vyuziti IgY pro pasivni imunizaci
Pouziti polyklonalni IgY proti infekénim onemocnénim minimalizuje riziko mikrobidlni
rezistence, protoze je protilatka namifena proti riznym antigentim stejného mikroorganismu,

coz vyzaduje pro svou syntézu vice gendi.?

Imunoglobuliny nejsou syntetickymi 1éCivy, jelikoz jsou ptirozené produkovany
v organismu zvirat. Slepi¢i vejce jsou piirozenou soucasti lidské stravy, a proto je IgY lidskym
organismem dobfe snaSen a nevyvolava nezadouci ucinky. IgY lze podavat i lidem s alergii na
vejce, jelikoz purifikovany IgY neobsahuje vajecny albumin, ktery je nejcastéji spoustéem

alergické reakce.’

Zloutkovy imunoglobulin miize na patogen pisobit aglutinaci, opsonizaci nebo
neutralizaci. Aglutinace je reakce, pfi které protilatky svou vazbou shlukuji antigeny, coz miize
vést az k jejich srazeni. Protilatky se mohou navazat (opsonizovat) na antigenni Castici Ci
mikroorganismus, a tim umozni jejich pohlceni fagocytickymi bunikami a aktivaci jejich
destruk¢nich mechanismi. Pfi neutralizaci se protilatky navazou na kritické epitopy

mikroorganismu, toxind nebo vird, ¢imz blokuji jejich toxické plsobeni. Vyhodou IgY je, ze
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Fc cast neni schopna aktivovat lidsky komplement a ani se nevaze na Fc receptor, coz

nenavozuje rozvoj zanétu. >°

Vysoké mnozstvi kyseliny sialové obsazené v molekule IgY vyznamné prodluzuje
polocas jejich rozpadu v porovnani s jinymi glykoproteiny, u nichz je obsah kyseliny sialové
nizsi. Toto zjisténi vypovida o tom, ze 1é¢iva zaloZena na IgY by mohla v téle déle cirkulovat,
tim by se mohla zvysit G¢innost proti infekcim. ® Oproti tomu ,.clearance* miize byt zvysena
vysokym obsahem manosy v glykanech na Fc¢ fragmentu imunoglobulinu, coz bylo sledovano

pii terapeutickém podani IgG v lidském séru.?

1.3 Lékové formy

Lékova forma je spole¢né se zptisobem piipravy terapeutického ptipravku a zptisobem jeho
podani dillezitym aspektem pro terapeutickou G€innost, kterd nezavisi pouze na samotné ucinné
latce. Uvedenymi faktory I1ze ovlivnit ndstup a trvani lé€ebného ucinku, biologickou dostupnost
a rychlost uvoliovani u¢inné latky z Iékové formy do krevniho obéhu a dobu, po kterou se
koncentrace 1é¢iva v krevnim ob&hu zachovava v terapeutickém rozmezi. Ideédlni 1ékova forma
1é¢ivého ptipravku by méla splitovat nasledujici podminky:
e snadné podani
e uvolnéni nejvétsiho mozného mnozstvi ucinné latky ¢i jejiho prekurzoru
e rychlost uvolnovani v souladu s farmakokinetickymi vlastnostmi léciva, jeho
koncentrace v krevnim ob¢hu ¢i cilovém organu zachovéna po pozadovanou dobu
v terapeutickém rozmezi
e rychlost uvoliiovani, absorpce a eliminace 1é¢iva co nejméné zavisla na fyziologickych
proménnych
e bez nezadoucich Gcinkil
e lepsi stabilita terapeutického piipravku oproti stabilité G¢inné latky
e snadnd a dobfe reprodukovatelna vyroba s rovhomérnym sloZzenim

e zamezeni kontaminace cizorodymi latkami a patogennimi mikroorganismy
Lékové formy lze rozdélit na dvé zdkladni — kapalné a pevné. Kapalné ptipravky lze délit

na roztoky, emulze, suspenze, extrakty, sirupy, spreje a dalsi. Pfipravovéany jsou rozpousténim,

emulgovanim ¢i suspendovanim U¢inné latky ve vodé€, minerdlnich olejich, alkoholu nebo
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vodnych roztocich s pomocnymi latkami jako jsou pufry, konzervacni latky, barviva,
povrchové aktivni latky ¢i latky upravujici chut’. Rozpustnost nékterych malo rozpustnych 1é¢iv
lze zlepsit snizenim velikosti Castic, tvorbou komplext, pfidanim pomocnych rozpoustédel,
chemickou modifikaci ¢i zménou pH. S kapalnou formulaci je spjata i fada nevyhod. Oproti
piipravkiim v suché form¢ byvaji kapalné ptipravky objemnéjsi, vyzaduji opatrné zachdzeni
a maji specifické podminky pro uchovavani. V kapalné formé byva lé¢ivo nachylnéjsi k ristu
mikroorganismu, také snaze podléha reakcim s pomocnymi latkami a degradaci. Problém také
muze nastat s piesnosti davkovani. Mezi pevné 1ékové formy Ize tadit tablety, tobolky, pastilky
a dalsi. Pii ptipravé tablet jsou k ucinné latce pridavany plniva a pojiva, ktera vypliuji objem
a zajist'uji vzajemnou adhezi castic. Naopak pro zajisténi rozpadu pevné slisovanych tablet jsou
pridavana rozvolnovadla. Slozenim tobolek Ize tidit jejich rozpustnost dle hodnoty pH, a tim
ovlivnit ve které ¢asti travici dutiny dojde k jejimu rozpusténi a absorpci 1é¢iva. SloZeni tobolky
byva z Zelatiny a plastifikatoru, jeji tvrdost 1ze ovlivnit plisobenim formaldehydu tak, Ze mtze
odolévat kyselému pH v zaludku. Pevné I€¢kové formy jsou oproti kapalnym formulacim
stabilngj$i a obvykle nevyzaduji specialni naroky na skladovani. Nékteré 1éky mohou byt
hygroskopické, ¢imZ mize byt ovlivnéna jejich stabilita. ObtiZe u nékterych jedincti mize €init

polykani tablet &i jejich chutnost pii peroralnim podéani.?*2

Léciva mohou byt podana lokalné ¢i celkové. Pti lokalnim podéni je nezddouci prunik
lé¢iva do systémové cirkulace. Obvykle se aplikuji na kiZi, sliznice ¢i télnich dutin. Naopak
pti celkové 1€¢bé je Zadouci, aby se do krevniho ob&hu dostala u¢innd latka. Cela davka léciva
do krevniho ob¢hu pronikne pii intravaskularnim podani. Pouze ¢ast davky pronikne do
krevniho ob¢hu pii extravaskularnim podani, protoze se l1é¢ivo musi rozpustit a v misté
absorpce musi prekondvat biomembrany. Déle 1ze 1ékové formy rozdé€lit dle cesty podani na
enterdlni, jejichz absorpce probiha v riznych castech travici soustavy a parenteralni mezi, nez

se fadi ostatni cesty podani. 26?7

Pro ziskani pozadované 1ékové formy se k ucinné latce pridavaji rizné pomocné latky
neboli excipienty, které zlepSuji fyzikalni a chemické vlastnosti ptipravku. Ke kazdé ucinné
latce musi byt vybrany kompatibilni excipienty tak, aby nepfispivaly k jejimu rozkladu. Naopak
by mély zvySovat stalost ptipravku pii skladovani i1 pfi jeho podani. Pomocné latky mohou byt
dle své funkce v terapeutickém pfipravku rozdéleny na stabilizujici, ovliviiujici biologickou
dostupnost, konstitutivni a upravujici smyslové vjemy. Nékteré excipienty mohou plnit vice

funkci zaroven. V ptipravku ptevazuji konstitutivni latky neboli vehikula, které tvoti zaklad
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piipravka a udé€luji jim jejich charakter. Stabilizujici latky mohou mit fyzikalni i chemicky
stabilizujici efekt. Povrchové aktivni latky a latky zvySujici viskozitu jsou vyuzivany ke
stabilizaci disperzniho stavu lékovych forem. Pfed katalytickym rozkladem, oxidaci ¢i
mikrobidlni kontaminaci chrani 1é¢ivo chemické stabilizatory. Pomocné latky ovliviiujici
biologickou dostupnost jsou vyuzivany v topickych a pevnych piipravcich. Jako latky

upravujici smyslové viemy Ize vyuzit barviva a latky upravujici pach a chut.?®

1.3.1 Formulace protilatek pro Gcely aktivni a pasivni imunizace

Protilatky jsou stabilnéjsi oproti jinym proteintim, piesto se pfi jejich formulaci pro terapeutické
ucely musi piedejit degradaénim procestim, které lze rozdélit na fyzikélni, chemické
a biologické. Zména fyzikdlnich vlastnosti se mize projevit agregaci a denaturaci protilatky.
Hlavni chemické degradacni drahy imunoglobulini jsou deaminace, oxidace, fragmentace,
izomerace ¢i zesitovani. K degradacnim procesim mutize dojit nejen pfti ptiprave piipravku, ale
i béhem jeho skladovani. Proto je dulezité dbat i na vhodné slozeni materiali, ve kterych je
ptipravek uchovavan. Nachylnost protilatky k degradacnim procestim zavisi na jeji individualni

sekvenci, izoelektrickém bodg, obsazeném mnoZstvi sacharidl ¢ hydrofobnosti.?3!

