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ABSTRAKT

V teoreticka Casti je popsana zakladni charakteristika antigend a protilatek, véetné jejich
struktury a funkci. Ddle jsou uvedeny tfidy protilatek spolu s tvorbu protilatek v lidském
organismu. TaktéZ jsou objasnény rGzné moznosti pfipravy ¢i vyroby protilatek, jako jsou
monoklondlni, polyklonalni a rekombinantni protildtky 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 ¢dstic v diagnostice. V nasledujicich kapitoldch jsou zminény vybrané
metody, které se pouZivaji pro charakterizaci afinitnich parl, zejména imunoblottovaci
techniky jako jsou Dot blot, Affiblot a Western blot, ale také imunoenzymatické metody jako

je napf. ELISA.

V experimentalni ¢asti se nachazeji vysledky ziskané z affiblotu verze 3.5.2. za Ucelem ovéreni
funkénosti modelového systému antigen-protilatka (lidské IgG a jeho detekéni protilatky Ci
konjugdty) a optimalizace metody jejich detekce. Byly testovany a porovnany dvé metody
detekce kolorimetricka a chemiluminiscencni. V dalsi fazi byly testovany dveé rlizné membrany,
aby se urcil jejich vliv na presnost a citlivost méfeni. DUleZitou ¢asti experimentu bylo ovéreni
modelového systému antigen-protilatka za ucelem izolace antigenu pomoci magnetickych
¢astic s imobilizovanou protildtkou a kvantifikace takto ziskaného proteinu. Méfeni na
Affiblotu bylo srovnano s méfenim na klasickém dot blotu. Rovnéz bylo testovano, zda

magnetické castice vykazuji nespecifickou sorpci ¢i nikoliv.

Klicova slova: affiblot, dot blot, western blot, ELISA, protilatka, antigen, magnetické ¢astice



ABSTRACT

The theoretical part describes the basic characteristics of antigens and antibodies, including
their structure and functions. The different classes of antibodies are also presented along with
the process of antibody production in the human body. Additionally, various methods of
antibody preparation or production are explained, such as monoclonal, polyclonal, and
recombinant antibodies for diagnostic purposes, with their advantages and disadvantages
evaluated. The use of antibodies in diagnostics and therapy is summarized, and the
significance of the affinity interaction between antigen and antibody is explained, along with
the use of magnetic particles in diagnostics. The following chapters mention selected methods
used for the characterization of affinity pairs, particularly immunoblotting techniques such as

Dot blot, Affiblot, and Western blot, as well as immunoenzymatic methods like ELISA.

The experimental part contains the results obtained from Affiblot version 3.5.2 to verify the
functionality of the model antigen-antibody system (human IgG and its detection antibodies
or conjugates) and to optimize the detection method. Two detection methods, colorimetric
and chemiluminescent were tested and compared. In the next phase, two different
membranes were tested to determine their impact on the accuracy and sensitivity of the
measurements. An important part of the experiments was the verification of the model
antigen-antibody system for the purpose of antigen isolation using magnetic particles with
immobilized antibodies and the quantification of the protein obtained in this way. The
measurements on Affiblot were compared with those on a classic dot blot. It was also tested

whether the magnetic particles exhibit nonspecific adsorption or not.

Keywords: affiblot, dot blot, western blot, ELISA, antibody, antigen, magnetic particles



ZADANI-CIL PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bylo poskytnout uceleny obraz o zakladnich aspektech imunologie
se zamérenim na antigeny a protilatky. Dale informovat o praktickém vyuzZiti protilatek v
diagnostice a terapii, stejné tak objasnéni vyznamu afinitni interakce antigen-protilatka. Cilem
bylo také podat prehled pouZivanych metod pro charakterizaci afinitnich par( spolu

s pfiblizenim pouziti magnetickych ¢astic a protilatek v diagnostice.

Cilem praktické ¢asti bylo ovéfit funkénost modelového systému antigen (v naSem pfipadé
lidské IgG)-protilatka (mysi anti-lidsky 1gG). To zahrnovalo ovéreni funkénosti zafizeni Affiblot,
spolu s jeho optimalizaci za poufZiti lidského 1gG, zvoleni preferovaného druhu detekce a
uprednostriovaného typu membrany. Déle bylo cilem navazat mysi anti-lidskou IgG na MC,
vyizolovat lidské 1gG z pufru pomoci MC, uréit navazané a vyizolované mnoZstvi a stanovit

nespecifickou sorpci MC.
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UuvoD

Afinitni par antigen-protildatka hraje klicovou roli ve fungovani imunitniho systému, kde
specifické protilatky produkované B-lymfocyty rozpoznavaji konkrétni antigeny, vazi se na né

prostiednictvim slabych vazebnych interakci a neutralizuji je [1].

Pro Uspésny vyvoj a vylepSeni diagnostickych test(l, stejné tak pro zvySeni ucinnosti
terapeutickych protilatek je afinita mezi protildtkou a antigenem klicova [2, 3]. Silnéjsi afinitni
vazba pfispiva ke zlepSeni citlivosti a specificity diagnostickych testl [4]. M{Ze rovnéz zlepsit

schopnost protilatky vazat se na svij cilovy antigen, coz muze zvysit jeji ucinnost [5].

Na trhu existuje obrovské mnozstvi protilatek s rliznou afinitou k cilovému antigenu. Vybér
spravné protilatky pro danou aplikaci maze byt i pres rlizna doporucéeni komplikované, jelikoz
chovani konkrétni protilatky mlze byt v daném testu tézké predvidat z dlivodu odlisnych
podminek béhem testovani u vyrobce a spotrebitele. Na zakladé tohoto bylo vyvinuto zafizeni
Affiblot, jenz mlze pomoci v optimalizaci testovani a vybéru spravné protilatky pro konkrétni

experiment [6].

Jednd se o semikvantitativni metodu zalozenou na principu dot blotu, kterd umoziuje urcit
afinitu/aviditu mezi protildtkou a antigenem. Tato metoda umoZiiuje soucasné
semikvantitativni porovnani az péti protildtek od rlznych vyrobcl. Zaroven se jedna o
jednoduchou metodu, kterd umoZniuje snadné nandSeni antigenu, rychlou aplikaci a

odstranéni roztok( [6].



TEORETICKA CAST

1. ANTIGENY

Imunitni systém dokaZe rozpoznat cizi, potencialné skodlivé latky a reaguje na né spusténim
imunitni reakce [1]. Imunitni reakce mlZe byt vrozend, zprostfedkovana kUzi a sliznicemi,
které zabranuji vstupu antigenu do téla. DllezZitou ulohu pini také fagocyty, enzymy a NK
bunky, jenZ se snazi antigeny zneskodnit nebo je oznacit ke zni¢eni. Ddle pak adaptivni
imunitni reakce, ktera je sice pomalejsi nez vrozen3, ale za to pfesnéjsi. Dokdze si zapamatovat
bakterie, se kterymi se jiz setkala. KdyZ se adaptivni imunitni systém poté znovu stfetne se
stejnou bakterii, umi na ni reagovat rychleji a G¢innéji, tudiz ma onemocnéni spojené s danou
bakterii leh¢i prabéh nebo mlZe probihat bezptiznakové. Hlavni roli v adaptivni imunitni
reakci hraji T buriky, které rozpoznavaji a nici infikované buriky a B burky, které produkuji

protilatky specifické pro danou bakterii [7].

Latky, na které se protilatky vaZzou a maji schopnost vyvolat jejich produkci se nazyvaji antigeny
[1]. Antigeny, na které IS Utodi a jsou télu vlastni se nazyvaji autoantigeny. Antigeny z vnéjsiho

prostiedi oznacujeme pak jako exoantigeny[8].

SloZeni antigen( je rGznorodé. Mohou se sklddat z proteinli nebo peptidovych fragment

protein(, sacharid(, nukleovych kyselin (DNA nebo RNA), lipidli nebo dokonce haptena [9].

Protilatky se vaZou na antigeny na jejich specifickych epitopickych mistech. Tyto epitopy maji
konkrétni strukturu, ktera urcuje interakce mezi protilatkou a antigenem [10]. Antigeny, jako
je napriklad tetanovy toxoid, mohou na svém povrchu obsahovat vice druhd epitopd. Na
zakladé toho pak imunitni systém zacne tvofit protilatky proti kazdému druhu epitopl.
Epitopy neboli antigenni determinanty obvykle osahuji 6—8 AMK [11]. Aby byl antigen schopen
spustit imunitni reakci, musi mit dostatecné velkou molekulu. Proto napfiklad nikotin, i kdyz
se jedna o télu cizi latku, nevyvolava imunitni odpovéd. Hranice, kdy je molekula schopna
vyvolat odpovéd IS je asi 10 000 Da. Existuje vsak situace, kdy i molekula o nizké molekularni

hmotnosti mlze vyvolat tvorbu protilatek, a to v pfipadé, Ze se navaze na vétsi, télu vlastni
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molekulu a stane se tak imunogenni. Antigen, ktery je navdzan na takové molekule

oznacujeme jako hapten (Obr. 1) [1].

Hapten

Nosi¢

Hapten-nosi¢ konjugat

Obrdzek 1. Vznik hapten-nosic konjugdtu, obrdzek nakreslen podle [100]

2. PROTILATKY, STAVBA A JEJICH FUNKCE

Jednd se o latky, které jsou schopny rozpoznat antigen a navdzat se na néj pomoci
elektrostatickych interakci, vodikovych vazeb, van der Waalsovych interakci a hydrofobnich
interakci [1]. Maji schopnost chranit ¢lovéka pred opakovanymi onemocnénimi a udrZovat
jedince zdravého. Zvladnou totiz shlukovat mikroby, precipitovat rozpustné antigeny nebo

nicit bakterialni toxiny [12].

V téle jsou jiz pripraveny protilatky, které odpovidaji riznym moznym antigennim strukturam.
Tyto protilatky jsou ulozeny jako vzorky na povrchu B lymfocytd, ¢ekajici na signal k aktivaci,

pokud se antigen objevi [8].

Vsechny protilatky jsou glykoproteiny [13], které maji strukturu tzv. imunoglobulinu, jenz
mulzeme tvarem pfirovnat k tvaru pismene Y [14]. SloZeny jsou ze Ctyr fetézch. Dva z nich
jsou kratsi, oznacovany jako lehké (L-light) a dva delSi, oznacovany jako tézké (H-heavy).
Spojeny mezi sebou jsou disulfidickymi mustky (R-S-S-R). Tyto vazby se spolu i uvnitf fetézcu
razné spojuji a zplsobuji tak propojeni vnitinich fetézcl imunoglobulinu do smyckovych

struktur zvanych domény [1].

Lehké retézce se vyskytuji ve dvou typech kapa (k) a lambda (A) [15]. Tézké retézce pak v péti
typech, kterymi jsou gama (y), mi (p), alfa (a), delta (6) a epsilon (&) [16]. Dale rozliSujeme u

lehkych retézc doménu variabilni (VL) a konstantni (CL) [1]. Variabilni z toho divodu, Ze maji
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tyto domény proménlivou posloupnost aminokyselin. Konstantni domény maiji
aminokyselinovou sekvenci stale stejnou [12]. V ptipadé téZzkych fetézcli se pak jednd o
doménu variabilni (VH) a tfi az ¢tyfi konstantni domény (CH) [1]. Hlavni funkci variabilni oblasti

protilatky je vazat se na antigen.[17].

Konstantni doména (fragment Fc) interaguje s naslednymi slozkami imunitniho systému [18].
Protilatky se touto doménou vazou na buriky jako jsou granulocyty, makrofagy a buriky NK.
Tyto buniky pak spolupracuji pfi eliminaci cizorodych latek. Dale podlé ni u savcd délime
protilatky do péti tfid, které jsou G, M, A, D, E, které se od sebe lisi po¢tem aminokyselinovych

jednotek, velikosti polypeptidového fetézce a obsahem sacharidu [8, 12].
Obecné schéma imunoglobulinu je zobrazeno na obrdazku 3.
Zajimavosti je, Ze u ptakll rozezndvame pouze tfi tfidy imunoglobulin( (IgY, IgM a IgA) [19].

Vsechny domény, jak tézkych, tak lehkych retézcli se skladaji z priblizné 110
aminokyselinovych zbytkd a maji specifickou strukturu, skladajici se ze dvou antiparalelnich B-
sklddanych list(i, které jsou tésné zabalené. C-domény tedy obsahuji dva B-skladané listy,
pficemz jeden z nich ma Ctyti B-vldakna (na obrdzku 2, zobrazeno zelené, A, B, E, D) a druhy tfi
B-vldkna (na obrazku 2, zobrazeno zelené, C, F, G). Tyto B-skladané listy jsou spojeny
disulfidovou vazbou mezi dvéma cysteinovymi zbytky. C-domény jsou obecné kompaktni, s
kratkymi smyckami spojujicimi B-vldkna. V-domény imunoglobulin(, podilejici na interakci s
antigenem, maji podobnou strukturu jako C-domény s témito rozdily. Oba B-skladané listy ve
V-doménach maji podobnou konfiguraci jako B-sklddané listy v C doménach. Ctyfvldknovy B-
skladany list je podobny tomu v C doméné. Druhy B-skladany list ve V-doméné obsahuje pét
B-vlaken namisto tfi. Mezi B-vldkny (na obrdzku 2, zobrazeno modre, C, F, G) je vloZzeno dalsi
dvouvlaknové B-vlakno (na obrdzku 2, zobrazeno modie, C’, C’). Také ve V-doménach je
pfitomen disulfidovy mistek mezi B-vlakny, ale jejich struktura je méné kompaktni s delSimi

smyckami (Obr. 2) [20].

Vazba antigenu je umoZnéna strukturou Sesti smycek, které tvori komplementdrné-
determinacni oblast (CDR). Pfesné modelovani téchto CDR smycek ndam umoznuje lépe
porozumeét mechanismUim vazby a nabizi moZnost racionalné navrhovat specifické protilatky

[21]. Diky specifickému usporadani AMK je v daném misté protilatky vytvoren urcity tvar, ktery
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je schopen rozpoznat a vdzat se na konkrétni ¢asti antigenu. Antigen pak do protilatky zapadne

jako kli¢ do zdmku [12].

