ABSTRAKT

V teoretickd Casti je popsdna zakladni charakteristika antigenl a protilatek, véetné jejich
struktury a funkci. Dale jsou uvedeny tfidy protilatek spolu s tvorbu protilatek v lidském
organismu. TaktéZ jsou objasnény rizné moznosti ptipravy ¢i vyroby protilatek, jako jsou
monoklondlni, polyklonalni a rekombinantni protilatky pro diagnostické ucely. Jsou zde
zhodnoceny jejich vyhody i nevyhody. Shrnuto je rovnéz vyuziti protilatek v diagnostice a v
terapii, stejné tak je vysvétlen vyznam afinitni interakce mezi antigenem a protilatkou a pouziti
magnetickych ¢astic v diagnostice. V nasledujicich kapitoldch jsou zminény vybrané metody,
které se pouZivaji pro charakterizaci afinitnich pard, zejména imunoblottovaci techniky jako

jsou Dot blot, Affiblot a Western blot, ale také imunoenzymatické metody jako je napf. ELISA.

V experimentdlni ¢asti se nachazeji vysledky ziskané z affiblotu verze 3.5.2. za Gcelem ovéreni
funkénosti modelového systému antigen-protilatka (lidské 1gG a jeho detekcni protilatky ci
konjugdty) a optimalizace metody jejich detekce. Byly testovany a porovndny dvé metody
detekce kolorimetricka a chemiluminiscenc¢ni. V dalsi fazi byly testovany dvé rizné membrany,
aby se urcil jejich vliv na presnost a citlivost méreni. DlleZitou ¢asti experimentd bylo ovéreni
modelového systému antigen-protilatka za Ucelem izolace antigenu pomoci magnetickych
¢astic s imobilizovanou protilatkou a kvantifikace takto ziskaného proteinu. Méreni na Affiblotu
bylo srovndno s mérenim na klasickém dot blotu. Rovnéz bylo testovdno, zda magnetické

¢astice vykazuji nespecifickou sorpci ¢i nikoliv.
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