Pro snizeni nachylnosti protilatky viici degradaci jsou do ptipravki pridavany pomocné
latky za u¢elem stabilizace molekuly imunoglobulinu, a tim i zachovani jeji aktivity.*? Idealné
by mél byt piipravek stabilni pii pfepravé a nenaroc¢né skladovatelny. Typicka formulace
terapeutického ptipravku obsahuje vedle protilatky, pufr, sufraktant a pomocnou latku pro
upravu osmolality ¢i tonicity nebo lyoprotektant v pripadé€ lyofilizovanych ptipravkd. Zpisob

podani je obvykle subkutanni ¢&i intravenézni. 3!

Kapalna davkova forma byvéa obvykle vyhodnégjsi oproti lyofilizovanym produktim,
diky snazS§imu podavani a méné nakladné vyrobé. Kapalné formy piipravkl byvaji zpravidla
velmi koncentrované, coz muze zplisobovat agregaci protilatek béhem skladovani a vysoka
viskozita miize komplikovat injekéni podéni ptipravku.®* SniZeni viskozity piipravku miize byt
provedeno piidanim NaCl ¢i upravou pH, které obvykle byva slabé kyselé ¢i neutrdlni. Vyssi
koncentrace protilatky zajist'uje stabilitu béhem zamrazovani a rozmrazovani roztoku. Casto
jsou k roztokim také pfidavany sacharidy jako je sacharosa ¢i trehalosa, jenz vétSinou plisobi
pozitivné pro zachovani fyzikalnich vlastnosti protilatek a zamezuji tak jejich agregaci.

Agregaci protilatek miize zpiisobit napiiklad tiepani.’!
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Lyofilizované pevné formy protilatek jsou obvykle pfipraveny v ptipad¢, kdy protilatky
v kapalné formé nejsou dostatecné stabilni. Pfi vyrobé& lyofilizované formy se k roztoku
protilatky piidava pomocna latka — plnidlo, které zvySuje objem piipravené¢ho produktu. Mezi
nejcastéji pouzivana plnidla se fadi mannitol a glycin, jenz jsou ale Spatnymi stabilizatory. Bylo
dokonce zjisténo, ze pfiddni vy$$itho mnozstvi mannitolu nez je 20 mg na 1 mg lidské
monoklonalni protildtky miize urychlit agregaci béhem lyofilizace.** Pro zachovéni stability se
opét Casto vyuzivaji neredukujici sacharidy. Lyofilizované produkty musi byt chranény pied

vlhkosti, nebot’ zvysuje rychlost degradace béhem skladovani.>!

Dalsi moznosti pfipravy pevnych davkovych forem je suSeni protilatek pomoci metody
»spray drying“ neboli suseni rozprasovanim. Hlavnim problémem pfi této metodé¢ muiize byt
vystaveni protilatky vysokym teplotam, i kdyZ pouze na velmi kratkou dobu. Nésledkem mize
dojit k agregaci proteind. Pro stabilizaci Ize ptidat pomocné latky trehalosu, laktosu ¢i sorbitol,

které agregaci eliminuji. 3%3!

1.3.2 Formulace slepicich protilatek pro peroralni podani

Slepi¢i protilatky maji velky potenciadl pii navrhovani terapeutickych a profylaktickych
piipravki proti gastrointestindlnim onemocnénim. Ackoli jsou protilatky IgY pomérné stabilni
oproti ostatnim proteinlim, tak hrozi jejich poSkozeni vlivem nizkého pH Zaludecnich $tav
a pusobenim travicich enzymi véetné trypsinu, chymotrypsinu a pepsinu. Poskozené molekuly
IgY mohou ztratit svou biologickou aktivitu, ovSem je znama i studie, kterd ukazuje, Ze si
degradované Fab-fragmenty mohou zachovat &4st své neutralizaéni schopnosti.> Protilatky Ize
pted nepiiznivym prostfedim ochranit riiznymi metodami. N€kterymi ze zkoumanych metod je
jejich zapouzdieni do chitosan-aglinatovych kapsli, liposomt ¢i ptiprava polyakrylamidovych
hydrogeld, jenz slouzi jako nosice. Chitosan je Casto vyuzivan jako potahovy material kapsli,

protoZe snizuje jejich bobtnani, zlepsuje stabilitu.*¢3*

1.4 Lyofilizace

Lyofilizace je proces suSeni materidll za snizen¢ho tlaku a teploty, pfi kterém dochazi
k sublimaci témét veskerych kapalnych slozek ze vzorku. Je hojné vyuZivana pro stabilizaci

potravin, biologickych materilt a 1é¢iv jako jsou napf. vakciny, proteiny, bakterie nebo savci
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buniky. Nasledkem odstranéni kapalnych slozek ze vzorki pomoci sublimace je vytvoreni
vysoce porézni struktury lyofilizovanych produkt. Vzhledem k odstranéni témét veskerych
kapalnych slozek je vzorek rezistentni proti rastu mikroorganismii ¢i proti chemickému
rozkladu. Pokud jsou zvolené optimalni podminky lyofilizace, lyofilizované materidly se
neposkodi a pifidanim odpovidajiciho mnozstvi vhodného rozpoustédla ziskavaji pivodni
morfologii a biologickou aktivitu. Jednim z benefitii lyofilizace je ptfitomnost vakua, které
minimalizuje u€inky oxidace materidlli senzitivnich na piisobeni vzdusného kysliku. Dalsi
vyhodou je nizka teplota béhem suSeni, ktera ptispiva k potlaceni termo-degradacnich procesii

v lyofilizatu.>**!

Lyofilizace probiha ve tiech ¢i ¢tyfech po sobé jdoucich krocich — uprava vzorku pred
lyofilizaci, zmrazeni, priméarni suSeni a sekunddrni suseni. Pfed samotnym procesem suSeni
jsou ke vzorklim cCasto pfidavany dalsi ptidavné latky, které pomahaji zachovavat stabilitu,
vzhled ¢i maji dalsi prospésné vlastnosti. Ve fazi zamrazovani se vzorek ochladi pod trojny bod
vody, ¢imz se zajisti, ze v nasledujicich krocich bude dochazet spise k sublimaci nezli tani. Tato
faze je v procesu lyofilizace nejkritictéj$i k poSkozeni vnitini struktury materialu, jelikoz
vznikaji krystaly ledu tvofici sit’. Béhem faze primérniho suSeni je snizen tlak, do materidlu je
dodan dostatek tepla, aby led zacal sublimovat. Tato faze trva nejdéle. Cilem sekundarni faze
suSeni je odstranéni nezmrzlych molekul vody navazanych v krystalové struktute. Obvykle se

zvy§i teplota oproti predchozi fazi a sniZi se tlak, aby se podpotila desorpce.*?

1.5 Spray drying

Metodou ,,spray drying* neboli sprejovym suSenim lze pfipravit suchy prasek z roztoka ¢i
suspenzi vyuzitim horkého vzduchu. Tato metoda byva vyuzivana u tepeln¢ labilnich materiali.
Sprejovym suSenim je mozné ovlivnit velikost a tvar ¢astic ¢i chut’ produktu. Velikost ¢astic

1ze ovlivnit koncentraci roztoku, typem pouZité sprejové suSarny nebo primeérem rozprasovaci

trysky. 43

Po rozpusteni ¢i resuspendovani dané latky je roztok veden do suSarny, kde je za vysoké
teploty rozpraSovan do suSici komory pomoci specidlni trysky. SuSeni probihd v proudu
inertniho plynu ¢i vzduchu velice rychle, vice nez 95 % vody se odpaii béhem nékolika sekund.