Obrazek 2. Imunoglobulinové doména. Modrd-llustruje vzor skladdni V domény imunoglobulinu (VH).
Cervend-llustruje oblasti urcujici komplementaritu (CDR) v doméné V. Zelend-llustruje podobny vzor

skladani typické C domény (CL) [20]

Light chain

Hinge region

Disulphide bridges
(S-S) Glycosylation

Heavy chain —» siles

Obrdzek 3. Obecné schéma imunoglobulinu vdzajici antigen. Fab-fragment vdzajici antigen. Fc-fragment
krystalizujici [101]
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2.1 Tridy protilatek

Jak je jiz zminéno vyse protilatky mGzeme rozdélit do péti ttid IgA, 1gD, IgE, 1gG a IgM (Ig-
imunoglobulin). Které se od sebe lisSi potem aminokyselinovych jednotek, velikosti

polypeptidového retézce a obsahem sacharidd [12].

Imunoglobulin G ma strukturu monomeru s dvéma lehkymi a dvéma tézkymi retézci [22].
V séru ma nejvyssi zastoupeni a vyskytuje se ve ¢tyfech podtridach, tj. 1IgG1, 1gG2, IgG3 a IgG4,
které jsou vysoce konzervované a liSi se ve své konstantni oblasti [23]. IgG protilatky jsou
typické pro sekundarni imunitni odpovéd. Po opakované expozici antigenu (napf. po druhé
injekci pfi imunizaci) dochazi k vyraznému narlstu hladiny 1gG protilatek [24]. Protilatky IgG
jsou pritomny v krvi a extracelularni tekutiné, kde se podileji na neutralizaci toxin(, vir( a
bakterii, jejich opsonizaci pro fagocytézu a aktivaci komplentu [25]. Imunoglobulin G ma
schopnost prostupovat placentou do krevniho obéhu plodu a chranit jej do doby, dokud neni
schopno vytvofit si vlastni protilatky [26]. Z patologického hlediska m(iZe hrat dalezZitou roli ve

vyvoji autoimunitnich poruch [27].

Imunoglobulin M se v llidském télé vyskytuje prevainé jako je pentamer sloZeny z péti
monomernich jednotek spojenych tzv. spojovacim nebo J fetézcem nebo jako hexamer, ktery
obsahuje Sest monomernich jednotek a zcela postrada J fetézec. Pfitomnost hexamerického
IgM je Casto spojovana s rliznymi poruchami (Waldenstromova makroglobulinémie, chladova
aglutinace a opakované bakteridlni infekce mocovych cest). Pfedpokladd se vsak, Ze malé
mnozstvi hexameru je pfitomno i v normalnim lidském séru. Je také velmi Gcinny pfi aktivaci
komplementu. Aktivuje komplement asi 20krat silnéji nez pentamer. Zatim neni zcela jasné,
zda hexamericky IgM slouzi jako uc¢innd obrana za urcitych podminek, nebo zda je spise
vedlejSim produktem, ktery mulze prispét k patologii [28] Multimer IgM méa bud 10
(pentamer), nebo 12 (hexamer) antigennich vazebnych mist. Jsou to také prvni protildtky,
které se vyluc€uji po expozici cizim antigenim [29]. Krom toho, Ze I1gM hraje kli¢ovou roli v
pocatecni obrané proti cizim patogenim a rakovinnym burikdm, je také zapleten do centralni
patogeneze nékterych autoimunitnich onemocnéni [30]. Je také pfitomen na povrchu naivnich

B bunék jako monomerni molekula [28].
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Imunoglobulin A hraje klicovou roli v obrané slizni¢nich povrch( proti infekénim
mikroorganismim. Jedna se o nejrozsifrené;si tfidu protilatek na slizni¢nich povrsich (pfiblizné
400 m?) jako jsou vystelky respira¢niho, gastrointestinalniho a genitourinarniho traktu [31,
32]. Je také pritomna v znacnych koncentracich v séru, kde je druhou nejrozsifenéjsi cirkulujici
imunoglobulinovou tfidou po IgG. U lidi rozliSujeme dvé podtfidy IgA, nazvané IgAl a IgA2.
Imunoglobulin A existuje v nékolika molekularnich formach. V lidském séru je prevladajici
formou monomer. Na slizniénich povrsich pak prevldadd forma dimerickd, pficemz jsou

pfitomny i vyssi molekulové formy, véetné trimer( a tetramera [31].

IgD hlavnim antigenovym receptorem na povrchu vétsiny perifernich B bunék, kde je nejcasté;i
koexpresovan s IgM. Je to unikatni imunoglobulin, jehoZ koncentrace v séru je daleko nizsi nez
ulgG, IgA a lgM, ale mnohem vyssi nez u Igk [33]. IgD je monomer slozeny ze dvou identickych
tézkych a lehkych retézcl usporadanych do variabilnich a konstantnich domén, podobné jako
IgG [34]. IgD je na B-lymfocyty je upevnén pomoci dvou retézcl (dimer() Ig-alfa a Ig-beta,

které molekulu antigenu upevnuji do fosfolipidové membrany [8, 12].

evvs

koncentraci [12]. Imunoglobulin E je zndmy jako ,anafylakticky” imunoglobulin a hraje
klicovou roli v alergickych reakcich, véetné alergické rymy, astmatu a potravinovych alergii.
Kdyz alergen navaze specificky IgE, spousti se uvolnéni zdnétlivych mediatorl, jako jsou
histamin, heparin, tryptaza a prostaglandiny, coz vede k alergickym symptomUm a zanétu [35].
IgE je také dllezitou soucasti ochrannych imunitnich odpovédi hostitele proti helmintickym
parazitim. Dana studie popisuje, jak alergie ovliviiuje imunitni odpovéd na parazitické infekce.
Studie byla provedena u dvou skupin déti z Venezuely. Jedna skupina déti s alergiemi Zila na
ostrové Coche, kde je vysoka mira alergickych onemocnéni, zatimco druhd skupina déti, bez
alergii, Zila na pevninské oblasti Barrio Los Erasos. Obé skupiny mély podobné podminky a
stejnou miru ndkazy parazitem zvanym Ascaris lumbricoides. Vysledkem bylo, Ze déti z oblasti
bez alergii mély mnohem vyssi intenzitu infekce a také vyssi hladiny celkového IgE. Naopak,
infekce. Vysledky tedy naznacuji, Ze alergie mlzZe pomoci Iépe se branit parazitim, cozZ je

vyhoda, ktera by mohla vysvétlovat, proc¢ se alergické reakce v evoluci vyvinuly [36].
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Obrdzek 4. Schématicky diagram pentameru protilatky imunoglobulinu M (IgM) (vlevo) a hexameru
(vpravo). Konstantni oblasti jsou zobrazeny sedé a variabilni oblasti zelené. Na pentameru IgM je také
zobrazen maly spojovaci retézec (J-retézec) cervené [29].

2.2 Tvorba protilatek v lidském organismu

Vyvoj B-bunék u savcl zahrnuje nékolik stadii, ktera zacinaji v primarnich lymfoidnich tkanich
(napt. lidska fetalni jatra a fetalni/dospélé kostni dren) a pokracuji funkénim dozranim v
sekunddrnich lymfoidnich tkanich (napft. lidské lymfatické uzliny a slezina) [37]. Zralé naivni B-
buriky jsou poté pfipraveny reagovat na antigeny. Rozpozndnim antigenu pomoci BCR (Obr. 6)
jsou B-bunky aktivovany a diferencuji se na plazmatické buriky prostfednictvim diferenciace
[38]. Kone¢nym bodem je produkce protilatek termindlné diferencovanymi plazmatickymi
burikami [37]. V lidském téle se vyskytuje obrovské mnozstvi B-lymfocytl z nichz pfiblizné sto
az tisic bunék tvofi skupinu, kterd je schopnd interagovat pouze sjednim specifickym
antigenem. Takovych skupin s rGznou specifinosti mlze byt nespocet. Po navazani se tedy
dana skupinka B-lymfocytl zaktivuje, B-lymfocyty se zacnou délit a vysledkem jsou
plazmatické bunky, které vytvari protilatky proti stejnému antigenu, jaky se pivodné navazal
na antigenni receptor. Kromé protilatek se z B-lymfocyt( tvori také pamétové B-buriky, které
maji schopnost pamatovat si specifické antigenni struktury se kterymi se v minulosti setkaly a
pokud se tento antigen znovu objevi pamétové B-buriky rychle reaguji produkci protilatek
(Obr. 5) [12]. B-lymfocyty nejsou aktivovany vSsemi antigennimi signaly. Napfiklad proteinové
antigeny musi byt nejprve zpracovany burikami prezentujici antigen a také vyzaduji pomoc

pomocnych T-lymfocytl [12].
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Obrazek 6. B-cell receptor (BCR) [102]
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Obrazek 5. Aktivace B-lymfocytu a jejich diferenciace na
plazmatické a pamétové buriky [12]

2.3 Typy protilatek

2.3.1 Monokonalni protilatky

Monoklonalni protilatky vznikaji z jednoho klonu, tedy z jednoho spole¢ného B-lymfocytu.

Vsechny vzniklé protilatky maji unikatni specificnost vici jednomu typu epitopu antigenu [11].

Monoklonadlni protilatky se uméle vyrdbéji bud za pouziti zvifat, nebo pomoci

rekombinantnich metod [39].

Existuji dva obecné zplsoby, jak vyrabét mAbs za pouziti zvifat. Jedna se o metody "ascitu" a
"in vitro" metoda. Pocatecni krok obou metod je stejny. Nejprve je zvife (obvykle mys)
imunizovano antigenem. Mys je ¢asto imunizovana nékolikrat, a to po dobu nékolika tydn(.
Po dokonéeni imunizace je tfeba mys usmrtit, aby se extrahovala slezina. Slezinné B lymfocyty
produkujici protilatky z mysi se fuzuji s nesmrtelnymi myelomovymi naddorovymi burikami in
vitro a vznikd hybridom, ktery bude produkovat pouze jeden typ protilatky [39]. Tato protilatka
bude specifickd pro jeden epitop antigenu, ktery rozpoznaval pavodni B-lymfocyt [40].

Hybridomy lze rozsitit dvéma zpUsoby, a to injekci do peritonedlni dutiny druhé mysi (tzv. in
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vivo ascitova metoda) nebo kultivaci hybridomovych bunék in vitro (tzv. "in vitro" metoda). |
kdyZ obé& metody pouZivaji zvifata v pocatecnim kroku imunizace, ascitovda metoda je
povazovana pro laboratorni zvifata za bolestnou a stresujici [39]. Tento postup pro tvorbu

monoklondlnich protilatek objevili védci Georges Kdhler a César Milstein v roce 1975 [41].

Zejména kvali imunogenicité protildtek pochazejicich z hybridomu bylo tfeba hledat nové
metody, které by tento problém vyresily. Vyvoj v oblasti molekuldrni biologie a genetického
inZenyrstvi otevrely cestu pro vyrobu protilatek pomoci rekombinantnich bunécnych linii
namisto hybridomovych bunék [42]. V 90. letech byly vyvinuty chimerické protilatky, které
kombinovaly lidské konstantni imunoglobulinové oblasti a mysi variabilni oblasti, diky cemuz
se snizila imunogenicita proti mySim protilatkdm. Za ucelem odstranit zbylé T-bunécné epitopy
na variabilnich oblastech protilatek, byly vyvinuty strategie humanizace (Obr. 7) [42]. Jedna se
o proces, ktery ma za ukol upravit tyto protilatky tak, aby byly kompatibilni s lidskym
organismem, nezpusobovaly nezadouci imunitni reakce a zaroven si zachovaly svou
terapeutickou ucinnost [43]. Techniku humanizace protilatek, poprvé uvedl v roce 1988 Greg

Winter a jeho kolegové [44, 45].

D
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Obradzek 7. Proces humanizace Ab. A Mysi Ab. B Chimerickd Ab. C Humanizovand Ab. D Lidska
Ab [103]

V soucasné dobé se monoklonalni protilatky vétSinou produkuji v mysich nebo potkanech, coz

muze byt nebezpecné z hlediska pfenosu nemoci téchto zvitat na lidi. Navzdory tomu, Ze
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prochazeji procesem cisténi, neni mozné zcela vyloucit pfitomnost virli v téchto protilatkach.
Mohou také vyvoldvat imunogenni reakce u lidi kvali jejich mySimu puUvodu. Genetické
inZenyrstvi vsak v dnesni dobé umoznuje zmirnit nékteré z téchto problému a vylepsit tak
kvalitu protilatek. Navic je vyvoj monoklonalnich protildtek finan¢né nakladny a casové
narocny proces. Na druhou stranu maji monoklonarni protilatky vysokou mirou specificity,
Cistoty a citlivosti [40]. Imunizace zvifat a nasledny sbér protilatek vyvoldvaji také etické otazky
tykajici se jejich pohody a humanniho zachdazeni [39, 46]. Jak jiz bylo feceno, hlavni vyhodou
monoklonalnich protilatek je jejich specificnost vii¢i jednomu typu antigenu, ¢ehoz se vyuziva
v laboratofich naptiklad pfi analyze zmén v molekularni struktufe proteinu nebo pfti sledovani
interakci proteinld. Monospecifita mUzZe ale také byt jejich nevyhodou, jelikoZz i malé zmény
v aminokyselinové struktufe epitopu, mohou znacné ovlivnit jejich funkci [19]. Hybridomové
bunécéné linie mohou zaniknout, ztratit své geny pro protilatky nebo prestat rlst, coz mlze
vést k nendvratné ztraté konkrétni monoklonaini protilatky. Mize se také stat, Ze se tyto

protildatky budou vazat na vice nez jeden cil [47].

2.3.2 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky vznikaji, kdyZ B-lymfocyty zaznamenaji na antigenu vice typu epitopa.
Na zdkladé toho pak musi dochdzet k polyklondlni imunitni odpovédi, jelikoz kazdy typ

protilatky je specificky jen k jednomu typu epitopu [11].