Diilezité je optimalizovat vSechna nastaveni suSarny, aby se zabranilo slepeni ¢astic a aby se
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piedeslo navlhnuti kone¢ného produktu, jenz je shromazdovan ve sbérné nadobé suSarny.

K separovani preparatu ochlazenim vzduchu je ¢asto vyuzivan cyklon.**4

Mezi klicové parametry sprejového suSeni patii vstupni a vystupni teplota. Vysoka
vstupni teplota miize poskodit fyzikalné-chemické vlastnosti produktu, zatimco vystupni
teplota ovliviiuje konecnou vlhkost prasku a nemiize byt piimo fizena. Dulezité jsou také

vlastnosti roztoku ¢i suspenze, jako je viskozita, povrchové napéti, rychlost nastfiku a primér

trysky. 4445

Ptipravené produkty mivaji dobré smaceci vlastnosti a rychle se rozpoustéji pti kontaktu
s kapalinou. Diky tomu jsou idealni pro farmaceutické aplikace, jako je cileny transport 1é¢iv,

fizené uvoliiovani 1é¢iv ¢&i jako nosice 1é¢iv v aerosolovych piipraveich. 444
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2 Cil prace

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo nalézt vhodnou metodu suSeni slepicich protilatek IgY
pro piipadné terapeutické pouziti. Pro splnéni uvedeného cile bylo potiebné realizovat
nasledujici dil¢i tlohy:

e zvajecnych zloutkl imunizovanych slepic izolovat protilatky IgY

e rliznymi metodami vysusit vzorky slepicich protilatek

e studovat vybrané fyzikdlné-chemické vlastnosti piipravenych vzorkli ususSenych

slepicich protilatek

e ov¢tit reaktivitu slepicich protilatek v pfipravenych vzorcich
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3 Material a metody
3.1 Pouzité chemikalie

e lyofilizovany fidky bilek (poskytnuto prof. RNDr. Petrem Hodkem, CSc.)

Lachner (Ceska republika)

e kyselina chlorovodikova, chlorid sodny, hydroxid sodny, uhli¢itan sodny,
hydrogenuhli¢itan sodny, dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného, dihydrat

dihydrogefosfore¢nanu sodného, dihydrogenfosfore¢nan draselny, chlorid hotecnaty
Roth (Némecko)
e hovézi sérovy albumin
Serva (Némecko)
e Tween 20
Sigma (USA)

e konjugat krali¢i IgG proti slepi¢im IgY s navazanou alkalickou fosfatasou

e p-nitrofenylfosfat
3.2 Pouzité ptistroje
Analytické vahy:

e OHAUS Discovery (USA)
e 40SM-200A, PESA (Svycarsko)

Automatické pipety:

e Eppendorf Reference (Némecko)
e Eppendorf Reference 2 (Némecko)
e Eppendorf Research Plus (Némecko)
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Centrifugy:

e Eppendorf Centrifuge 5418 (USA)
e HERMLE LaborTechnik Z 206 A (Némecko)

Inkubator:

e Inc. IB-01E, Jeio Tech Co. (USA)
Lyofilizator:

e Lyovac GT 2E, Finn-Aqua (Finsko)
Magnetické michacky:

e RH basic 2, IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)
Mikrotitraéni desticka:

e F16 PolySorb Unfra, Nunc — Immuno Modules (Dansko)
pH metr:

e HI 2211, HANNA Instruments (USA)
Predvazky:

e Kern 440-35A (Némecko)
e Kern EMS (Némecko)

Spektrofotometry:

e Spektromom 195 D (Mad’arsko)
e Sunrise Absorbance Reader, Tecan (Svycarsko)

e Specord 250 plus, Analytik Jena (Némecko)
Trepacka:
e Yellow Line OS 2 basic, IKA (Némecko)
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Teplomér a vihkomér
e Eclipsera (Ceska republika)
Vortex:

o Ika genius 3 (Némecko)

3.3 Imunizace slepic

Imunizované byly dvé slepice kura domdaciho ozna¢ené PT-C a PT-K. Imunitni davka
obsahovala 100 ug BSA. Aplikace byla provedena subkutanné¢ do ktidelni blany ¢i kfidla tak,

aby nedoslo k poskozeni svalti.. Kazda slepice byla imunizovana tfikrat viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Pfehled imunizaci slepic PT-C a PT-K.

Slepice 1. imunizace 2. imunizace 3. imunizace
PT-C 11.10.2023 20. 10. 2023 03.11.2023
PT-K 19.12.2023 26.12.2023 02.01. 2024

Preimunni (nespecificka, kontrolni) frakce byla pfipravena z vajec nasbiranych pied
imunizaci slepic ¢i v co nejkrat§im Casovém obdobi po podani prvni davky. Pro ziskani

specifickych protilatek byla zpracovana vejce po imunizaci viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Prehled sbéru vajec od slepic PT-C a PT-K pro jednotlivé frakce.

Frakce Sbér vajec Pocet vajec
PT-CN 5.10.-11.10. 2023 5
PT-CS 18.10.-3.11.2023 6
PT-K N 21.12.-23.12.2023 3
PT-K S1 25.12.-29.12.2023 4
PT-K S2 2.1.-8.1.2024 6
PT-K S3 9.1.-20.1.2024 9

N = kontrolni frakce nespecifickych protilatek od slepic PT-C a PT-K, S = frakce specifickych
protilatek od slepic PT-C a PT-K, ¢isla udavaji potadi v sekvenci piipravy frakci.
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3.4 lIzolace protilatek

Izolace slepiCich protilatek IgY byla provedena podle publikovaného protokolu prof. RNDr.
Petra Hodka, CSc.'?

Pouzité roztoky:
e PBS s azidem (z angl. ,,Phosphate buffered saline*): 0,1 M NaCl; 1,8 mM NazHPOy,;
0,1% (w/v) NaN3; pH 7,2

Jednotlivé frakce protiltek byly izolovany ze 3-9 vajec. Zloutky vajec byly separovéany
od bilki a dikladné oplachnuty pod tekouci vodou. Nasledn€é byl zmétfen objem Zloutkil
pomoci polyethylenového odmérného valce. Spojené Zloutky byly v polyethylenové nadobé
8krat nafedény vodou zvodovodniho fadu. Smés byla homogenizovana na magnetické
michacce a jeji pH bylo pomoci 0,5M HCI upraveno na hodnotu 5,0. Takto pfipravend smés

byla v nerezové konické nddobé zamrazena pii teploté -20 °C po dobu 24-72 hodin.

Nésledné byl zamrazeny koénus homogenatu v pribéhu rozmrazovani filtrovan ptes

filtra¢ni papir do sklenéné kadinky.

K filtratu byl za stalého michani pfidan NaCl do vysledné koncentrace 8,76 % (w/v)
a po jeho rozpusténi bylo pH roztoku upraveno pomoci 0,5M HCI na hodnotu 4,0. Déle byl
roztok ptl hodiny michdn na magnetické michacce a nasledné byl ponechan 2 hodiny stat, aby
doslo k precipitaci proteinu IgY. Srazenina byla oddélena centrifugaci (20 minut, 5 000 RPM,
vykyvny rotor 4 x 250 ml, 4 °C) na centrifuze HERMLE LaborTechnik Z 383 K. Supernatant
byl odstranén a precipitat rozpustén v pufru PBS s azidem a pH roztoku bylo upraveno pomoci

IM NaOH na hodnotu v rozmezi 6,5-7,5. Ziskany preparat IgY byl uschovan pfti 4 °C.

3.4.1 Opakované srazeni izolovanych protilatek

Pro dalSi zpiisoby zpracovani byla zroztoku izolovanych protilatek pfipravena sraZenina
nasledujicim postupem. Roztok izolovanych protilatek o koncentraci 50 mg/ml byl 8krat fedén
vodou z vodovodniho fadu, poté byl ptidan NaCl do vysledné koncentrace 8,76 % (w/v). Po
jeho rozpusténi bylo pH roztoku upraveno pomoci 0,5M HCI na hodnotu 4,0. Roztok byl ptl

hodiny michan na magnetické michacce, a nasledn¢ byl ponechdn 2 hodiny stat, aby doslo
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k precipitaci proteind. Poté byl roztok ptelit do kyvety, ve které byl umistén mikrotenovy sacek.
Srazenina byla oddélena centrifugaci (20 minut, 5 000 RPM, vykyvny rotor 4 x 250 ml, 4 °C)
na centrifuze HERMLE LaborTechnik Z 383 K. Supernatant byl slit a ziskany sediment byl

spole¢n¢ s mikrotenovym sackem vyjmut z kyvety.

3.5 Stanoveni koncentrace proteinti

Koncentrace roztoku izolovanych protilatek byla stanovena na zakladé zméfené absorbance

roztoku pfi vlnové délce 280 nm.'°

Roztok protilatek byl nejprve centrifugovan na centrifuze Eppendorf Centrifuge 5418
(3 minuty, 13 500 RPM, thlovy rotor 18 x 2 ml), 25 pl supernatantu bylo v kiemenné kyveté
s optickou dradhou 1 cm smiseno s 2,5 ml PBS s azidem. Absorbance byla zmétena pii 280 nm
pomoci spektrofotometru Spektromom 195 D a jako srovnavaci vzorek byl pouzit PBS

s azidem. Nasledn¢ byla koncentrace protilatky v roztoku vypoctena dle uvedeného vztahu:
k= Azgo-n-f

k — koncentrace stanovovaného roztoku protilatky v [mg/ml]
A,go — absorbance pti 280 nm
n — fedéni vzorku (101x)

f — empiricky faktor = 1,094

3.6 SuSeni preparatil protilatek

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny z roztoku ¢i ze srazeniny metodami uvedenymi a popsanymi
niZe.

3.6.1 SuSeni rozprasovanim

Pomoci metody ,,spray drying* neboli suseni rozpraSovanim byly Ing. Vojtéchem KlimSou
z VSCHT pfipraveny vzorky nespecifickych protilatek viz Tabulka 3: Podminky ptipravy
vzorkl nespecifickych protilatek pomoci metody "spray drying". SuSeni vzorki bylo provedeno

na upraveném pfistroji Biichi B-290.
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Pozdé¢ji byly piipraveny vzorky zroztoku specifickych protilatek odpovidajici

podminkam suseni vzorku Al a A3 (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Podminky ptipravy vzorkt nespecifickych protilatek pomoci metody "spray drying".

Teplota Primér Rychlost Koncentrace Koncentrace
Typ Nosny . 1 : 1
Vzorek na tl‘ysce trysky prutoku ma tOdeXtrlnu NaC
o trysky plyn
[°C] [mm] [I/h] [mg/ml] [mg/ml]

Al 80 2F 0,7 vzduch 1200 0 0
A2 100 2F 0,7 vzduch 1200 0 0
A3 120 2F 0,7 vzduch 1200 0 0
A4 100 2F 0,7 vzduch 1800 0 0
AS 100 2F 1,4 vzduch 1200 0 0
A6 100 uUsS - vzduch 1200 0 0
A7 100 2F 0,7 dusik 1200 0 0
A8 100 2F 0,7 vzduch 1200 50 0
A9 100 2F 0,7 vzduch 1200 100 0
Al0 100 2F 0,7 vzduch 1200 0 50

All 100 2F 0,7 vzduch 1200 0 100

Vzorky byly ptipraveny na VSCHT Ing. Vojtéchem Klim$ou. 2F oznatuje normélni a US

ultrazvukovou trysku.

3.6.2 SuSeni pfi laboratorni teploté

Injekeni stiikacka byla naplnéna ziskanym precipitatem (viz kapitola 3.4.1). Poté byla srazenina
aplikovéana na teflonovou desti¢ku dvéma zptisoby. Cast sraZeniny byla pouze vytlatena, druha
Cast byla rozetifena do tenké vrstvy. Kazdy vzorek byl zvdZen a hmotnost byla zaznamenéna.
Vzorky byly ptikryty filtranim papirem, aby nedoslo k zneciSténi. Nasledujici den byla opét
stanovena hmotnost vzorku na teflonové desti¢ce. Vzorky byly vazeny, dokud nebyla hmotnost

konstantni.

3.6.3 SuSeni lyofilizaci

V neporusené sklenéné kulaté 50ml bance byl zasobni roztok protilatek o koncentraci 50 mg/ml
10x tfedén destilovanou vodou tak, aby byla bainika naplnénd maximalné do jedné tietiny.
Nasledné byl roztok zamrazen otacenim banky v lazni pfipravené ze suchého ledu a ethanolu
sniZzujicim teplotu az na cca -80 °C, tim se na sténach baiiky vytvofila rovnomérné rozprostiena

vrstva zamrazeného roztoku. Jedna banka s takto zamrazenym roztokem byla umisténa do
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mrazaku pii teploté -20 °C jako kontrola, zda doslo ke snizeni aktivity protilatek v tomto kroku
zamrazeni. Druha banka se zamrazenym vzorkem byla umisténa na lyofilizator (Lyovac GT
2E, Finn-Aqua), kde byl vzorek ponechan k suseni, dokud nedoslo k vyrovnani teploty banky

s okolim.

Alternativnim postupem byly piipraveny lyofilizované vzorky ,vlakna®“. Injek¢ni
stiikacka byla naplnéna pfipravenou srazeninou (viz kapitola 3.4.1). Poté byla srazenina pistem
vytlaovana do kovového cednicku umisténého v kapalném dusiku. Vzniklad vldkna byla

piremisténa do vymrazené 50ml kulaté banky a byla provedena lyofilizace.

3.7 Spektrofotometrické stanoveni denaturace protilatek

Tato spektrofotometrickd metoda je zalozena na absorbci UV zafeni zbytky tryptofanu,
fenylalaninu a tyrosinu pfitomnymi v molekule proteinu. Absorpéni maxima tryptofanu,

tyrosinu a fenylalaninu lezi pti 280, 275 a 258 nm. Soucet pomérti absorbanci Aess 4 Aas7 46

280  A2g0

Byla prométena spektra roztoku neovlivnénych protilatek, protilatek susenych pomoci
metody ,,spray drying®, lyofilizace a tepeln¢ denaturovanych protilatek. Do sklenénych
lahvicek bylo pfipraveno po 3,5 ml roztokli o koncentraci 1,5 mg/ml. Roztoky byly pfipraveny
smichanim 105 pl roztoku protilatek o koncentraci 50 mg/ml (viz kapitola 3.7.1) s 3,395 ml
PBS s azidem. Roztok tepeln¢ denaturovanych protilatek byl po jeho ptipraveni ohtat ve vodni

lazni pii 80 °C po dobu 2 minut.

Spektra ptipravenych roztokti byla proméfena pomoci spektrofotometru Specord 250
plus (Analytik Jena) v kiemenné kyveté s optickou drahou 1 cm v rozmezi vlnovych délek
240-310 nm. Do kyvety byly vzdy aplikovany 3 ml roztoku. Jako srovnavaci vzorek byl pouZit
PBS s azidem. Parametry méfeni byly zvoleny nasledovné: Measuring points — 0,2 nm;

Speed — 0,2 nm/s; Integration time — 1 s; Slit — 1 nm.

275

. , < < L , 258
Ze ziskanych dat byl vypocten soucet poméri absorbanci 750 T 280

, pomoci kterého

byla posuzovéna mira denaturace a mozna zména aktivity protilatek.
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3.7.1 Rozpousténi vzorkl protilatek

Vzhledem k dal$i charakterizaci roztoki protilatek (spektrofotometrické meéteni) jsou vzorky
protilatek rozpoustény tak, aby roztok obsahoval shodné mnozstvi azidu jako je obsazeno
v zasobnim roztoku izolovanych protilatek, ze kterého byly protilatky riznymi zphsoby
ususeny. Z tohoto duvodu jsou vzorky ziskané odpaienim vody rozpoustény nejprve
v destilované vod¢, dokud nedosahnou shodné koncentrace se zdsobnim roztokem izolovanych

protilatek a nasledné je pak koncentrace roztoku upravovana pomoci PBS s azidem.

Vzorky bez dalSich pfidanych latek (A1-A7) viz kapitola 3.6.1 byly pfipraveny
nasledujicim zptisobem. Navazka o hmotnosti pfiblizné 50 mg vzorku byla rozpusténa ve
sklenéné nadobce v 667 ul destilované vody. Po centrifugaci alikvotu roztoku (100 pl) na
centrifuze Eppendorf Centrifuge 5418 (15 000 RPM, 3 minuty, thlovy rotor 18 x 2 ml) byla
prométena absorbance pii 280 nm 101x nafedéného supernatantu. Jako srovnavaci vzorek byl
pouzit roztok PBS s azidem. Pro vypocet koncentrace proteinti byl pouzit vzorec viz kapitola
3.5. Podle vypoctené koncentrace byl roztok nafedén destilovanou vodou tak, aby jeho kone¢na

koncentrace byla shodna s koncentraci zasobniho roztoku izolovanych protilatek.