Polyklondlni protilatky jsou uméle ziskavany prostfednictvim cilené imunizace zvifat. Tento
proces zahrnuje podani specifického antigenu spolu s adjuvantem vybranému zvireti. BEhem
imunizace se v krevnim séru zvirete tvori smés protilatek, které rozpozndvaji rizné casti

antigenu, proti kterému bylo zvife ockovano. Ze séra jsou nasledné protilatky izolovany [48].

Vyroba polyklonalnich protilatek je rychlejsi, ekonomicky vyhodnéjsi a technicky méné
narocna [19]. U polyklonalnich protilatek bude zména mensiho poctu epitopli méné zasadni,
jelikoz tyto protildtky maji schopnost rozpozndvat velké mnoiZstvi epitopl. Avidita
polyklonalnich protilatek vytvorenych proti jednomu antigenu z rGznych zvifat maze byt rdzna
[19]. Funkénost polyklondlnich protildatek se mezi Sarzemi lisi, protoZe imunizace zvifete —

dokonce i stejného zvifete — nikdy nevede k vytvoreni presné stejné smési protilatek [47]. U
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polyklonalnich protilatek hraje také dllezZitou roli velikost a Zivotnost zvirete. Tyto faktory maji

vliv na ziskané mnozstvi [19].

2.3.3 Rekombinantni protilatky

Rekombinantni protilatky jsou protilatky, které byly vytvofeny pomoci genového inZenyrstvi.

Tato technologie umoziiuje produkci protilatek se specifickymi vlastnostmi [49].

Postup pro tvorbu rekombinantnich protilatek odstartoval objev technologie hybridomu [42]

(vice v kap. 2.3.1).

V dnesni dobé se rekombinantni protilatky ziskavaji vétsinou zavedenim expresnich vektorf
in vitro prostfednictvim genového inZenyrstvi [50]. Lze jim ziskat 100% lidskou protilatku, jenz
ma témér nulovou imunogenicitu [51, 52]. Vyroba rekombinantnich protilatek vyZzaduje gen,
kddujici danou protilatku, vektor jako je napfriklad plazmid, ktery umozni vlozeni genetické
informace do hostitelské burnky a expresni systém, coZ je vlastné hostitelska burka, ktera
produkuje rekombinantni protildtky. Protilatky maji slozitou strukturu a vyroba vyZaduje
takové hostitelské buriky, které jsou schopny protilatky pfirozené sklddat a modifikovat. Mezi
modifikace patfi napf. post-transla¢ni glykosylace. Sav¢i buriky spliuji tyto kritéria a jsou tedy
idedInim hostitelem pro vyrobu protildtek. Kromé savcich bunék se také pouzivaji bakterie,
buriky rostliny a bunky hmyzu [39, 53]. Jako vyrobni systém jsou také velmi oblibené kvasinky
diky vyhodam jako jsou rychly rast, jednoducha genetickd manipulace, spravné post translaéni
modifikace a bezpecna produkce bez patogenl [54]. V soucasné dobé jsou témér vSechny
terapeutické protilatky stale vyrabény v savéich bunécénych liniich, za Uuc¢elem snizeni rizika
imunogenicity. Mensi fragmenty protilatek jsou Uspésné vyrabény v bakteriich [55]. Diky vyssi
citlivosti, specifité rekombinantnich protilatek, jejich neomezené reprodukovatelnosti, ktera
je dana znalosti jejich sekvence, a dlouhodobé stabilité transfekovanych bunécnych linii oproti
hybridomUm je stale jasnéjsi, Zze by védci méli prejit na jejich ploSnou vyrobu a pouzivani [56].
Navic pouziti napf. expresnich systému pro vyrobu rekombinantnich protilatek snizuje nebo
uplné eliminuje potrebu pouZivani pokusnych zvifat [57]. Jednim z problém0 pri vyrobé
rekombinantnich protildtek muize byt napfiklad nespravné sklddani nebo post translaéni

modifikace, které mohou vést k hromadéni Spatné sloZzenych proteind, jenz poskozuji buriky a
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zpUsobuji rozsahlé abnormality [58]. Dalsi nevyhodou je napfiklad vysoka cena a slozita

technologie [59]

2.4 Vyuiiti protilatek v praxi

Vyuziti protilatek v praxi mlzeme rozdélit do dvou skupin, a to na protilatky vyuzivané

v diagnostice a protilatky vyuzivané v terapii riznych onemocnéni [60, 61].

2.4.1 Protilatky vyuzivané v diagnostice

Diagnostika infekénich onemocnéni casto vyZaduje prokazani plvodce nemoci nebo
pfitomnosti specifickych protilatek. Monoklonalni protilatky hraji v tomto procesu klicovou
roli, protoze jsou schopny rozpoznavat unikatni antigenni determinanty (epitopy) na povrchu
patogenu. Diky své vysoké specificité, kdy reaguji pouze s jednim konkrétnim epitopem,
umoznuji MAbs presnou identifikaci pivodce onemocnéni, coZ je zasadni pro efektivni

diagndzu a néaslednou Iécbu [60].

Protilatky vyuzivané v diagnostice vyzZzaduji oproti terapeutickym protildtkdm méné prisné
kontroly kvality a bezpecnosti. Déle je v diagnostickém primyslu dUleZité udrzet naklady na
vyrobu a distribuci protilatek na co nejnizsi Urovni. Dlraz je také kladen na rychlost vyroby

[62].

Vyuziti monoklonalnich protilatek znacné prevazuje nad polyklondlnimi kvuli schopnosti
monoklonalnich protilatek cilit na specifické epitopy s minimalnimi problémy s kfizovou
reaktivitou, které jsou casté u polyklondlnich protilatek. Konvencni metody pfipravy
polyklonalnich protilatek z krevniho séra vedou vidy k produkci protilatek riznych ttid, specifit
a afinit. Naopak monoklonalni protilatky jsou cilené na jeden konkrétni epitop, coz zajistuje

vyssi presnost a citlivost diagnostickych testl [60].

V laboratorni diagnostice je klicové mit k dispozici spolehlivé a efektivni metody pro detekci a
charakterizaci protilatek. Tyto testy musi byt rychlé, univerzalni, citlivé a schopné zpracovat
velké mnozstvi vzorkl. Jednim z nejrozsifenéjsich systému pro detekci protilatek je enzymoveé
vazany imunosorbentni test (ELISA) (vice v kap. 5.2) [60]. Dalsimi metodami pro detekci

protilatek je napf. uhlikovy imunotest (CIA), ktery je zaloZzen na pfilnuti mikroskopickych
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uhlikovych ¢astic indického inkoustu na krali¢i imunoglobulin G (Waller et al., 1978) [63].
Metodu vylepsili védci Bergquist a Waller v roce 1983 [64], ktefi pfidali protein A jako ligand,
ktery se navaze na protilatky, pokud jsou ve vzorku pfitomny. Na navazany protein A se poté
navazou uhlikové ¢astice, které mohou byt detekovany. PouZiti proteinu A umoZznilo detekci
protildtek i jiného plvodu, nez je krali¢i [65]. Jednim z prvnich pouZivanych imunotestl byl
radioimunotest (RIA), ktery vyvinuli Yalow a Berson v roce 1959 [66]. Od tohoto typu testl se
vSak upousti, zejména kvali rizika plynouciho z prace s radioizotopy [67]. Dalsi technikou
k identifikaci protilatek je fluorescencéni imunotest (FIA). Fluorescenéni imunotesty zahrnuji
kromé antigenu a protilatky také fluorescencni znacku, kterd je pfipojend k jednomu z téchto

prvk( a umozZnuje detekci [67].

Pro detekci protilatek mGze byt vyuzita i technologie Luminex. Tato technologie vyuziva bead-
based imunoanalyzu zaloZenou na prlitokové cytometrii. V této technologii jsou vyuzivany
sady polystyrenovych nebo magnetickych mikrosfér [68], které jsou pokryté raznymi
fluorochromy a HLA antigeny. K témto mikrosféram se pridava sérum pacienta. Pokud jsou v
séru pritomny protilatky proti HLA antigenlim, vaZou se na dané antigeny pfitomné na
mikrosférach. Po vazbé protilatek na HLA antigeny se ptidava druha protilatka, ktera je
konjugovana s phycoerythrinem (fluorescencni barvivo). Fluorescencni signal je poté
detekovan. Systém Luminex je pratokovy cytometr, ktery obsahuje dva laserové zdroje.
Cerveny laser excituje fluorochrom uvnitf mikrosfér, zatimco zeleny laser detekuje
fluorescenéni signal phycoerythrinu konjugovaného se sekundarni protilatkou. Data jsou poté

systémem Luminex shromazdovana, zpracovavana a analyzovana [69].

Pro zajisténi spravné funkce a specificity MAbs je dlilezita jejich dlikladna charakterizace. Toho
se da docilit napf. pomoci Western blottingu, ktery testuje schopnost MAbs vazat se na rlizné
antigenni pfipravky, coZ poskytuje informace o jejich specifité a afinité (vice v kap. 5.1.3) [60].

Dalsi metodou pro vybér spolehlivych protilatek je metoda Affiblot (vice v kap. 5.1.2) [6].

2.4.2 Protilatky vyuzivané v terapii

Vyroba protilatek, které jsou vyuzivany v terapii se Fidi striktné regulovanymi predpisy. Klade
se dlraz na prisnou kontrolu kvality, testovani Sarzi a dislednou dokumentaci vedenou v

souladu s FDA regulacemi. Rychlost vyroby je sice méné kritickd nez u diagnostickych
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protilatek, presto je ale dlileZita pro v€asné uvedeni produktu na trh. Stale je zde snaha udrzet

evvs

diagnostickych protilatek [62].

Sekvence aminokyselin, které tvofi terapeutické protilatky, byly peclivé navrieny a
modifikovany tak, aby méli lepsi biologické ucinky a klinické vysledky. Kazda ¢ast struktury

protilatky byla zménéna tak, aby se snizila jeji imunogenicita [70].

NeZ dojde k uvedeni protilatky na trh musi proji preklinickou a klinickou fazi. Preklinicky vyvoj
terapeutickych protilatek Ize pfiblizné rozdélit na objevovani a verifikaci cilového antigenu,
pfipravu a screening protilatek, pilotni vyrobu a kontrolu kvality protilatek, Gcinnost léku,
farmakokinetiku, hodnoceni bezpecnosti a deklaraci. V klinickych studiich je hlavnim cilem

hodnoceni bezpecnosti a Ucinnosti terapeutickych protilatek v populaci [71].

U terapeutickych protilatek je také velmi dllezita jejich Cistota. Pro ucinné stanoveni Cistoty
je tfeba pouzit fadu analytickych metod. Mezi né patfi zejména elektroforéza, vysokoucinna
kapalinova chromatografie a imunoeseje. Charakter a celistvost monoklonalnich protilatek
musi byt peclivé ovérovany v kazdé fazi jejich vyroby. Tento proces zahrnuje monitorovani,
které zacind uz pfti kultivaci bunék a pokracuje pres purifikaci (monitorovani procesu),
charakterizaci produktu, az po uvolnéni SarZe. V kazdém z téchto krokl je nezbytné potvrdit,
Ze vznika spravny produkt, ktery vykazuje pozadovanou Cistotu a celistvost, a Zze nedochazi k
nezadoucim modifikacim protilatky. Zasadni je také neustald kontrola klicovych provoznich
parametrd jako jsou pH, vodivost, pratok, tlak a teplota. Také méreni fyzikalnich charakteristik
protilatek je klicové, protoze zmény v jejich konformaci a tvorba agregatli béhem vyroby
mohou ovlivnit uc¢innost produktu a nezadouci Ucéinky. Necistoty, které mohou do produktu
pronikat béhem procesu vyroby protildtek jsou napt. proteiny hostitelskych bunék, DNA,

slozky kultivaéniho média nebo zbytky chromatografického média [72].

Nejvyuzivanéjsimi oblastmi aplikace protilatek jsou onkologie a imunologie napfiklad pfilé¢bé

autoimunitnich onemocnéni [70].

Monoklonalni protilatky také predstavuji novy a slibny pfistup v 1é¢bé zavislosti na nikotinu.
Na rozdil od tradi¢nich farmak, které primo ovliviiuji nikotinové acetylcholinové receptory

v mozku, se monoklonalni protilatky vaZzou na nikotin v krvi, a tim zabranuji jeho rychlému
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vstupu do centralniho nervového systému. Tento mechanismus je dullezZity z toho divodu, Ze
nikotin ma nejvétsi stimulacni a subjektivni icinky béhem nékolika prvnich minut po inhalaci.
Snizenim ¢asné distribuce nikotinu do mozku mohou monoklonalni protilatky vyznamné
zmirnit Ucinky kouteni a pomoci tak lidem pfekonat zavislost bez obvyklych vedlejSich ucinkd.
Monoklonalni protilatky s vysokou afinitou k nikotinu byly ziskany z B-bunék ockovanych

kufakd [73].

Protilatky se vyuZivaji také v pfipadé hadiho ustknuti. Klicové je vtomto pfipadé pouZiti
antivenomu, cozZ je terapeuticka latka slozend z imunoglobulinii nebo jejich fragmentd,
ziskanych z plazmy zvifat, ktera byla hyperimunizovdna jednim (monospecifickym) nebo
nékolika (polyspecifickymi) jedy, za ucelem vyvolani vysoké koncentrace protilatek ve zvireti

[74].

3. VYSVETLENi VYZNAMU AFINITNi INTERAKCE ANTIGEN-PROTILATKA

Protilatky se skladaji z lehkych a tézkych retézcli, které maiji jak variabilni, tak konstantni
oblasti. Variabilni ¢asti protilatky, konkrétné tedy oblasti zvané CDR (complementarity-
determining regions), jsou zodpovédné za rozpoznani antigenu a navazani se na néj. Tyto
oblasti maji specifické usporadani aminokyselin, které je jedinecné pro kazdy antigen. Malé
molekuly, jako napfiklad hapteny, se obvykle vaZzou v oblasti, kde se lehké a tézké retézce
protilatky setkavaji a vytvareji kapsu. Naopak vétsi antigeny, napfiklad proteinové molekuly,
mohou byt pfilis velké na to, aby se do této kapsy vesly. V takovém pfipadé se antigeny vazou
na protilatku na jejim vétSim povrchu, ktery zahrnuje vsechny CDR oblasti. Tento povrch

nemusi byt jen konkdvni, mGze byt i plochy, zvinény nebo konvexni [75].