Vzorky s pfidanymi ochrannymi latkami byly pfipravovany obdobné. OdliSovala se

pouze hmotnost navazky, kterd byla korigovana podle obsahu aditiv.

3.8 Mc¢fteni rozpustnosti vzorkl protilatek

Do sklenéné lahvicky bylo odvazeno pfiblizné 10 mg vzorku a rozpousténo ve 2,5 ml
destilované vody. Lahvicky se vzorky byly umistény na orbitalni tfepacku (Yellow Line OS 2
basic, IKA), kde byly michany 4. stupném rychlosti. V ¢asech 10, 30, 60 a 110 minut, bylo
odebrano 600 pl roztoku a v 1,5ml mikrozkumavce centrifugovano pomoci stolni centrifugy
Eppendorf Centrifuge 5418 (15 000 RPM, 3 minuty, thlovy rotor 18 x 2 ml). Nasledovalo
proméfeni absorbance roztoku v 2mm kfemenné kyveté pii vinové délce 280 nm (Spektromom

195 D). Jako srovnavaci vzorek byl pouzit PBS s azidem.
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3.9 Mc¢feni pohlcovani vlhkosti

Do 1,5 ml mikrozkumavek bylo odvazeno presné asi 10 mg vzorku. Oteviené mikrozkumavky
byly ptikryté filtraénim papirem, aby nedoslo k znecisténi vzorka prachem. Pomoci digitalniho
teploméru a vlhkomeéru Eclipsera bylo zjisténo, ze se vlhkost vzduchu v laboratoti pohybovala
mezi 34-36 % v rozmezi teplot 19-20 °C. Po uplynuti dvou dnil byly mikrozkumavky se vzorky

op€t zvazeny a jejich hmotnosti byly porovnany s ptivodni navazkou.

3.10 ELISA

ELISA (z angl. ,,Enzyme-linked Immunosorbent Assay”) je imunochemickd metoda, ktera
vyuzivd enzym jako indikaéni molekulu pro kvantitativni stanoveni komplexu antigen-
protilatka. Tato metoda je zalozena na specifické interakci mezi protilatkou a antigenem
zakotveném na dné mikrotitracni desticky. Po vytvofeni komplexu primérni protilatky
s antigenem ndsleduje interakce protilatky (s kovalentné navdzanym enzymem) s primarni
protilatkou. Pfitomny enzym (napf. alkalickd fosfatasa) reaguje s chromogennim substratem,

¢imz vznikne barevny produkt.

Tato metoda byla vyuZita pro porovnavani aktivity slepicich protilatek po riznych

druzich suSeni. Jako antigen byl pouzit hovézi sérovy albumin.

Pouzité roztoky:

e vazny (imobiliza¢ni) pufr: 13 mM Na>COs; 25 mM NaHCOs; pH 9,6
PBS-ELISA + Tween: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NazHPO,; 1 mM NaH2PO,; 0,1 %
(v/v) Tween 20; pH 7,2
e Dblokovaci roztok: 2 % roztok ,,fidkého bilku* (w/v) v PBS-ELISA + Tween
e PBS-ELISA: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NazHPO,4; 1 mM NaH:PO,; pH 7,2

e vyvolavaci roztok: 30 mM NaHCO3; 20 mM NaxCO3z; 1 mM MgCly; 0,1 % (w/v) p-

nitrofenolfosfat

Rozpusténim 10 mg antigenu v 1 ml PBS ELISA vznikl roztok o koncentraci 10 mg/ml.
Ptenesenim 40 pl pfipraveného roztoku do 10 ml vazného pufru byl pfipraven roztok

o koncentraci 4 pg/ml. Poté bylo do jamek mikrotitra¢ni desticky PolySorp naneseno po 100 pl
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tohoto roztoku antigenu. Mikrotitraéni desticka byla ve vlhké komote inkubovana piiblizné

16 hodin pfi teplote 4 °C.

Nasledné byl roztok zjamek odstranén vyklepanim, jamky tiikrat promyty 220 pl
promyvaciho roztoku PBS ELISA + Tween, a poté byly jamky blokovany 150 ul blokovaciho

roztoku. Mikrotitra¢ni desticka byla ve vlhké komote inkubovana pti 37 °C po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci byl z jamek opét odstranén roztok a jamky byly tiikrat promyty 220 ul pufru
PBS ELISA + Tween. Ddle bylo do jamek naneseno po 100 pl specifické (proti BSA)
a kontrolni (preimunni) protilatky o koncentracich 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml. VSse bylo aplikovano
v duplikatech (paralelng) & kvartetech. Redéni specifickych protilatek bylo provedeno pomoci
PBS ELISA. Nasledovala inkubace mikrotitra¢ni desticky ve vlhké komote pii 37 °C po dobu
2 hodin.

Jamky byly opét tfikrat promyty 220 pl promyvaciho roztoku PBS ELISA + Tween. Do
kazdé jamky bylo aplikovano po 100 pl sekundarni kralici protilatky IgG proti slepi¢im IgY
znacené¢ alkalickou fosfatasou (Sigma) v pufru PBS ELISA fedéné v poméru 1:1430.
Mikrotitracni desticka byla inkubovana ve vlhké komote pii 37 °C po dobu 1 hodiny.

Po odstranéni protilatek a promyti jamek tfikrat 220 ul pufru PBS ELISA + Tween bylo
do kazdé jamky naneseno po 100 ul vyvolavaciho roztoku. Mikrotitra¢ni desticka s roztokem
byla ponechana stat pti laboratorni teploté po dobu 10 minut. Poté bylo do jamek ptidano 100 pl
3M NaOH, ¢imz byla reakce zastavena. Nakonec byla proméfena absorbance vzniklého

barevného produktu pfi vinové délce 405 nm pomoci ptistroje Sunrise Absorbance Reader.
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4 Vysledky

4.1 Izolace slepicich protilatek IgY

Nejprve byly ze 49 vajec izolovany nespecifické protilatky IgY, ze kterych bylo pfipraveno
11 vzorkli pomoci metody ,,spray drying®, dalsi vzorky byly piipraveny lyofilizaci a volnym
suSenim protildtek za laboratorni teploty ¢i v termostatu. U vzorkii byly sledovany jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti. Poté byly izolovany jednotlivé frakce specifickych protilatek

IgY proti BSA.

Slepice oznac¢ené PT-C a PT-K byly imunizovany tfemi ddvkami BSA. Vejce nasbirana
pred imunizaci od slepice PT-C obsahujici pouze nespecifické protilatky z pohledu pouzitého
antigenu byla pouzita k pfipravé kontrolni frakce obsahujici nespecifické protilatky. Jelikoz
u slepice PT-K nebyla k dispozici vejce z obdobi pfed imunizaci, tak byla kontrolni frakce
pfipravena z prvnich tfi vajec snesenych po prvni imuniza¢ni ddvce BSA. Po imunizaci slepic
byly znasbiranych sntsek vajec ptipravené frakce specifickych protilatek viz Tabulka 2.
Koncentrace protildtek IgY v jednotlivych frakcich byla stanovena spektrofotometricky na

zéaklad¢ prométeni absorbance pii 280 nm viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Pripravené frakce izolovanych protilatek IgY.

Absorbance Konceqtrace Objem Mnozstvi Vytézek
proteinu Zloutku  IgY IgY

Frakce Ajgo [mg/ml] [ml] [mg] [mg/ml]
PT-CN 0,468 51,7 92 612 51,7
PT-CS 0,540 59,7 112 687 59,7
PT-K N 0,460 50,8 64 295 59
PT-K S1 0,510 56,3 88 424 53
PT-K S2 0,508 56,1 134 693 49,5
PT-K S3 0,485 53,6 204 1218 58

N = kontrolni frakce nespecifickych protilatek od slepic PT-C a PT-K, S = frakce specifickych
protilatek od slepic PT-C a PT-K, ¢isla udavaji potadi v sekvenci ptipravy frakci.
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4.2 Reaktivita izolovanych protilatek IgY

Pomoci imunochemické metody ELISA byla stanovena reaktivita izolovanych slepicich
protilatek IgY vii¢i antigenu — hovézimu sérovému albuminu. Pro vyhodnoceni aktivity
protilatek byla zmétena absorbance aplikovanych vzorki na mikrotitracni desti¢ce pti 405 nm

pomoci spektrofotometru Tecan Sunrise.

Nejprve byla ovéfena aktivita specifickych protilatek frakci PT-C Sa PT-K S3
a preimunnich protiladtek frakci PT-C N a PT-K N viz Obrazek 3. Stanoveni bylo
provedeno s roztoky protilatek o koncentracich 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml.

ELISA
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S
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o
o 0,60
Q
E
§ 0,40
e
<
- I I
0.00 L™ - 1 ol
90 30 10 33

Koncentrace [pg/ml]

EPT-KS3 ®PT-KN ®PT-CN ®PT-CS

Obrazek 3: Reaktivita protilatek slepic PT-K a PT-C proti antigenu BSA. Frakce ozna¢ené N obsahuji nespecifické
(preimunni) protilatky, frakce s oznaCenim S obsahuji specifické protilatky. Pro stanoveni byly pouzity roztoky
protilatek o koncentracich 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml. BSA byl aplikovan na mikrotitracni desticku o koncentraci
4 pg/ml. V grafu jsou vynesené primérné hodnoty namétfené absorbance pii 405 nm vzorkd protilatek. Variaéni
rozpéti hodnot je znazornéno pomoci chybovych usecek.
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Déle byla stanovena aktivita protilatek od slepice PT-K viz Obrazek 4, které byly
izolované z vajec snesenych pied podanim 3. vakciny (PT-K S1) ¢i v tésné blizkosti po jejim
podani (PT-K S2) viz Tabulka 2. Reaktivita byla také sledovana u protilatek ohtatych na 80 °C
po dobu 2 minut (PT-K S3 80 °C a PT-K N 80 °C). Stanoveni bylo provedeno s roztoky
protilatek o koncentracich 90, 30, 10 a 3,3 pg/ml.
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mPT-KS3 ®PT-KS2 ®mPT-KSI ®PT-KN ®PT-KS380°C ®PT-KN 80°C

Obrazek 4: Reaktivita protilatek slepice PT-K proti antigenu BSA. Frakce ozna¢ené N obsahuji nespecifické
(preimunni) protilatky, frakce s ozna¢enim S obsahuji specifické protilatky. Vzorky oznacené PT-K S3 80 °C a PT-
K N 80 °C byly ohtaté pti 80 °C po dobu 2 minut. Pro stanoveni byly pouzity roztoky protilatek o koncentracich
90, 30, 10 a 3,3 pg/ml. BSA byl aplikovan na mikrotitra¢ni destic¢ku o koncentraci 4 pg/ml. V grafu jsou vynesené
pramérné hodnoty namétfené absorbance pii 405 nm vzorka protilatek. Variaéni rozpéti hodnot je znazornéno
pomoci chybovych usecek.

4.3 Ptipravené vzorky

Z ptipravenych smésnych frakci nespecifickych protilatek byly rGznymi zplsoby usuSeny

vzorky protilatek viz Tabulka 5.
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Tabulka 5: Tabulka vysvétlujici zkratky pripravenych vzorkt nespecifickych protilatek.

Oznaceni
vzorku
A1-Al1 | Sprejové suseni
K | Kontrolni frakce bez uprav
V1| Volné¢ suseny vzorek "vlakna" za laboratorni teploty

Proces suSeni IgY

V2 | Volné suSeny vzorek v jednotné vrstvé za laboratorni teploty

V3| Volné suseny vzorek "vlakna" termostatu pti 37 °C

V4| Volné suseny vzorek v jednotné vrstvé v termostatu pii 37 °C

L1 | Lyofilizovany vzorek

L2 | Lyofilizovany vzorek "vldkna" zamrazeni v kapalném dusiku

L3 | Lyofilizovany vzorek "vldkna" bez zamrazeni v kapalném dusiku

Pro ziskani dostate¢ného objemu izolovanych protilatek pro dalSi zpracovani byla
pripravena smésnd frakce izolovanych protilatek. Frakce vSech specifickych protilatek a cast
frakce nespecifickych protilatek PT-C byly spojeny do jedné smésné frakce, jejiz koncentrace
byla upravena pomoci PBS s azidem na 50 mg/ml. Takto pfipravena smésna frakce byla vyuZzita
k riznym postuplim pii suSeni protilatek viz Tabulka 6. Smésn4 frakce byla obdobné pfipravena

i z frakci nespecifickych protilatek PT-C N a PT-K N.

Tabulka 6: Tabulka vysvétlujici zkratky ptipravenych vzorku specifickych protilatek.

Oznaceni

Proces suseni IgY
vzorku

A0 [ Smésna frakce specifickych protilatek z VSCHT bez tiprav
Al | Vzorek ptfipraveny metodou "spray drying" s teplotou na vstupni trysce 80 °C
A3 | Vzorek ptipraveny metodou "spray drying" s teplotou na vstupni trysce 120 °C
VO [ Opakované srazeni — aplikovano z injekéni stiikacky
V2| Volné suSeny vzorek v jednotné vrstvé za laboratorni teploty
V5| Volné suSeny vzorek na situ pfi laboratorni teploté
L0 [ Zamrazend smés v kapalném dusiku
L1 | Lyofilizovany vzorek
L2 | Lyofilizovany vzorek "vldkna" zamraZeni v kapalném dusiku
L3 | Lyofilizovany vzorek "vlakna" bez zamrazeni v kapalném dusiku
S 80 °C [ Smésna frakce specifickych protilatek ohtatych pti 80 °C po dobu 2 minut
N 80 °C | Smésna frakce nespecifickych protilatek ohtatych pii 80 °C po dobu 2 minut
S | Smésna frakce specifickych protilatek bez aprav

N | Smésna frakce nespecifickych protilatek bez uprav
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4.4 Spektrofotometrické stanoveni denaturace protilatek

Denaturace izolovanych protilatek byla sledovana pomoci spektrofotometrické metody, ktera
je zaloZzena na méfeni zmeén absorbance v UV oblasti. Duraz je kladen na absorp¢ni maxima

tryptofanu, tyrosinu a fenylalaninu, ktera lezi pti 280, 275 a 258 nm. Mira denaturace proteinu

L y < . A A
je uréena podle souétu poméri absorbanci =222 + A2—57.46
280 280

K prométeni spekter byly pouzity roztoky nespecifickych protilatek o koncentraci
1,5 mg/ml viz Obrazek 5. Pro stanoveni hodnoty souctu pomérii absorbanci nativni formy
protilatek byl vyuzit roztok nespecifickych protilatek a pro ziskdni denaturované formy

protilatek byl roztok ohtat pti 80 °C po dobu 2 minut.

Spektrum
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Obrazek 5: Vliv zahtati na spektra roztokt nespecifickych protilatek. Roztok obsahujici nativni formy protilatek
(1,5 mg/ml) nese oznaceni N a roztok obsahujici nespecifické protilatky (1,5 mg/ml) ohiaty na 80 °C po dobu
2 minut je oznacen N 80 °C.

Vypocitany soucet pomért absorbanci neovlivnéného roztoku nespecifickych protilatek
(N) o koncentraci 1,5 mg/ml byl 3,065. Soucet pomérti absorbanci roztoku nespecifickych

protilatek ovlivnéného vysokou teplotou (N 80 °C) byl spocten na hodnotu 2,706.
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Daéle byla prométena spektra vzorki specifickych protilatek suSenych technikou ,,spray drying*
za Setrnych (A1) a kritickych podminek (A3). Pro ziskdni spekter byly proméfeny roztoky
rozpusténych vzorkl protilatek o koncentraci 1,5 mg/ml. Prestoze byly vzorky protilatek
ususeny rtznymi zpisoby, tak spektra byla téméf totozna. Z tohoto divodu byly do grafu
vyneseny pouze spektra nativni formy protilatek a vzorku ususeného pomoci lyofilizace viz

Obrazek 6. Soucty pomérii absorbanci vSech vzorkt jsou uvedeny v Tabulka 7.
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Obrazek 6: Vliv lyofilizace na spektra roztokti nespecifickych protilatek. Roztok obsahujici nativni formy
protilatek nese oznaceni N a roztok vzorku ususeného pomoci lyofilizace je oznacen L1.

Tabulka 7: Vliv zpisobu suSeni na soucty pomeért absorbanci pro roztoky nespecifickych protilatek.

Vzorek Soucet pomért absorbance
N 3,110
Al 3,006
A3 3,008
Vi 3,079
V2 3,098
V3 3,098
V4 3,084
L1 3,150
L2 3,013
L3 2,964
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A A e o :
=28 4 ﬁ pro roztoky nespecifickych protilatek o koncentraci
280 280

1,5 mg/ml. Oznaceni vzorkl viz Tabulka 5.