Epitopy antigenu se mohou vyskytovat ve dvou zakladnich formdach, a to jako linearni epitopy
(Obr. 8-A), které se skladaji z po sobé jdoucich aminokyselin nebo jako konformacni epitopy
(Obr. 8-B), jenz zahrnuji aminokyseliny, které nemusi byt nutné po sobé jdouci, ale vzajemné
se ovliviuji a vytvareji specifickou trojrozmérnou strukturu proteinu. Protilatky tedy mohou
cilit bud’ na specifické sekvence aminokyselin v linedrnich epitopech nebo na specifické 3D

struktury vytvorené konformacnimi epitopy [76, 77].
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Obrazek 8. A Linedrni epitopy. B Konformacni epitopy [77]

Sily, které spojuji antigen s protilatkou, nejsou silné kovalentni vazby, naopak se jedna o slabé
vazebné interakce jako jsou Van der Waalsovy sily, vodikové vazby, hydrofobni vazby a ion-
dipolové vazby. Antigenni determinanta (epitop) a misto vazani antigenu na molekulu
imunoglobulinu (paratop) jsou velmi malé plochy, které obsahuji pouze nékolik AMK. Kdyz se
tyto molekuly pfiblizi, ptitahuji je rizné sily, jako jsou iontové a hydrofobni interakce. Tyto
pritazlivé sily pfekonavaji energii hydratace obou molekul, ¢imz vytlaéuji molekuly vody, coz
jim umoznuje priblizit se k sobé. Jakmile jsou molekuly blizko, za¢inaji se uplatfovat van der
Waalsovy sily, které jsou velmi kratkodobé, ale stale dulezité. Celkova sila vazby mezi
epitopem a paratopem zavisi na tom, jak dobfe do sebe zapadaji (pfesnost spojeni) a na

velikosti jejich kontaktni plochy [78].

Afinita mezi protilatkou a antigenem je zdsadni pro vyvoj a optimalizaci diagnostickych test(
a terapeutickych protilatek [2, 3]. VysSi afinitni interakce zlepSuje citlivost a specifitu
diagnostickych testl [4]. Také muZe zlepSit vazbu protilatky na jeji cilovy antigen, coz mlze

vést ke zvySeni Ucinnosti protilatky [5].
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4. POUZITi MAGNETICKYCH CASTIC A PROTILATEK V DIAGNOSTICE

Diky svym jedineCnym magnetickym vlastnostem a nizké toxicité se magnetické castice v
poslednich letech staly predmétem intenzivniho vyzkumu. Tyto ¢astice, charakterizované svou
malou velikosti a silnymi superparamagnetickymi vlastnostmi, se snadno, stabilné disperguji v
reakénich médiich a mohou byt efektivné shromaZzdovany pomoci vnéjsiho magnetického
pole. Tato kombinace vlastnosti ¢ini magnetické castice vysoce atraktivnimi pro Siroké
spektrum aplikaci, véetné separace cilovych latek, cilené dodavani terapeutickych latek do

tkani a diagnostika [79].

Magnetické kulicky mohou v ELISA testu nahradit klasickou ELISA destic¢ku, coZ pfinasi radu
vyhod. Diky mozZnosti snadného oddéleni cilovych antigend pomoci magnetického pole,
dochazi k vyraznému zvyseni citlivosti a zkraceni doby trvani testu. Vysledna zvySena efektivita

testovani maze byt klicova pfi rychlé diagnostice a vyzkumu [80].

Magnetické castice se nejCastéji skladaji z magnetického jadra, povrchového natéru a
specifickych ligandd (Obr. 9). Magnetickd jadra mohou byt slozeny z rliznych materiall s
magnetickymi vlastnostmi, jako jsou cisté kovy (napf. Co, Fe, Ni), jejich oxidy (magnetit
(Fe304), maghemit (y-Fe203)), nebo prechodné kovy a slitiny (napf. CoPt3, FeCo, FePt). Finé
rozdélené Zelezo je v pfitomnosti vody nebo vihkého vzduchu nachylné k oxidaci. Je tedy nutné
zajistit fyzikalni a chemickou stabilitu MC. Toho se da dosahnout povrchovym natérem MC
pomoci stabilizacnich povrchovych materiald nebo enkapsulaci do polymernich oball i
liposom(. Povrchové stabilizace se obvykle dosahuje pomoci nepolymernich stabilizator( jako
jsou alkanesulfonova a alkanofosfonova kyselina, fosfonaty, olejova, laktobionova a laurova
kyselina nebo pomoci polymernich stabilizator, tj. alginat, chitosan, dextran,
polyethylenglykol, polyvinylalkohol, pullulan nebo polyethylenimin. Polymerni obal zlepsuje
disperzibilitu ve vodé a poskytuje funkcni skupiny jako jsou karboxylové pro konjugaci s
cilovymi ligandy. Jako ligandy vézajici se na pevny povrch MC se nejéastéji pouzivaji enzymy,
nukleové kyseliny, protilatky, aptamery a peptidy. Pro pfipojeni protilatek se béziné vyuziva
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid/N-hydroxysukcinimid (EDC/NHS). Orientace
protilatek na povrch MC je vétdinou ndhodna. Protilatka se tedy mGze k povrchu MC pfipoijit

jak svym Fc tak svym Fab koncem [81]. EDC reaguje s karboxylovou kyselinou a tvofi O-
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acylisoureu, vysoce reaktivni chemickou latku, kterd reaguje s NHS a vytvari ester NHS, ktery

rychle reaguje s aminem (napf. protilatkou) za vzniku kovalentni amidové vazby [82].

Surface coating

Nonpolymeric stabilizers
Alkanesulphonic acids
Alkanephosphonic acids

Oleic acids

Lactobionic acid

Lauric acid

Polymeric stabilizers
Alginate

Chitosan

Dextran

Polyethelene glycol

Polyvinyl alcohol

Pullulan

Polyethylene imine

Antibodies

Aptamers

Peptides

Obrdzek 9. Stavba magnetické Cdstice [81]

5. PREHLED POUZIVANYCH METOD PRO CHARAKTERIZACI AFINITNICH
PARU

V této kapitole budou predstaveny metody, které se vyuzivaji pfi analyze afinitniho paru

antigen-protilatka.

5.1 Imunoblottovaci metody

Metody kombinuji elektroforézu a vizualizaéni metody jako napfiklad imunochemické reakce
s enzymatickou detekci nebo fluorescenci, diky kterym mlzeme stanovit v neznamém vzorku
koncentraci antigenu nebo protilatky. Elektroforéza umoziiuje rozdéleni antigenu podle
elektroforetické pohyblivosti zavisejici na molekulové hmotnosti. Oba procesy jsou vyplnény
mezikrokem zndmym jako blotting neboli upevnéni rozdéleného antigenu na pevny nosic jako
je napfiklad nitrocelulézovd membrana. Pfenos probihd bud difuzi nebo pomoci

jednosmérného proudu [8]
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5.1.1 Dot blot

Dot bot patfi mezi imunoblotové metody [8]. Touto metodou lze budto zjistit pfitomnost

antigenu i protilatky. Nebo s ni |ze stanovit koncentrace antigenu ve vzorku [6].

Klasicky dot blot je obvykle zafizeni obdelnikového tvaru, které se sklada ze tfi plastovych
desek. V hornim viku jsou jamky, do kterych se nanasi vzorek. Spodni dil je napojen na vakuum,
diky némuzZ bude roztok s antigenem nasavan skrz blotovaci membranu a zlistane na ni
fixovan. Nasledujici kroky jsou provadény v nadobé mimo zafizeni. Pokud je porovnavano
nékolik protilatek nebo antigend, je potfeba membranu nafezat na prouzky. Nasledné se s
kazdym prouzkem pracuje zvla$t. Rezéni viak vyrazné pfidava préci a prodluzuje ¢as pro
analyzu, coz ¢ini metodu pomérné nepraktickou [6]. Dot blotovy test je ale i tak efektivni
metodou pro zkoumani interakci mezi dvéma proteinovymi molekulami, z nichZ jedna je
pfipojena k povrchu membrany. Vyhodou dot blotového testu je jeho rychlost, snadna

proveditelnost a cenova dostupnost [83, 84].

Antigeny se v ptipadé dot blotu vyskytuji v tekuté formé a jsou ve velmi malych objemech
imobilizovdny na membrdnu pomoci filtrace [8, 85]. Poté jsou tyto vzorky inkubovany s
protilatkami, které jsou specifické pro antigen, ktery se ma detekovat. Po inkubaci se provadi
nékolik oplachd, aby se odstranily nenavazané slozky. Nasledné se pridava detekcni reagens,

ktery indikuje pfitomnost vazanych protilatek [6].

5.1.2 Affiblot

Metoda affiblot funguje na principu dot blotu. Jedna se o zafizeni velikosti odpovidajici dlani,
které ma specialné upravené horni viko tak, aby mohlo soucasné mezi sebou porovnat az pét
raznych protilatek (Obr. 11-C). Zafizeni affiblot umozZiiuje testovat aviditu mezi antigenem a
protilatkou, spolehlivost mezi Sarzemi a kfiZzovou reaktivitu. KfiZovou reaktivitu lze popsat jako
jev, ke kterému dochazi, kdyz specifické molekuly jako jsou antigeny nebo protilatky reaguji s
jinymi molekulami, které nejsou jejich cilovymi molekulami. To pak muize vést naptiklad

k faleSné pozitivnim vysledkim [6, 86].

K uvedeni affiblotu do provozu je potieba vakuova pumpa, odpadni lahev (Obr. 12), kamera a
membrana. Metoda odpovida ucinnosti naptiklad ELISE, klasickému dot blotu nebo western

blotu. Vyhodou oproti témto metodam je jeji jednoduchost. Umoziuje snadné naneseni
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antigenu a rychlou aplikaci a odsati roztokd (Obr. 11-A). Dale umoznuje provadét cely
imunotest véetné hodnoceni afinitni reakce uvnitt zafizeni. Diky pfidanym rezervoarim muze
byt kazdy rfadek inkubovdn s jinou primarni a ji odpovidajici sekunddarni protilatkou.
Membranu tedy neni tfeba stfihat. Sestavené zafizeni affiblot ma dva ventily (Obr. 11-C).
Napojeni na horni ventil umoznuje rychlé proplachnuti a odsati reagencii do odpadni lahve
(Obr.11-A). Oproti tomu pfipojeni na spodni ventil umoZiuje zachyceni antigenu na

membranu (Obr. 11-B) [6].

Na spodni strané horniho vika se nachazeji odvodné mikrokanalky (Obr. 10-B), diky kterym
pomoci vakuového cerpadla odchazi Cinidlo rovnou do odpadu. Jedinou nevyhodou ma
affiblot v porovnani s western blotem. PFi pouziti affiblotu nelze pred analyzou jednotlivé
slozky smési antigenl oddélit. Western blot to diky elektroforéze umoznuje, a proto je mozné
identifikovat a analyzovat jednotlivé sloZzky smési antigenl zvlast. Zatizeni affiblot se kromé
vrchniho dilu skladd jesté ze spodniho, stfedniho dilu, tésnici membrany, PE félie, kterd chrani
membrdanu pred reagenciemi prochdzejicimi odvodrovacimi kandlky, vystupl pro vakuum,
utahovacich matic a Sroub(. Sestaveni zafizeni affiblot je zobrazeno na obrazku 10-A.
Vysledky, které affiblot poskytuje jsou semi-kvantitativni. To znamend, Ze metoda umi
porovndvat proteiny mezi sebou, ale neposkytuje pfesné mnozstvi téchto protein(i. Detekci

je pak mozné provést napriklad kolorimetricky nebo chemiluminiscencné [6].

Kfenova peroxiddza (HRP) se velmi Casto pouzivd jako znacka imunoreagentl. K aktivaci
tohoto enzymu se poutZivaji rizné detekéni metody jako napftiklad kolorimetrie, fluorimetrie
nebo chemiluminiscence. Detekce chemiluminiscenci je oproti ostatnim metoddm znacné
citlivéjsi. Chemiluminiscencni detekce je zaloZzena na enzymatické oxidaci luminolu peroxidem
za katalyzy kifenové peroxidazy a mirné alkalickych podminek. Oxidace luminolu vede k tvorbé
molekuly 3-aminofthalat, ktera se nachazi v excitovaném stavu. Tento stav je ale nestabilni a
postupné prechazi do nizsSiho energetického stavu. Pfi prechodu z excitovaného stavu do
nizsiho energetického stavu molekula luminolu uvoliiuje energii ve formé svétla [87]. Tento

emitovany signal je pak zaznamenan napfiklad CCD kamerou [88].

Kolorimetricka detekce také m{ze detekovat proteiny znacené kfenovou peroxidazou (HRP).
Vyuzivd k tomu peroxid vodiku, ktery se za katalyzy HRP rozkladd dvé molekuly peroxidu
vodiku na vodu a kyslik, a chromogenni substrat, jako je napftiklad 4-chlor-1-naftol (4-CN).

Vznikly kyslik poté oxiduje chromogenni substrat na barevny produkt [89].
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Odvodny mikrokanalek

Sbéraci kanalek

Obrazek 10. A Sestaveni zarizeni affiblot - (a) horni vystup pro vakuum (b) rezervodr 1 ml (c) jamka 100 ul (d)
utahovaci matice (e) horni viko (f) PE folie (g) membrdna (h) tésnici membrdna (i) sroub (j) dolni vystup pro
vakuum (k) stiedni dil () spodni dil obsahujici sbérnou komoru (m) tésnéni. B Detail horniho vika s odvodnyma
mikrokandlkama a sbéracima kandlkama usticich do odpadu[6] (vlastni foto)
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Obrdzek 11. A Reagencie jako napriklad blokovaci Cinidlo jsou odvddény pomoci odvodriovacich a sbéracich
kandlkt do horniho vystupu na ktery je napojena odpadni Idhev a vakuum. B Médium spolu s antigenem je
naneseno do jamky, vakuum je pripojené na dolni ventil, antigen se zachyti na membrdné a médium projde
membrdnou do sbérné komdrky umisténé ve spodnim dile affiblotu. C Sestavené zafizeni affiblot[6] (vlastni foto)

Obrazek 12. Sestavend aparatura affiblotu, affiblot napojen na
odpadni Iéhev a vakuum (vlastni foto)
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5.1.3 Western blot

Diky western blotu je mozné identifikovat specifické proteiny a separovat je zkomplexni smési
proteinll. Tato technika vyuzivd k separaci proteind ze smési elektroforézu. V metodé jsou
vyuzivany dva rGzné typy agarézového gelu, a to navrstvovaci a separacni gel. V horni vrstvé
se vyuziva mirné kysely (pH 6,8) navrstvovaci gel s mensi koncentraci akrylamidu. Tento gel
ma porézni sktrukturu. Nevynikd v separovani protein(, avsak diky nému jsou proteiny
schopny tvofit tenké, ostfe definované pruhy. V dolni vrstvé se nachazi separacni gel s vy$sim
obsahem akrylamidu a mirné zdsaditym pH (pH 8,8). Pdry tohoto gelu jsou uzsi a diky tomu
jsou, na zakladé své velikosti, proteiny v tomto gelu |épe separovany. Pfiprava vzorku zahrnuje
zahtivani pti 100 °C po dobu 5 minut. To zafidi denaturaci proteind, jejich zaporny naboj pfi
naneseni na gel, pohyb smérem ke kladné nabité elektrodé po pfipojeni napéti, a tedy i

separaci proteinl [90].

Separovana smés je pomoci elektroblottingu pfenesena na membranu. Misto elektrického
pole lze vyuzit i prostou difuzi nebo vakuovy blotting. Membrana muze byt napfiklad

nitrocelulézova, nylonova nebo PVDF [91].

Membrana z polyvinylidenfluoridu (PVDF), je velmi hydrofobni. Nesmaci se tedy ve vodnych
roztocich. Aby této schopnosti nabyla, musi se pfedem namocit v methanolu. Spravné
smocenda membrdna umoziuje efektivni pfenos proteinli z gelu na membranu. Doba, po
kterou je membrdna ponofend v methanolu musi byt optimalni, jelikoz pfi dlouhodobém
smaceni dochazi k negativnimu ovlivnéni vlastnosti jako je schopnost vazat proteiny a

mechanicka pevnost [92].

Nasleduje promyvani, kdy se odmyji nenavazané protilatky, blokovani, inkubace s protilatkami
specifickymi pro cilovy protein a detekce pomoci znacené protilatky [90]. Proces blokovani je
dilezity ztoho dlvodu, Ze zabranuje nespecifickému vazani protildtek na membranu

zablokovanim absorpcnich mist [93].

Po detekci se na membrané objevi pruhy znacici vazbu mezi protildtkou a cilovym proteinem.

Tloustka past odpovida mnozstvi pfitomného proteinu [90].

Shrnuti pribéhu metody WB je zobrazeno na obrazku 13.
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Metoda western blot, stejné jako metoda affiblot poskytuje vysledky, které jsou
semikvantitativni. Faktory ovliviujici pfenos proteinu z gelu na membranu jsou predevsim

povaha gelu, molekularni hmotnost prenasenych protein( a pouzita membrana [90, 91].
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Obrdzek 13. Pribéh metody western blot. Izolované proteiny jsou nejprve separovdny podle velikosti za
pouZiti gelové elektroforézy (1 a 2). Ndsledné jsou oddélené proteiny pfeneseny na blotovaci membrdnu
(3 a 4). Blotovaci membrdna je ddle inkubovdna nejprve s primdrnimi a poté se sekunddrnimi
protilatkami (4 a 5). Nakonec je cilovy protein detekovdn (6) [104]

5.2 ELISA

Metoda ELISA patfi do skupiny enzymoimunoanalytickych (EIA) testl. Tyto testy vyuZivaji
k detekci imunochemické reakce a enzymatické znaceni za uUcelem stanoveni koncentrace
antigenu nebo protilatky v neznamém vzorku. Konkrétné se jedna o heterogenni (je potieba
oddélit nenavdzané latky od navazanych promytim) kompetentni (md bud znacenou
protilatku nebo znaceny antigen) nebo heterogenni, nekompetentni (md znacenou protilatku)

typ EIA test(l. Metoda je citlivd, specifickd a pomérné rychle poskytuje vysledky [8].

Princip spocivd vtom, Ze se protildtka navdie na obvykle 96 jamkovou mikrodesticku,
vyrobenou z tuhého polystyrenu, polyvinylu nebo polypropylenu [8, 94]. Vazba muze byt
kovalentni nebo se protilatka mizZe na desticku navazat pomoci nespecifické sorpce [95].
K pevné fixaci protilatky na desti¢ku a minimalizaci nespecifickych interakci se ¢asto vyuziva
glutaraldehyd, se kterém se desticka inkubuje. Koncentrace glutaraldehydu vyssi nez 0,10 %
(v/v) mohou zpusobit zvysenou nespecifickou vazbu protilatek v ELISA testech. Na druhou
stranu, pouziti glutaraldehydu v nizsich koncentracich, jako je 0,05 % nebo 0,025 % (v/v), je
efektivni pro stabilni fixaci bunék a zaroven snizZuje Uroven nespecifické vazby [96].
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Nasleduje blokace mist, kterd jsou volnd. Dale se pfida antigen a inkubuje se. Nasleduje odmyti
nenavaznych sloZek. Nyni se pfida sekundarni protilatka obsahujici enzym. Nasleduje inkubace
a promyti. Nakonec se pridd substrat, ktery je enzymem Stépen a dochdzi ke vzniku

specifického zbarveni, které je mérfeno fotometricky [94].

v

Jedno z nejbéinéjsich enzymovych znacdeni je pomoci kfenové peroxiddzy (HRP), jejiz
enzymovym substratem je peroxid vodiku. HRP katalyzuje rozklad dvou peroxidli vodiku na
vodu a kyslik, ktery oxiduje chromogenni substrat napftiklad 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin
(TMB). Oxidace jednim elektronem zpUsobuje pfechod do modrého zbarveni. Po pridani
kyseliny za Uéelem zastaveni substratové reakce vznikaji dvouelektronové oxidacni produkty
a modré zbarveni prechazi na Zluté, které je nasledné spektrofotometricky méreno (Obr.
14,15). Enzymaticka substratova reakce je dokoncena obvykle do 60 minut napfiklad pomoci

kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové [89, 94, 97].

One electron oxidation Two eleciron axidation

Eﬁnzﬂil‘ﬁ
O 5 DD 22 OO

Obrazek 14. Oxidace TMB, zména zbarveni z modrého na Zluté po prijeti elektront [97]

Obrdzek 15. 96 jamkova mikrodesticka, zména zbarveni TMB z modré na
Zlutou po okyseleni kyselinou v praxi (vlastni foto)

Existuji rizné faktory, které mohou ovlivnit enzymatickou aktivitu, a tedy i koncentraci

vysledného produktu reakce. Patfi zde napriklad ¢as reakce, nedostatek substratu a vystaveni
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svétlu. Aby se predeslo "edge effect" (rozdil optické hustoty mezi okrajovymi a stiredovymi

jamkami), je dlleZité provadét inkubaci substratu ve tmé [98].

ELISU mlZeme rozdélit na cCtyfi typy. Pfimd ELISA, nepfimd ELISA, sendviCova ELISA a
kompetitivni ELISA [94].

U pfimé metody je desticka pokryta antigenem nebo protildtkou. Ndsleduje inkubace,
proplachnuti, blokace a dalsi proplachnuti. Poté se pfidd enzymem konjugovana primarni
detekéni protildtka nebo antigen a opét se inkubuje a proplachuje. Nasledné je pfidan
substrat. Vznika specifické zbarveni, které uréuje mnozstvi antigenu nebo protilatky (Obr. 16-

A) [94, 99].

Nepfima metoda je podobna pfimé. Rozdil je v po¢tu promyvani a vtom, Ze k antigenu, ktery
ma byt méren, je pridana primarni protilatka, ktera se na néj navaze. Promyje se, nasledné se
prida sekundarni protilatka oznacenda enzymem, kterd je komplementdrni s primarni

protilatkou a inkubuje se (Obr. 16-B) [94, 99].

V sendvi¢ové metodé je tzv. “capture” protilatka nanesena do jamek, inkubovana, promyta,
zablokovana a opét promyta. Nasledné je do jamek ptidan antigen, ktery “capture” protilatka
zachyti. Desti¢ka je poté inkubovdna a nasledné promyta. Poté se pfida sekundarni enzym-
konjugovand protilatka, inkubuje se a promyva. Nakonec se pridd substrat. JelikoZ je zde
antigen umistén mezi dvéma protilatkami, nazyva se tato ELISA sendvi¢ova (Obr. 16-C) [94,

99].

Poslednim typem ELISY je kompetitivni ELISA, jenz bude vysvétlena na prikladu v ramci
testovani pritomnosti protildtky proti danému antigenu v testovaném séru. Potreba jsou dvé
specifické protilatky. Enzymem konjugovana protilatka a dalsi protilatka pfitomna v
testovaném séru (pokud je pfitomnd). Tyto protilatky se soucasné nanesou do jamek a soutézi
spolu o navazani na antigen. Pokud se po pridani substratu zméni barva média, znamena to,
Ze test je negativni a Ze se enzymem konjugovana protildtka navazala na antigeny. Pokud se
substratovy roztok neobjevi, znamena to, Ze jsou protilatky v testovaném séru pfitomny a Ze
se navazaly na antigeny (enzymem konjugované protilatky jsou odstranény béhem promyvani)

(Obr. 16-D) [95].
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Obrdzek 16. Jednotlivé kroky jdouci po sobé u Ctyr riznych typl ELIS. A Pfima ELISA. B Neprima
ELISA. C Sendvicovd ELISA. D Kompetitivni ELISA [94]
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EXPERIMENTALNI CAST

1. SEZNAM POUZITYCH REAGENCII

Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)

e Fosfatové pufrované fyziologické tablety (P4417-50TAB, SIGMA Life Science,
Massachusetts, Burlington)

e Hovézi sérovy albumin-lyofilizovany bez mastnych kyselin (PM-T1727/100, Biosera
Francie, Nuaille, Pays De La Loire)

e Methanol p. a. (67-56-1, Lach-Ner s. r. 0., Ceska republika, Neratovice)

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

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

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

e Azid sodny (Chemapol Limited, UK, London)

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

e Tween®20 (39796.01, SERVA, Némecko, Heidelberg)

e SuperSignalTM West Pico chemiluminiscencéni substrat (34580, Thermo Fisher
SCIENTIFIC, Massachusetts, Waltham)

e Opti-4-CN detekéni kit (1708235, Bio-Rad, USA, CA, Hercules)

e Redestilovana voda - Milli-Q

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

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

e Kyselina chlorovodikova (HCI)
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2. POUZITE CASTICE

Nazev (katalogové Cislo, vyrobce, stat, mésto)

e Sera-Mag-zdasobni roztok karboxylovanych magnetickych ¢astic o priimérné velikosti 1

um, (24152105050250, Cytiva, UK, Buckingham)

3. SEZNAM POUZITYCH PROTILATEK

Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)

Protilatky:

e Mysi anti-lidsky IgG (H+L) (SAB3701329, Sigma-Aldrich, USA, St. Louis, MO)
e Lidské IgG ze séra (12511, Sigma-Aldrich, USA, MO, Saint Louis)

e Kozi anti-lidsky 1gG (H+L)/HRP (AP112P, Millipore, USA, CA, Temecula)

e Kozi anti-mysi IgG/HRP (12-349, Sigma-Aldrich, USA, MO, St. Louis)

4. POUZITE LABORATORNI POMUCKY

e Affiblot-prototypy 3.5.1 a 3.5.2 (Ustav analytické chemie AV CR, Brno, CR)

e Analytickd vaha AE200 (Mettler Toledo, D1-25352/00)

e ChemiDoc MP imaging systém (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie)

e Magnetické michadlo s ohfevem MSH-300 (Biosan, Litva)

e Magnetickd michadla 1 sada R.C267.1 (P-LAB, Karlsruhe, Némecko)

e pH metr EdgePH-(504761, Hanna Instruments, Woonsocket, USA)

e Pipety Eppendorf research plus (Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o0., Ri¢any u Prahy,
CR)

e PVDF membrdana pro blotovani Immun-Blot®, 26 cm x 3,3 m, 0.2 um (1620177,
BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

e |Immobilon-E-PVDF-membrana, 0,45 um (IEVH85R, Merck Millipore, IRL, Tullagreen,
Carrigtohill)

e Rotdtor Multi Bio RS-24 (Biosan, Riga, Litva)
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e Trepacka Titramax 101 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Vakuova pumpa (Millipore, Burlington, Kanada)

e Vortex lab dancer S000 (IKA, Staufen, Némecko)

e Magneticky separator (Invitrogen)

e Vortex V-1 plus, verze V3AW (Biosan, Riga, Latvia)

5. PRIPRAVA POUZITYCH ROZTOKU

© PBST 150 ml © PBS
(promyvaci 9) 75 ul Tweenu
© BSA vV PBST5 % 1 g BSA
(blokacni ©) 20 ml PBST
© BSA vV PBST 0,1 % 0,05 g BSA
(pufr pro fedéni protilatek) 50 ml PBST
1,95 g MES

© MES pufr

100 ml redestilované H20
pH doladime 0,15M NaOH

© Opti-4CN Substratu
(substratovy roztok pro kolorimetrickou
detekci)

500 pl Opti-4CN diluent

4500 pl dest.Vody

smichame

prfiddme 100 pl Opti-4CN Substrate

© 0,1M Glycinovy pufr

0,189 g glycinu rozpustime ve 28 ml destilované
vody

odebereme 25 ml

85,9 ul HCl rozpustime v 10 ml destilované vody
odebereme 8,4 ml

smichdme (25+8,4)

upravime pH zbytkem roztok(, popf. pomoci
HCI/NaOH

doplnime do 100 ml

O SuperSignalTM West Pico
(substratovy roztok pro chemiluminiscencni
detekci)