Soucty pomért absorbanci

4.5 Mc¢teni rozpustnosti vzorki

Rozpustnost vzorkd byla méfena spektrofotometricky na zakladé absorbance pii 280 nm.
Mg¢fteni absorbance vzorkd bylo provedeno pomoci pfistroje Spektromom 195 D v kiemenné

kyveté s optickou drdhou o délce 2 mm.

U vzorki ususenych metodou ,,spray drying®, byla sledovana rozpustnost po danych
intervalech v pribéhu tfepani po dobu 110 min. Data jsou na Obrazek 7 vynesena jako zavislost
absorbance pifi 280 nm. Vzorky Al-7 byly pfipraveny pouze zroztoku izolovanych
nespecifickych protilatek bez dalSich ptidanych latek. Vzorky AS8-11 obsahuji kromé
nespecifickych protilatek dalsi ptidané latky (viz Tabulka 3).

Rozpustnost

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
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Obrazek 7: Rozpustnost vzorkl ususenych nespecifickych protilatek metodou ,,spray drying“. Rozpustnost
vyjadiena jako absorbance pii 280 nm byla sledovana po 10, 30, 60 a 110 minutach. Vzorky byly pfipraveny
pridanim 2,5 ml destilované vody k 10 mg suseného vzorku.

40



Rozpustnost vzorkii usuSenych nespecifickych protilatek dalSimi technikami byla

pozorovana v intervalech 10, 30, 60 a 110 minut viz Obrazek 8.

Rozpustnost
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Obrazek 8: Rozpustnost vzorkli ususenych nespecifickych protilatek riznymi metodami. Rozpustnost jako
absorbance pii 280 nm byla sledovéana po 10, 30, 60 a 110 minutach. Vzorky byly pfipraveny pfidanim 2,5 ml
destilované vody k 10 mg suSeného vzorku.

4.6 Mg¢teni pohlcovani vlhkosti

Pohlcovani vzdusné vlhkosti bylo pozorovéano u vzorka ususenych metodou ,,spray drying* na
zakladé¢ zmény hmotnosti vzorki, které byly ponechany stat po dobu 2 dnil v laboratofi.

Z Obrazek 9 je ziejmé, Ze za béznych podminek tyto vzorky nejsou hygroskopické.
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Obrazek 9: Hmotnosti vzorkd ususenych metodou ,.spray drying® skladovanych na vzduchu. Interval mezi
vazenim vzorkd byl 2 dny, vlhkost vzduchu se pohybovala mezi 34-36 % v rozmezi teplot 19-20 °C.

4.7 Reaktivita ptipravenych vzorkt protilatek IgY

Ovlivnéni reaktivity protilaitek ve vzorcich, které byly suSeny rlznymi zplsoby, bylo
pozorovano pomoci metody ELISA viz Obrazek 10. Ovlivnéni aktivity bylo sledovano i ve
vzorcich jednotlivych krokd suSeni (VO, LO). Pro porovnani denaturace protilatek byla
prométfena reaktivita ohraté protilatky pii 80 °C po dobu 2 minut. Stanoveni bylo

provedeno s roztoky protilatek o koncentraci 10 pg/ml.

42



ELISA

IS
IS
v
=)
<
S
o,
I 0
Q
g
5 0,40
1)
v
j::’ 0

o
o
(=]

=
—
o

0,80

0,70

0,60

0,5

0,3 I

0,00 . .
N S A0 Al A3 Vo V2 V5 LO L1 L

2 L3 S80°CN80°C

Obrazek 10: Reaktivita protilatek v roztocich pfipravenych rozpusténim ususenych protilatek smésné frakce vici
antigenu BSA. Frakce oznacena S je smésnou frakci nespecifickych protilatek, zbytek vzorkl byl ptipraven
ze smésné frakce specifickych protilatek. Oznaceni vzorkti viz Tabulka 6. Vzorky oznacené S 80 °C a N 80 °C
byly ohtaté pii 80 °C po dobu 2 minut. Pro stanoveni byly pouzity roztoky protilatek o koncentraci 10 pg/ml. BSA
byl aplikovaném na mikrotitraéni desticku o koncentraci 4 pg/ml. V grafu jsou vynesené primérné hodnoty
naméfené absorbance pii 405 nm vzorkt protilatek. Chybové usecky zndzoriuji smérodatnou odchylku hodnot.
Kazdy vzorek byl proveden v kvadruplikatech.
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5 Diskuse

Izolované slepici polyklonalni protilatky IgY z vajecnych zloutki se jevi jako vhodna volba pro
ucely pasivni imunizace proti fadé virovych, bakteridlnich i1 parazitickych onemocnéni. Pti
jejich ziskavani je minimalizovano vystaveni zvifat stresu. Také vyprodukované mnoZzstvi
specifickych protilatek na antigen pouzity pro imunizaci je vyrazné vétsi oproti savcim
odpovidajici velikosti. Jak vysoka produkce, tak ekonomickd nenaro¢nost pieduréuji vyuziti

Zloutkovych protilatek pro pasivni imunizaci ve veterinarni i humanni medicing.*’*8

Pro zachovani dlouhodobé stability a biologické aktivity protilatek je vyhodna ptiprava
protilatkovych 1éCiv v suché praskové formé. Ge a spol. ve své publikaci uvadi, ze lyofilizovany
prasek ze Zloutku obsahujici protilatky lze bez ptidani konzervacnich latek uchovavat bez
bakterialni kontaminace aZ po dobu 1 roku.*’ Roztoky izolovanych protilatek vykazuji mirnou
tendenci k autoagregaci, jsou nachylné¢ ke kontaminaci ristem bakterii, proto se k roztoku
obvykle ptidavaji inhibitory rstu bakterii (napt. azid sodny, thimerosal ¢i gentamicin). Takto
pripravené roztoky lze skladovat mésice aZ roky pfi teploté 4 °C.!* Nekteré tyto inhibitory
nejsou ovSem biokompatibilni a je tfeba je pted aplikaci z roztokl odstranit. Dalsi vyhodou
ptipravy protilatkovych terapeutickych ptipravki v suché praskové formé je snadné
a neinvazivni podani napt. v tobolkach, pomoci kterych Ize ovlivnit jejich distribuci v travicim

traktu pii peroralnim podani.

Nejprve byly zjistovany fyzikalné-chemické vlastnosti usuSenych vzorkl nespecifickych
protilatek ptipravenych metodou ,,spray drying®. UsuSené vzorky A1-AS a A7 mély podobny
vzhled jako sypky prasek tvofeny z malych hrudek. Vzorek A6 byl ptilnavy prasek, tvoren
z kumulyjicich se krystalki. Obdobny charakter mély vzorky s pfidanymi latkami A8-All,
praSek se skladal z vétSich hrudek, které agreguji. Bylo zjisténo, Ze za normalnich podminek
vzorky bez aditiv nejsou vyznamné hygroskopické a ze vzorky s pfidanym maltodextrinem
a NaCl maji urcitou tendenci pohlcovat vzduSnou vlhkost. Dale byla sledovana rozpustnost
vzorkil v destilované vodé na zdkladé méfeni absorbance pii 280 nm v danych casovych
intervalech. Vzorky byly dobie rozpustné, jiz po 10 minutidch byly zcela rozpusténé vzorky
s ptidanym NaCl. Vzorky obsahujici maltodextrin se rozpustily do 60 minut po piidani
destilované vody. Zbylé vzorky bez dalSich ptidavnych latek se rozpustily do 110 minut.
Pomalejsi rozpousténi mize byt pro nékteré aplikace praveé vyhodné. Pfed méfenim absorbance

byly vzorky centrifugovany, aby naméfend data nebyla ovlivnéna nerozpusSténymi ¢asticemi
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v roztoku, které by mohly zptlisobit zékal. Byla sledovana velikost vzniklych pelet, které
nejspise obsahovaly pfedevsim denaturované protilatky, jez vznikly béhem procesu suseni. Po
10 minutach byly pelety ve vzorcich s pfidanymi latkami pouze nepatrné. Ve vzorcich A1, A2
a A5-A7 mély vznikl¢é pelety primér do 2 mm, pelety vzniklé ve vzorcich A3 a A4 byly mensi
s primérem do 1 mm. S pfibyvajici dobou rozpousténi se pelety ve vzorcich zmensovaly.
Zjisténa data potvrzuji nase ocekavani a koreluji s jiz zndmymi vlastnostmi maltodextrinu

a NaCl, protozZe to jsou hygroskopické a dobie rozpustné latky.>

Déle byly studovany fyzikalné-chemické vlastnosti vzorkli bez aditiv pfipravenych
odliSnymi metodami suSeni, nez je metoda ,spray drying“. Nejlépe rozpustné byly
lyofilizované vzorky ptipravené lyofilizaci roztoku protilatek. Ty se zcela rozpustily jiz béhem
10 minut a vznikly roztok byl téméf ¢iry. Po jejich centrifugaci vznikly pelety o priméru cca
1 mm, jez mohly byt tvofeny piedevSim agregovanymi ¢i denaturovanymi molekulami
protilatek. U volné susenych vzorkl srazeniny IgY byla rozpustnost zavisla na zplsobu
naneseni srazeniny béhem suseni. Lépe rozpustné byly vzorky, které v pritbé¢hu suseni byly
rovnomérné rozprostené v jedné tenké vrstvé. Volné suSené vzorky ve formé vladken vytvotily
nejprve nabobtnalé ttvary, které se zacaly rozpoustét az po uplynuti 10 minut, vzniklé roztoky
byly zakalené. Centrifugaci roztokl vznikly pelety s primérem cca 2 mm. Vzorky volné€ susené
srazeniny pi1 laboratorni teploté ¢i v termostatu méely shodné vlastnosti, proto byly déle

pfipravovany pouze vzorky volné€ suSené pii laboratorni teploté.