1 ml SuperSignal West Pico PLUS Luminol/Enhancer
Solution

1 ml SuperSignal West Pico PLUS Stable Peroxide
Solution

© 1M TRIS pufru

10 ml Milli-Q
1,210 g TRIS

Ztedény O lidského IgG (9ug/ml)

2 ul zdsobniho O lidského IgG (4,5 mg/ml)
1000 p! PBS (pH 7,4)

Blank

1 ml PBS pH 7,4
1 ul © BSAv PBST 0,1 %

Tabulka 1 - Priprava pouZitych roztoku
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6. METODY A POSTUPY

6.1 Affiblot

PVDF membrana byla namocena v methanolu. Poté byla pfipravena vanicka s
promyvacim roztokem PBS, do kterého byla membrana prendana. Po ekvilibraci byla
membrana vyjmuta a vloZzena do affiblotu. Pfi pouziti membrany Imobillon, postacila pouze
redestilovana voda MQ a promyvaci roztok PBS. Na sestaveny affiblot byl nanesen antigen dle
pfedem pfipravenych schémat. Po naneseni Ag bylo zatizeni proplachnuto 50 ul PBS (pH 7,4),
byl nanesen blokacni roztok, 1ml na rezervoar. Po uplynuti jedné hodiny bylo zafizeni promyto
roztokem PBST, 1 ml na rezervoar. Poté byl pipetovdn ziedény konjugat, 1ml na rezervoar, dle
predem pripraveného schématu. Ndsledovala hodinova inkubace. Pokud byla provadéna
sendvi¢ova metoda nasledovalo proplachnuti promyvacim PBST roztokem, 1 ml na rezervoar,
naneseni sekundarni protilatky a hodinova inkubace. Finalné bylo 5x promyto roztokem PBST,

1ml na rezervodr. Membrdana byla po rozloZeni affiblotu vyjmuta a zdetekovana.
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Obrdzek 17. A Nandseni antigenu. B Blokovdni. € Nandseni primdrni protildtky (tento krok je navic u
sendvicové metody). D Nandseni sekunddrni protilatky znacenou HRP. E Detekce [6]
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6.2 Klasicky dot blot

U klasického dot blotu bylo do urcitého bodu postupovano stejné jako u affibotu (kapitola
2.6.1). Zména nastala po naneseni Ag a nasledném promyti 50 ul PBS (pH 7,4). Affiblot byl
poté rozlozen a membrana vlozena do vanicky s blokaénim roztokem. Vani¢ka s membranou
byla umisténa na tfepacku a po dobu jedné hodiny byla membrdna inkubovana. Blokacni
roztok byl nahrazen roztokem PBST a 5 minut bylo promyvdno na tfepacce. Roztok PBST byl
vyméneén za roztok s protilatkou a membrdna byla opét hodinu inkubovana. Po uplynuti jedné

hodiny bylo promyvano 5x 5 minut v roztoku PBST a nasledovala detekce.

6.3 Kolorimetricka detekce

Pro kolorimetrickou detekci byl pouZit Opti-4-CN detekéni kit. Membrana ponorfena do
roztoku PBST byla umisténa na tfepacku na 10 minut. Nejprve byl pfipraven substratovy roztok
podle tabulky €. 1. Na pfipravenou membrdanu byl nalit substratovy roztok. Inkubace trvala 15
minut. Poté byly reagencie slity a nahrazeny destilovanou voda. Opét bylo 15 minut
inkubovano. Pro ziskani vyslednych intenzit skvrn bylo tfeba membranu, po uschnuti, vlozit do

pfistroje ChemiDoc a vyfotit v programu Imagelab (Obr. 8).

6.4 Chemiluminiscencni detekce

Pro chemiluminiscencni detekci byl pouzit SuperSignalTM West Pico chemiluminiscencni
substrat. Byla pouzita prihlednd eurofdlie, ktera byla vystfizena do obdélniku a rozstfizena po
strané. Do oteviené félie byl vloZzen papirovy ubrousek, na néj plastova podlozka a na ni
membrana. Substratovy roztok pfipraveny podle tabulky ¢.1 byl nalit na membranu po celé
jeji plose. Inkubace trvala 3 minuty. Prebytecny substratovy roztok byl poté slit na ubrousek,
podlozka s membrdnou byla uzaviena fdlii a prebytek tekutin byl vytlaten do ubrousku.
Membrana byla vloZzena do pfistroje ChemiDoc. K zjisténi intenzity skvrn byl pouzit program

Image Lab.
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6.5 Vazba ligandu na MC

Nejprve byl resuspendovan zdsobni roztok s magnetickymi ¢asticemi. Sterilni Spickou byl
odebran 3 x 0,3 mg magnetickych &astic. Roztok MC byl napipetovan na zadni stény vialek,
které byly umistény v magnetickém drzaku. Poté bylo 3 x promyto 1 ml 0,1M MES pufru. Po
kazdém promyti byly vialky umistény na tfepacku a vloZzeny zpét do magnetického drzaku.
Nasledné bylo navdzeno 3 x 7,5 mg EDC do jedné 2 ml vialky a 3 x 1,25 mg S-NHS do druhé 2
ml vialky. Z magnetickych ¢dstic byl odebran supernatant. K EDC bylo pfidano 1,5 ml MES
pufru. Z tohoto roztoku bylo odebrano 500 pl a poté ptriddno do kazdé vialky s magnetickymi
Casticemi. Stejny postup byl zopakovan s S-NHS. Do kazdé vialky s S-NHS bylo pfidano 1,5 ml
MES pufru. Z tohoto roztoku bylo poté odebrano 500 ul a tento objem byl pfidan do kazdé
vialky s magnetickymi ¢asticemi. Poté byly vialky umistény do rotatoru. Inkubace probihala 10
minut pfi pokojové teploté-aktivace funkcnich skupin (EDC, S-NHS = aktivacni Cinidla). Byly
nachystany Ctyfi 2 ml vialky (3x pro PV pro mikrocastice, 1x pro PV pro analyzu) a protilatka
(mysi anti-lidsky 1gG (H + L) unconjugated, Sigma-Aldrich, SAB3701329, Lot: RI36745). Do
kazdé vialky byl pipetovan 1 ml 0,AM MES pufru a 10 pl protilatky (10 pg/ml). Poté byly
protilatky p¥idany do vialek s MC a opét umistény na rotator, 2 hodiny bylo inkubovano-
navazani Ab na MC (Obr. 18). U kaidého vzorku byla nasledné odebrana vazebnd frakce
(VF1,2,3). Po inkubaci bylo 3x promyto PBST. Prvni promyti kazdého vzorku bylo uchovano
pro analyzu (P1, 0,5 ml) a 2x bylo promyto do odpadu (P2 a P3). Ndsledné bylo 1x promyto
roztokem PBST. Vznikly imunosorbent byl uchovan v 0,1% BSA v PBST (1 ml) + 0,05% azid sodny

(20 ul). Vzorky byly zdetekovany na affiblotu.
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magneticka castice \\‘

Obrdzek 18. Ligand vdzajici se na MC
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6.6 lzolace lidského IgG z pufru pomoci MIS (anti-lidské IgG Sera
Mag MC)

K tfem alikvotlim MIS anti-lidské 1gG-SeraMag-COOH (0,3 mg) byl pfidan 1ml roztoku PBST za
ucelem odmyti zbaveni konzervacnich latek. Poté byl pfidan antigen, lidsky 1gG (Sigma 12511),
50 ng/0,3mg magnetickych castic + 0,5 ml PBS (PV) (pH 7,4). Nasledovala inkubace (1 h, RT,
otacky)-vazba lidského 1gG na magneticky imunosorbent (Obr. 19-A). Po ukonéeni inkubace
byla odebrana VF1,2,3 pro naslednou analyzu. Poté bylo 3x promyto roztokem PBS pH 7,4.
Prvni promyti bylo uchovano pro analyzu (P1, 0,5 ml) a 2x bylo promyto do odpadu (P2 a P3,
1 ml). Dalsim krokem byla eluce lidského 1gG z magnetického imunosorbentu. K MIS bylo
pfidano 200 ul elu¢niho ¢inidla, poté byly vialky viloZzeny 2x na 5 minut do zafizeni Eppendorf
ThermoMixer (700 RPM, 20C) (Obr. 19-B). U kazdého vzorku byla nasledné odebrana prvni a
druhd eludni frakce (E1, E2) do zkumavky s 0,5 pl 1M TRIS pufrem-neutralizace na pH 7.
Poslednim krokem byla regenerace. MIS bylo promyto 1x 1 ml glycinového pufru pH 2,8.
Nasledovalo promyti PBST pufrem (3x). MIS byl poté uskladnén v 0,1% BSA v PBST (1 ml) +

0,01% azid sodny (10 ul). Vyvazany lidsky IgG byl zdetekovan na affiblotu.

mysi anti-lidsky 1gG
A ny ylg P (\

lidsky 1gG ‘\\
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eluce, 700 RPM, 20 °C 2x5 min.

Obrdzek 19. A Lidsky I1gG vdzajici se na MIS. B Eluce lidského IgG z MIS
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6.7 Testovani nespecifické sorpce magnetickych ¢astic

Nejprve byl resuspendovan zasobni roztok s magnetickymi c¢asticemi. Sterilni Spickou byl
odebran 3 x 0,3 mg magnetickych &astic. Roztok MC byl napipetovan na zadni stény vialek,
které byly umistény v magnetickém drzaku. Poté bylo 3 x promyto 1 ml 0,1M MES pufru. Po
kazdém promyti byly vialky umistény na tfepacku a vloZeny zpét do magnetického drzaku.
Nasledné bylo navdzeno 3 x 7,5 mg EDC do jedné 2 ml vialky a 3 x 1,25 mg S-NHS do druhé 2
ml vialky. Z magnetickych ¢dstic byl odebran supernatant. K EDC bylo pfidano 1,5 ml MES
pufru. Z tohoto roztoku bylo odebrano 500 pl a poté priddano do kazdé vialky s magnetickymi
Casticemi. Stejny postup byl zopakovan s S-NHS. Do kazdé vialky s S-NHS bylo pfiddano 1,5 ml
MES pufru. Z tohoto roztoku bylo poté odebrano 500 ul a tento objem byl ptidan do kazdé
vialky s magnetickymi ¢asticemi. Poté byly vialky umistény do rotatoru. Inkubace probihala 10
minut pfi pokojové teploté-aktivace funkénich skupin (EDC, S-NHS = aktivacni cinidla). Byly
nachystany ¢tyri 2 ml vialky (3x pro PV pro mikrocastice, 1x pro PV pro analyzu) a BSA (10
ug/ml). Do kazdé vialky byl pipetovan 1 ml 0,1M MES pufru a 10 pl BSA. Poté byly protilatky
pridany do vialek s MC a opét umistény na rotator, 2 hodiny bylo inkubovano-navazani BSA na
MC (obr. 20-A). U kaidého vzorku byla nasledné odebrana vazebna frakce (VF1,2,3). Po
inkubaci bylo 3x promyto PBST. Prvni promyti kazdého vzorku bylo uchovéno pro analyzu (P1,
0,5 ml) a 2x bylo promyto do odpadu (P2 a P3). Nasledné bylo 1x promyto roztokem PBST.
Vznikly imunosorbent byl uchovan v 0,1% BSA v PBST (1 ml) + 0,05% azid sodny (10 ul). K tfrem
alikvotim MIS (0,3 mg) byl pfidan 1ml roztoku PBST za ucelem odmyti konzervacénich latek.
Poté byl pridan antigen, lidsky IgG (Sigma 12511), 50 ng/0,3 mg magnetickych castic + 0,5 ml
PBS. Nasledovala inkubace (1 h, RT, otacky)-blokovana vazba lidského IgG na magneticky
imunosorbent (obr.20-B). Po ukonceni inkubace byla odebrana VF1,2,3 pro naslednou
analyzu. Poté bylo 3x promyto roztokem PBS pH 7,4. Prvni promyti bylo uchovéano pro analyzu
(P1, 0,5 ml) a 2x bylo promyto do odpadu (P2 a P3, 1 ml). DalSim krokem byla eluce lidského
IgG z magnetického imunosorbentu. K MIS bylo pfiddano 200 ul eluéniho cinidla, poté byly
vialky vloZeny 2x na 5 minut do zafizeni Eppendorf ThermoMixer (700 rpm, 20 C) (obr. 20-C).
U kazdého vzorku byla nasledné odebrana prvni a druha elucni frakce (E1, E2) do zkumavky
s 0,5 ul 1M TRIS pufrem (neutralizace na pH 7). Poslednim krokem byla regenerace. MIS bylo
promyto 1x 1 ml glycinového pufru pH 2,8. Nasledovalo promyti PBST pufrem (3x). MIS byl
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poté uskladnén v 0,1 % BSA v PBST (1 ml) + 0,01% azid sodny (10 ul). Vysledky byly zdetekovany

na affiblotu.
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Obrdzek 20. A BSA vézajici se na MC. B inkubace MC s BSA s lidskym 1gG. € Eluce nespefificky navdzaného
lidského IgG, pokud se navdzalo

eluce, 700 RPM, 20 °C 2x5 min.
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7. VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Optimalizace metody affiblot

Prvnim krokem optimalizace bylo zjistit rovnomérnost intenzity skvrn na affiblotu 3.5.2 Byl
pfipraven antigen lidsky IgG, ktery byl nanesen na membranu dle nasledujiciho schématu
v mnozstvi 20 ng na jamku (Obr. 21-A). Nasledné byla vSude pfidana protilatka kozi anti-lidsky

IgG/HRP zfedéna 1:30 000. Vysledna PVDF membrana vyfocend v Imagelabu je zobrazena na

obrazku 21-B

Vzorek = lidsky IgG ng/jamka Ziedény konjugat kozi anti-lidsky IgG/HRP

e 5 ) o [
o 5 o 50 | 0
o ) o 1w
= ) = ) | 120
= ) = 5 e
:

16 000 000,00

14 000 000,00

Prameér intenzit vzorku v jedné radé
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Obrdzek 21. A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscencni detekce, vysledna PVDF membrdna vyfocend
vImagelabu. C Priimérnd intenzita vzorku vcetné SD v jedné redé. D Intenzity blank( v porovndni
s priimérnym blankem

Z vyslednych intenzit vSech vzork( lidského IgG v jednom fadku byl odecten pramérny blank
a udélan pramér. Primérna intenzita ve vsech radcich, kde byly naneseny vzorky lidského IgG,
by méla byt stejnd, neméla by klesat ani stoupat. Smérodatné odchylky ukazuji, jak moc jsou
od sebe odchylené skvrny v jednom tadku. Nejmensi smérodatnou odchylku maji vzorky
v poslednim fadku. Skvrny jsou si intenzitou nejvice podobné (Obr. 21-C). Dale byl udélan
pramér intenzit blank( ve treti radé. Byla zjiSténa smérodatna odchylka danych skvrn. S timto
pramérem byly poté porovnany ostatni blanky. VSechny by mély byt v oznaceném rozmezi
smérodatné odchylky priimérné hodnoty blankd ve treti fadé. Az na blank ¢. 3 a 13 se vSechny
blanky vesly do poZzadovaného rozmezi (Obr. 21-D). Z vysledk( grafu €. 1 a 2 Ize fict, Ze affiblot

3.5.2 mlizZe byt pouzit pro dal$i méreni.

7.2 Optimalizace metody detekce lidského IgG na affiblotu

Dalsim krokem optimalizace bylo najit optimalni pracovni rozmezi Ag lidského IgG a vhodné
fedéni protilatky kozi anti-mysSi/HRP, tedy takové, které po zdetekovani vytvori dobfe
viditelny, linearni gradient. Za pomoci lidského 1gG byla sestavena koncentracni fada, ktera
obsahovala koncentrace antigenu 1, 10, 50, 100 ng/jamka (100 pl). Dle nasledujiciho schématu
(Obr. 22-A, 23-A) byly naneseny vzorky Ag na membranu. Nasledné byla do kazdého radku
napipetovana rlizné zredéna protilatka kozi anti-mysi, vrozmezi doporu¢eném vyrobcem
1:10000-1:100000 (Obr. 22-A, 23-A). V prvnim sloupci byla slepd kontrola. Detekovalo se

kolorimetricky a chemiluminiscencné.

47



7.2.1 Kolorimetricka vs. chemiluminiscencni detekce

Detekce byla provadéna dvéma zpUsoby, a to kolorimetricky za pouZiti Opti-4-CN detekéniho

kitu (1708235, Bio-Rad, USA, CA, Hercules) (Obr. 22-B) a chemiluminiscenéné za pouziti

SuperSignalTM West Pico chemiluminiscencéniho substratu (Obr. 23-B). Vysledkem byly rGzné

silné intenzity, ze kterych byla po odecteni primérné hodnoty blank( vytvorena kalibraéni

kfivka (Obr. 22-C, 23-C), ktera zobrazuje, pro kazdé fedéni Ab, zavislost mnozstvi lidského IgG

na intenzité skvrn.
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Obrdzek 22. A Pipetovaci schéma. B Kolorimetrickd detekce, PVDF membrdna vyfocend mobilem,
oznaceno nejlepsi redéni. C Kolorimetricka detekce, ¢tyrbodova kalibracni krivka zdvislosti mnoZstvi
lidského IgG na intenzité skvrn, membrdna PVDF
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A Mnozstvi lidského IgG ng/jamka Ziedéni konjugatu kozi anti-lidsky IgG/HRP

@/ (1) (m) (50) (1) | 140000 ° ‘e e
() (5 (50) 40) 1.5000 .
() (50) (00) | 150000 ' .

v
.
=
=

TIE
OO
2)

1:10000 .

o (1) (50) (100) | 1:100 000
e Nt WO
C 14000000
® 1:10000
y =109004x + 1E+06
12000000 R?=0,9222 ‘ ® 1:30000
10000000 1:50000
£ 8000000 ey = ss7a0x+ 457882 1:75000
s - R?=0,9373
i ' e 1:100000
£6000000 | T e o
4000000 ® e
2000000 ..‘...," .................
T8 e S
0 @i R? - 0,9995
0 20 40 60 80 100 120

Mnozstvi lidksého IgG ng/jamka

Obrdzek 23. A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscencni detekce, Immobilon membrdna vyfocend v
Imagelabu, oznaceno nejlepsi fedéni. € Chemiluminiscencni detekce, ctyrbodova kalibracni krivka
zavislosti mnoZstvi lidského 1gG na intenzité skvrn, membrdna Immobilon

Pro kazdou detekci je optimalni jiné fedéni sekundarni protilatky. Pro kolorimetrickou detekci
to je fedéni Ab2 1:70 000 a 1:100 000 (Obr.22-B). Pro chemiluminiscen¢ni detekci pak 1:10
000 a 1:30 000 (Obr. 23-B). Pracovni rozmezi Ag bylo 1-100 ng/jamku. Pfi dalsim méfeni na
affiblotu s lidskym IgG a protilatkou kozi anti-lidsky 1gG/HRP bylo proto zvoleno toto fedéni a
koncentracni rozmezi. Na obrazku 23-B mlizeme vidét, jak se skvrny v zavislosti na mnozstvi
lidského IgG ztmavuiji. Nejvyssi signdl Ize sledovat u navazky 100 ng lidského IgG na jamku (100
ul). V grafu chemiluminiscenc¢ni detekce (Obr. 23-C) je pékné vidét, jak se postupné s vyssim
fedénim intenzita skvrn snizuje. Skvrny, které byly detekovany kolorimetricky maji
nepravidelny tvar. Svétlé skvrny uvnitf tmavych skvrn vznikly nejpravdépodobnéji vyschnutim

membrany nebo vdlsledku bublin, které se wvytvorily v pribéhu méreni. Blanky u
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kolorimetrické detekce jsou pomérné tmavé. Vzhled skvrn se nepodafrilo vylepsit ani zménou
podminek, proto bylo od kolorimetrické detekce upusténo. Lepsi linearni pribéh a citlivost
maji data zchemiluminiscenéni detekce, proto byla pro dalSi méfeni zvolena

chemiluminiscencni detekce.

7.2.2 Klasicky dot blot

Méreni bylo v triplikdtu ovéreno s uzsSim koncentra¢nim rozmrzim metodou klasického dot
blotu. Koncentraéni fada pro lidsky 1gG byla 0,1, 1, 10, 20, 50 ng/jamka. Redénf protilatky pro
detekci kozi anti-lidsky 1gG/HRP bylo 1:30 000 (zjisténo v kap. 7.2.1) (Obr. 24-A). Do 2. a 4. fady

byl nanesen blank. Bylo pipetovdno 100 pl roztoku antigenu a blanku a 1 ml protildtky na

rezervoar.

Lidsky IgG ng/jamka Zfedéni konjugatu
Kozi anti-idsky IgG/HRP
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Obrdzek 24. A Pipetovaci schéma. B Vyslednd PVDF membrdna vyfocend v Imagelabu. C Graficky
zndzornénd ctyrbodovad kalibracni krivka sestavend z priméru intenzit tii stejnych koncentraci v jednom
sloupci a jejich smérodatnd odchylka
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Vysledna PVDF membrana, vyfocena v Imagelabu, je zobrazena na obrazku 24-B. Graficky jsou
vysledky zobrazeny na obrazku 24-C. Posledni bod kalibracni kfivky 50 ng/jamka byl vyskrtnut.
Kalibracni krivka méla s timto bodem spiSe logaritmicky pribéh namisto linearniho. Znamena
to tedy, Ze model je spolehlivy v rozmezi hodnot 0-20 ng. Koncentracni fada byla dale pouZita

k vypoctu mnozstvi vzork( z izolace.

7.3 Porovnani méreni na dvou rozdilnych membranach

Optimalizace pokracovala porovnanim typu pouZité membrany a jeho vlivu na intenzitu
signalu. Testovana byla membrana Immobilon-E-PVDF-membrana, 0,45 um (IEVH85R, Merck
Millipore, IRL, Tullagreen, Carrigtohill) a PVDF membrdana pro blotovani Immun-Blot®, 26 cm x
3,3 m, 0.2 um (1620177, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules). Byla sestavena koncentracni fada za
pomoci lidského IgG v rozmezi 1-100 ng/jamka. V prvnim sloupci byla slepa kontrola. Dle
nasledujiciho schématu (Obr. 25-A, 26-A) byly naneseny vzorky antigenu lidského IgG a
sekundarni protilatky kozi anti-mysi 1gG na membranu. Vysledné membrany PVDF a

Immobilon byly vyfoceny v Imagelabu a zobrazeny na obrazku 25-B a 26-B.
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Obrdzek 25 A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscencni detekce, vyslednd Immobilon membrdna vyfocend
v Imagelabu. C Chemiluminiscencni detekce, Ctyrbodova kalibracni krivka zdvislosti mnoZstvi lidského IgG
na intenzité skvrn, membrdna Immobilon
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Obrazek 26 A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscencni detekce, PVDF membrdna vyfocend v Imagelabu.

C Chemiluminiscencni detekce, ctyrbodovad kalibracni kfivka zavislosti mnoZstvi lidského IgG na intenzité
skvrn, membrdna PVDF
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Z vyslednych intenzit byl odecten primérny blank a byla sestavena kalibracni krivka (Obr. 25-
C, 26-C). Na grafech je patrné, Ze vysledky s membranou Immobilon nemaji zcela linearni
prabéh a Ze u fedéni konjugdtu 1:50 000 jiz skvrny na membrané nejsou u prvnich dvou bodu
patrné. PVDF ma sice vyssi blanky, ale citlivost je zde vyssi a rlst intenzity ma linearni prabéh,

proto budeme pouzivat PVDF membranu.

7.4 Vazba ligandu a lzolace lidského IgG z pufru pomoci MC

V pfedchozich méreni bylo zjisténo, Ze protilatka s antigenem reaguje. V dalsi ¢asti méreni
bylo snahou vyizolovat lidsky IgG z pufru pomoci MC. To zahrnovalo navazani ligandu mysi
anti-lidsky 1gG na MC (vice v kap. 6.5) a nasledna Izolace lidského 1gG z pufru pomoci MIS (anti-
lidské IgG Sera Mag MC) (vice v kap. 6.6). MéFeni jsem si vyzkoudela oviem dané vysledky jsou
kolegyné Anety Starobové, ktera se konkrétnimu méreni vénovala vice. Ja se vénovala detekci
vzorkUl. Soucdsti detekce bylo sestaveni koncentracni rady, diky které bylo zjisténo, kolik
ligandu mysi anti-lidsky IgG bylo na MC navazano a kolik lidského IgG z MC vyvazano. MéFeni
zahrnovalo také zjistovani nespecifické sorpce MC (vice v kap. 6.7). Nespecifickou sorpci Ize
chdpat jako situaci, kdy dochdzi k vazbé dané substance na povrchy nebo struktury, které

nejsou cilem interakce [8, 93].

7.4.1 Optimalizace affiblotu za pouziti mysiho a koziho konjugatu

Cilem bylo najit optimalni pracovni rozmezi antigenu mysi anti-lidsky IgG a vhodné fedéni
protilatky kozi anti-mysi IgG/HRP pro vazbu za ucelem sestaveni koncentracni rady, diky které
bylo zjiSténo, kolik protilatky mysi anti-lidsky IgG se navazalo. Koncentraéni fada pro mysi anti-
lidsky IgG byla 10, 50, 100, 500 a 1000 ng/jamka. Redéni protilatky pro detekci kozi anti-mysi
IgG/HRP bylo 1:6000 (Obr. 27-A). Do 2. a 4. sloupce byl nanesen blank. Vzorku bylo pipetovano

100 pl, protilatky 1 ml na rezervoar.
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Mysi anti-lidsky 1gG ng/jamka Zredeéni konjugatu
Kozi anti-mysi IgG/HRP
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Obrdzek 27. A Pipetovaci schéma. B Vyslednd PVDF membrdna vyfocend v ImagelLabu. € Ctyrbodové
kalibracni krivky zdvislosti mnoZstvi mysi anti-lidsky igG na intenzité skvrn. D Graficky zndzornénd
Ctyrbodovd kalibracni krivka sestavend z primeéru intenzit tif stejnych koncentraci v jednom rdadku a jejich
smérodatnd odchylka
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Z vyslednych intenzit byl odeéten pramérny blank. Do primérného blanku nebyly

nezapocteny blanky cislo 4 a 5 druhého sloupce affiblotu, protoZe byly shledany jako odlehlé
body. Z vyslednych intenzit byla poté sestavena kalibracni kfivka (Obr. 27-C). Vysledné
kalibra¢ni kfivky maji do koncentrace 500 ng/jamka linedrni pribéh. Model je tedy spolehlivy
pro predvidani hodnot antigenu pfi koncetracich nizsich nez 500 ng/jamka. Déle byl vypocitan
pramér intenzit ze tti stejnych koncentaci v jednom fadku a ke kazdé hodnoté pak smérodatna
odchylka. MizZzeme vidét Ze se smérodatna odchylka s rostouci koncentraci zvysuje (Obr. 27-
D). Smérodatna odchylka posledniho bodu je vétsi nez ostatni. Znamena to, Ze intenzity jsou

od prlméru rozptyleny dale a jsou méné predvidatelné. Na vysledné PVDF membrané
vyfocené v Imagelabu (Obr. 27-B) mlZeme vidét Hook(v efekt, kdy v koncentraci 1000
ng/jamka jiz nedochazi ke zvyseni intenzity, proto tento bod jiz neni soucasti kalibracni krivky.

Koncentracni fada 10-1000 ng/jamka a rfedéni 1:6000 byly dale pouzity pro vypocet vzorkd

z izolace.