Dle publikace Biter a spol. Ize z UV-spekter vypocitat soucet poméri absorbanci pti
urditych vinovych délkach a zjistit tak miru denaturace proteint.*® Pro vyhodnoceni mozné
denaturace protilatek v pribéhu suseni bylo nutné ziskat spektra roztoki protilatek jak v nativni
form¢, tak prokazatelné¢ poskozenych. V publikacich se uvadi, ze protilatky
podléhaji denaturaci napiiklad zménou pH ¢&i vystavenim protilatek teploté vyssi nez 70 °C.3!
Pro experiment byla zvolena tepelnd denaturace protilatek. Ze spektra roztok neovlivnénich
protilatek (N) a roztoku izolovanych protilatek vystavenych teplot¢ 80 °C po dobu 2 minut
(N 80 °C) (viz Obrazek 5) je patrné, Ze jsou spektra odlisna. Spektrum vzorku N 80 °C je oproti
spektru vzorku N vice zplostélé, rozdil souctli pomérii absorbanci je 0,359. Dalo se tedy
piedpokladat, ze protilatky ve vzorku N 80 °C podlehly denaturaci. Domnénka byla potvrzena
pomoci metody ELISA, kterou byla ovéfena reaktivita neovlivnéného vzorku specifickych

protilatek (PT-K S3) a vzorku specifickych protilatek vystavenych teplot¢ 80 °C po dobu
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2 minut (PT-K S3 80 °C). Metoda prokazala sniZeni reaktivity protilatek vzorku PT-K S3 80 °C
oproti vzorku PT-K S3 primérné o 54,5 % (viz Obrazek 4).

Zm¢éiena spektra jednotlivych roztokit vzorkli nespecifickych protilatek ptipravenych
volnym suSenim (V1-4), lyofilizaci (L1-3) a metodou ,,spray drying“ (Al a A3) byla témét
shodné s roztokem neovlivnénych protilatek (N) (viz Obrazek 6). Ze vzorka susenych metodou
»spray drying® byly pro méfeni vybrany pouze dva vzorky, Al a A3. Vzorek Al byl vybran,
protoze byl suSen za nejSetrnéjSich podminek oproti zbylym vzorkiim a béhem suSeni byl
vystaven nejvyse teploté¢ 80°C. Naopak vzorek A3 byl vystaven nejkriti¢téjSim podminkam ze
vSech vzorkl, béhem suSeni byla na trysce rozprasovace teplota az 120 °C. Z naméfenych
spekter byly vypocitané soucty poméra absorbanci pro jednotlivé vzorky, které se téz ptili§
neliSily (Tabulka 7). Zjisténé vysledky byly porovnany se vzorkem obsahujicim denaturované
formy protilatek (N 80 °C). Rozdil hodnot vypocitanych soucti pomeéri absorbanci
pripravenych vzork se vzorkem obsahujicim denaturované formy protilatek nabyva primérné
hodnoty 0,35. Vysledky z vyhodnoceni UV-spekter dokazuji, Ze procesem susSeni nedoslo
k denaturaci proteinti v pfipravenych vzorcich. Na zdkladé téchto vysledkl byly Ing. KlimSou
ptipraveny vzorky usuSenych specifickych protilatek (proti BSA) za stejnych podminek jako
vzorek Al a A3.

Pro zjisténi vlivu ,,namahani* béhem procesu suseni na imunoreaktivitu protilatek, bylo
tieba pracovat se specifickymi protilatkami. Specifické protilatky jsou potfebné k provedeni
imunochemické metody ELISA, jez je zaloZena na specifické interakci mezi antigenem
a protilatkou. Za timto ucelem byly izolovany specifické protilatky ze zloutkt vajec od slepic
PT-C a PT-K, které byly imunizovany BSA. Nejprve byla zji§tovana jejich reaktivita pomoci
metody ELISA v jednotlivych frakcich (viz Obrazek 3 a Obrazek 4). Dle ofekavani bylo
potvrzeno, Ze reaktivita se zvySovala s rostoucim poctem imunizaci slepic, tudiz nejvyssi
reaktivitu vykazovala frakce PT-K S3. Nasledné byly jednotlivé izolované frakce specifickych
protilatek spojeny do jedné smésné frakce, aby bylo ziskdno dostatek materidlu pro jednotlivé

protokoly suSeni protilatek.

Reaktivita ptipravenych vzorkl specifickych protilatek byla ovéfena a porovnana
pomoci metody ELISA. Bylo ptedpokladano, Ze nejvyssi reaktivita bude zjiSténa u vzork
neovlivnénych protilatek A0 a S. Experiment byl opakovan a pfinesl shodné vysledky, ze

kterych vyplyva, Ze reaktivitu neovlivnénych protilatek (A0 a S) prevySuji témeét vSechny
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ostatni vzorky (viz Obrazek 10). Zdanlivé zvySena reaktivita pfipravenych vzorki mohla byt
zpuisobena selektivnim zakoncentrovanim protilatek. V roztocich izolovanych protilatek byly
pravdépodobné rozpusténé i dalsi proteiny, které zvysily hodnoty namétené absorbance, a tim
1 vypocitanou koncentraci proteinti v roztocich (viz kapitola 3.5), podle niz jsou vzorky fedény
na ELISA. Po namahani proteint béhem procesu suseni a jejich opétovném pokusu o rozpusténi
byly rozpusténé pouze protilatky a ptipadné balastni proteiny byly po centrifugaci soucasti
vzniklych pelet spole¢né s denaturovanymi protildtkami. Z tohoto divodu byla zvySena
reaktivita, jelikoz tento roztok obsahoval pfi stejné koncentraci proteinii vice protilatek oproti

zasobnimu roztoku protilatek s rozpusténymi balastnimi proteiny.

Dle zjisténych vysledki je nejsnaz§im a ekonomicky nejvyhodnéjsim zpisob piipravy
vzorkil volné suSeni za laboratorni teploty (vzorky V1 a V2). Nevyhodou této metody byla horsi
rozpustnost vzorkll v porovnani se vzorky pfipravenymi lyofilizaci ¢i sprejovym suSenim. Na

druhou stranu pomalejsi rozpousténi muize byt pro nékteré aplikace zadouci.
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6 Souhrn

V bakalaiské praci byly riznymi metodami pfipraveny vzorky suSenych slepicich protilatek,

které byly nésledné charakterizovany.

e Z vajecnych zloutki kontrolnich a imunizovanych slepic hovézim sérovym albuminem
byla provedena izolace protilatek jak nespecifickych, tak specifickych protilatek

rozpoznavajici pouzity antigen.

e Lyofilizaci, sprejovym susenim a volnym susenim byly pfipraveny vzorky ususenych
nespecifickych slepicich protilatek a byla sledovana jejich rozpustnost a hygroskopicita.

Bylo zjisténo, Ze vzorky jsou dobie rozpustné a nejsou hygroskopické.

e Byla proméfena UV-spektra roztokl z pripravenych vzorkl ususenych protilatek, ze
kterych vyplyva, ze nedoslo k denaturaci protilatek na rozdil od roztoku protilatek

vystaveného teploté 80 °C po dobu 2 minut.
e Metodou ELISA byla ovéfena reaktivita ususenych protilatek proti hovézimu sérovému

albuminu, kterd u vSech vzorkd bez ohledu na zplsob suSeni nebyla vyznamné

zmeénéna.
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