7.4.2 Opakovani méreni na klasickém dot blotu

Cilem bylo ovéfit, zda metoda klasicky dot blot poskytuje rovnocenné vysledky jako metoda
affiblot. Dle nasledujiciho schématu (Obr. 28-A) byly na membranu naneseny vzorky antigenu
mysi anti-lidsky IgG v koncentraénim rozmezi 10-1000 ng/jamka. Detekéni protilatkou byla
kozi anti-mysi 1gG/HRP zfedénd 1:6000. Vzorku bylo pipetovano 100 pl, protilatky 1 ml na

rezervoar. Vysledna PVDF membrana, vyfocend v Imagelabu, je zobrazena na obrazku 28-B.
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Obrdzek 28. A Pipetovaci schéma. B Vyslednd PVDF membrdna vyfocend v Imagelabu. € Ctyrbodové
kalibracni kfivky zavislosti mnoZstvi mysi anti-lidsky igG na intenzité. D Graficky zndzornénd ctyfbodovd
kalibracni kfivka sestavend z priiméru intenzit tfi stejnych koncentraci v jednom rddku a jejich smérodatnad
odchylka

Zvyslednych intenzit byl odeéten pramérny blank. Do prlimérného blanku nebyly
nezapocteny blanky cislo 3, 4, 5 druhého sloupce affiblotu, protoze byly identifikované jako
odlehlé body. Z vyslednych intenzit byla sestavena kalibracni kfivka (Obr. 28-C). Dale byl
vypocitdn pramér intenzit ze tfi stejnych koncentraci v jednom fadku a ke kazdé hodnoté pak
smérodatnd odchylka, ktera je opét nejvétsi u nejvyssi koncentrace (Obr. 28-D). Pri
koncentraci 1000 ng/jamka mGzeme, stejné jako u méreni na affiblotu, vidét Hookuv efekt
(Obr. 28-B). Vysledky méreni na affiblotu a na klasickém dot blotu jsou velmi podobné.
Znamena to, Ze metoda klasicky dot blot je stejné U¢innd a spolehlivd jako metoda affiblot a

muzZe byt vyuZita jako konfirmacni metoda k affiblotu.
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7.4.3 Vypocet mnozstvi IgG navazaného na MC

Cilem bylo zjistit kolik ligandu mysi anti-lidsky IgG bylo navazano na MC. Vzorky, které byly
odebrany v pribéhu vazby (PV, VF, P) byly naneseny na membranu spolu s koncentrac¢ni fadou
a blanky dle nasledujictho schématu po 100 pl. (Obr. 29-A). Jako detekéni protilatka byla

pouZita kozi anti-mysi IgG/HRP v fedéni 1:6000 (1 ml na rezervoar).
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Obrdzek 29. A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscenéni detekce, vyslednd PVDF membrdna vyfocend
vimagelabu. C Kalibraéni kfivka, zdvislost mnoZstvi mys$i anti-lidsky 1gG na intenzité skvrn. D Graficky
zndzornénd vyslednd koncentrace vzorki

Jak mUzZeme vidét na obrazku 29-B, jediny pozitivni signal se objevil v plvodnim vzorku, ktery
obsahuje pdvodni koncentraci mysiho anti-lidsky IgG (10 pg/ml) neZ dojde k jeho vazbé na MC.
Vazebna frakce se jevi jako svétla skvrna, jelikoZ se mysi anti-lidsky IgG navazal na magnetické
Castice, které jsou nasledné pritahovdany magnetem na magnetickém drzaku, tudiz se jiz
nevyskytuji volné v roztoku. Promyvaci frakce se taktéz jevi jako svétla skvrna. Znamena to, Ze
ligand zGstal navazan na MC b&hem promyvani. Z vyslednych intenzit byl odecten primérny
blank a z koncentracni fady byla sestavena kalibrac¢ni kfivka (Obr. 29-C). Z rovnice kalibraéni
primky byla vypodétena koncentrace 1gG ng/jamka. Tuto koncentraci bylo tfeba pfepocitat na
redlny objem (u PV byl objem 1000 pl zatimco u VF, P byl 500 ul). Cilem méreni bylo zjistit, zda
se ligand navazal na MC. A¢koliv se hodnoty PV po pFepocitani dle kalibraéni kfivky pohybuji
mezi 3 —4,5 pug/ml, coz neodpovida hodnoté 10 pg/ml, je po prepoctu mnozstvi vyvazaného
mnoistvi patrné, 7e na MC bylo navazano 96 %, 99 % a 92 % mysi anti-lidsky 1gG. Na obrazku

29-D mlzZeme vidét vysledky zobrazené graficky.
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7.4.4 Vypocet mnozstvi lidského IgG izolovaného pomoci MC

Cilem bylo zjistit kolik lidského 1gG se specificky navazalo na magneticky imunosorbent
s navazanym anti-lidskym IgG. Vzorky, které byly odebrdny v pribéhu izolace (PV, VF, P, E1,
E2) byly naneseny na membranu spolu s koncentraéni radou (ng/jamku) a blanky dle

nasledujiciho schématu po 100 ul (Obr. 30-A). Jako detekéni protilatka byla pouzita kozi anti-

lidskd 1gG/HRP v fedéni 1:30 000 (1 ml na rezervoar).
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Obrazek 30. A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscencni detekce, vyslednd PVDF membrdna vyfocend
vimagelabu. C Kalibracni kfivka, zdvislost mnoZstvi lidského IgG na intenzité. D Graficky zndzornéna
vyslednd koncentrace vzorku

Z vyslednych intenzit byl odecten primérny blank a z koncentra¢ni fady byla sestavena
kalibra¢ni krivka (Obr. 30-C). Z rovnice kalibrac¢ni ptimky byla vypoctena koncentrace vzorku
ng/jamka. Tuto koncentraci bylo tfeba prepoditat na redlny objem (u PV, VF a P byl objem 500
ul zatimco u E byl 200 ul). Ziskané vysledky neodpovidaji koncentraci ptivodniho vzorku (100
ng/ml), jelikoZ vyizolované mnoizstvi v obou elucnich frakcich presahuje tuto hodnotu.
Davodem muze byt, Ze kalibracni kiivka nema presny linearni priibéh, coz se pak mize projevit
jako nepresnost ve vypoctenych vysledcich, které se jesté ndsobi v pfipadé redéni. Cilem vsak
bylo zjistit, zda se vazba a izolace povedI|a a zda se lidsky IgG vyizoloval, coz vysledky predevsim
z elucnich frakci potvrzuji. Na obrazku 30-B mizZeme vidét, Ze vazebné frakce jsou svétlé, tedy
Ize predpokladat, Ze se Hu IgG vyizoloval na magneticky nosi¢ s anti-HulgG. Promyvaci frakce
jsou svétlé, jelikoz lidsky 1gG zdstal navazan na MC. Prvni elu¢ni frakce se jevi jako tmavsi
skvrna, jelikoz k hlavni eluci dochazi béhem prvniho cyklu v eluénim ¢inidle. Druha elu¢ni
frakce by tedy méla byt svétlejsi nez prvni, jelikoz v druhém cyklu dochazi spise k douvolnéni
toho, co se neeluovalo v prvnim cyklu. Pvodni vzorek neodpovidd. Z nezndmého divodu neni
dostatecné stabilni, aby vydrZzel zamrazeny do analyzy. Méfreni PV bylo opakovano také
s neadherentni zkumavkou, kterd méla zabranit pfipadnému navazani na stény zkumavky, ale
se stejnym vysledkem po analyze na affiblotu i ELISA. Patrné bude zapotfebi protein v roztoku

stabilizovat pfidavkem jiné substance jako BSA.
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7.4.5 Testovani nespecifické sorpce magnetickych castic

Cilem bylo zjistit miru nespecifické sorpce magnetickych castic. Bylo tedy testovano, kolik
lidského 1gG se nespecificky navaze na magneticky nosi¢ s BSA. Magnetické castice
s navazanym BSA by lidské 1gG nemély vazat, jestli se objevi v elu¢nich frakcich signal, potvrdi
se nespecificka sorpce. Vzorky, které byly odebrany v prabéhu izolace (PV, VF, P, E1, E2) byly
naneseny na membranu spolu s koncentra¢ni fadou (ng/jamka) a blanky dle nasledujiciho

schématu po 100 pul (Obr. 31-A). Jako detekéni protilatka byla pouZita kozi anti-ldska IgG/HRP

v fedéni 1:30 000 (1 ml na rezervodr).
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Obrazek 31. A Pipetovaci schéma. B Chemiluminiscen¢ni detekce, vyslednd PVDF membrana vyfocena
v Imagelabu. C Ctyfbodové kalibragni kfivka, zavislost mnoZstvi lidského 1gG na intenzité. D Vysledna
koncentrace vzorku v redlném objemu

Z vyslednych intenzit byl poté odeceten primérny blank a z koncentracni fady byla sestavena
kalibra¢ni ktivka (Obr. 31-C). Z rovnice kalibracni ptimky byla vypoctena koncentrace vzorku
ng/jamka. Tuto koncentraci bylo tfeba prepoditat na readlny objem (u PV, VF a P byl objem 500
ul zatimco u E byl 200 ul). Koncentrace PV byla 100 ng/ml, ¢emuz by méla odpovidat i vazebna
frakce. JelikoZ se ani v promyvaci ani v elu¢ni frakci nenachazi témér Zadny protein, vse zlistalo
nevyvazané ve vazebné frakci. Metoda affiblot je semikvantitativni, navic kalibraéni kfivka neni
dokonale linedrni, tudiz hodnoty ne vzdy odpovidaji tém teoretickym. MnoZstvi ve VF se proto
pohybuje v rozmezi 115-129 ng/ml, ackoliv v PV je koncentrace 100 ng/ml. Jak Ize vidét v grafu
(Obr. 31-D) plvodni vzorek je opét z neznamého dlivodu nizky, kvilli jeho malé stabilité. Jak
mulzeme vidét na obrazku 31-B, jediny intenzivni signal vykazuji vazebné frakce, v promyvaci
a v eluéni frakci je signal roven blanku. To znamend, e se 1gG na MC s BSA nespecificky
nezachytilo a v eluénich frakcich se témér nic nevyeluovalo. Lze tedy fici, Ze nespecificka
sorpce magnetickych castic je minimalni. To také zamena, Ze vysledky z predchozi izolace
potvrdily, Ze se izolace probéhla na zadkladé specifické interakce. Metoda Affiblot se osvédcila

pro semikvantitativni detekci lidského IgG.
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ZAVER

V této praci byla uspésné provedena optimalizace metod pro detekci a izolaci lidského IgG za
pomoci magnetického imunosorbentu. Optimalizace zahrnovala vybér spravnych
experimentdlnich podminek, kde se ukdzalo, ze PVDF membrana je vhodnéjsi nez Immobilon,
zejména diky vétsi citlivosti. Pro detekci lidského IgG byla ze dvou testovanych metod detekce

zvolena chemiluminiscenéni metoda, kterd poskytla vyssi citlivost a presnost méreni.

Vazba protilatky na magnetické cCastice byla Uspésna a ovérena pomoci metody na affiblotu.
Vysledky prokazaly, Ze se navazalo 92-99 % ligandu mysi anti-lidsky IgG na 1 mg magnetickych

Castic SeraMag v triplikatu.

Izolace lidského IgG na magnetickém imunosorbentu byla taktéZ Uspésna. Koncentrace v
elucnich frakcich na affiblotu ukazaly, Ze proces byl efektivni. Nicméné, bylo take zjisténo, zZe
stabilita lidského 1gG v pivodnim vzorku po zamrazeni je znacné omezena a ani pouziti nizko
adherentnich zkumavek nezabranilo znehodnoceni vzorku, tedy jeho intenzita na membrané
byla nad ocekavani nizka. Jeho stabilizaci se budeme zabyvat v budoucich experimentech. Déle
bylo ovéfeno, zda vazba lidského 1gG je dilem specifické ¢i nespecifické interakce s
imunosorbentem. Proto byl pfipraven identicky magneticky imunosorbent, jen misto
protilatky bylo navazano BSA. Pomoci affiblotu bylo zjisténo, Ze mnozZstvi nespecificky
navazaného IgG na tyto ¢astice je minimalni, coz je pozitivni pro budouci aplikace, protoze

minimalizuje faleSné pozitivni vysledky.

Zajisténi funkéniho modelového systému antigen-protilatka je dlleZity pro vyvoj a inovaci
analytickych metod. Je mozné takto pfispét ke zvySeni spolehlivosti a citlivosti analytickych
metod, coZz ma pfimy dopad na kvalitu ziskanych dat. Vysledky této prdce mohou napomoci
ve vyzkumu ¢&i klinické praxi, a to v oblastech jako je diagnostika, monitorovani stavu pacienta

nebo pfi vyvoji terapeutickych metod.

63



SEZNAM ZKRATEK

ZKRATKA VYZNAM
PE Polyetylen
Ag Antigen
MC Magnetické ¢astice
BSA Bovinni sérovy albumin
PV Plvodni vzorek
VF Vazebna frakce
P Promyvaci frakce
E Elucni frakce
RT Pokojova teplota
MIS Magneticky imunosorbent
RPM Otacky za minutu
Ab Protilatka
IS Imunitni systém
AMK Aminokyselina/y
Mab Monoklonalni protilatka
NK Pfirozeni zabijaci
BCR B-bunécny receptor
CIA Uhlikova imunoanalyza
RIA Radioimunoanalyza
FIA Fluorescencniimunoanalyza
HLA Lidsky leukocytarni antigen
CDR Komplementarné-determinacni oblast
VL Variabilni oblast lehké fetézce
VH Variabilni oblast tézké fetézce
CL Konstantni oblast lehkeé fetézce
CH Konstantni oblast tézkeé retézce
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
NHS N-Hydroxysukcinimid
S-NHS Sulfo-N-Hydroxysukcinimid
Fc Fragment krystalizujici
Fab Fragment vazajici antigen
HRP Kfenova peroxidaza
CCD Zafizeni s vazanym nabojem
4-CN 4-chlor-1-naftol
PVDF Polyvinylidenfluorid
EIA Enzymaticka imunoanalyza
ELISA Enzymové spjaty imunosorbentni test
TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin
PBS Fosfatovy pufrovany solny roztok
MQ Milli-Q voda
PBST Fosfatovy pufrovany solny roztok s Tweenem
MES 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina
Ig Imunoglobulin
TRIS 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol
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