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Abstrakt

V této diplomové praci jsme se zabyvali vytypovanim vhodnych &astic
pro imobilizaci 1gG. Imobilizace IgG byla provedena na rGzné typy -OH
a -COOH Ccastic. Poté byla provedena kvantifikace imobilizovaného 1gG
riznymi metodami: vypoc€et 1gG z hodnot absorbanci pfi 280 a 260 nm
naméfenych pfed a po imobilizaci, stanoveni IgG pomoci specifického
konjugatu, detekce IgG elektroforézou, turbidimetrické stanoveni IgG.
Dale byla zavedena kvantifikace IgG metodou ELISA, kdy nejdfive byla
provedena optimalizace metody ELISA, jejiz vysledky byly pouzity
k vlastnimu stanoveni imobilizovaného 1gG. Nakonec byly testovany razné
typy magnetickych &astic v roztocich o rizném slozeni. Byla zméfena doba
separace Castic v jednotlivych roztocich na magnetickém separatoru a také
byla mikroskopem pozorovana mira aglomerace C¢astic v testovanych

roztocich.



Abstract

We were considering in this diploma thesis by selection available particles
for immobilization IgG. Immobilization IgG was implemented on various types
— OH and — COOH patrticles. Then it was carried out quantification of
immobilized 1gG by different methods: calculation IgG from values
absorbance near 280 and 260 nm measured out before and after
immobilization, determination IgG assist in specific conjugate, detection 1gG
by electrophoresis, turbidimetric determination 1gG. Further there was
instituted quantification IgG by the method ELISA when firstly there was
implemented optimization of the method ELISA which results were used to
own determination immobilized 1gG. Finally there were tested different types
of magnetic particles in solution with the different constitution. Time period of
particles separation was measured in each solution on the magnetic
separator and they were observed by microscope measure of agglomeration

of elements in tested solutions.



Seznam pouzitych zkratek:

APS - persulfat amonny

ACVA - 4,4"-azobis(4-kyanovalerova kyselina)

B - oznaceni veli€¢iny magnetick& indukce

BET- Brunauer-Emmett-Teller

BSA - hovézi sérovy albumin

CMC — kriticka micelova koncentrace

CTC - circulating tumour cells

DAPI - 4,6-diamidino-2-fenylindol

Disponil AES 60 - alkylaryl ether polyoxyethylenu sodného
EDC - 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
FTIR - infraCervenda spektra s Fourierovou transformaci
GMA - glycidyl metakrylat

H - oznaceni veli€iny intenzita magnetického pole
HEMA - 2-hydroxyethyl metakrylat

HRP — kifenova peroxidaza

IA-MDT - implant assisted magnetic drug targeting
IDA - iminodioctova kyselina

IgG — imunoglobulin G

Ky - uniaxialni konstanta

LCST - spodni kriticka rozpoustéci teplota

M - oznaceni veli€¢iny magnetizace

MCLs - magnetitové katonicke lipozomy

mMPEG - methyl ether polyethylenglykolu

MRI - zobrazeni magnetickou resonanci

NIPAM - N-izopropylakrylamid

NTA - nitrolotrioctova kyselina

OPD - o-fenylendiamin

PCL - poly(e-kaprolakton)

PEG - polyethylenglykol

PEI - polyethylenimin

PGMA - poly(glycidyl metakrylat)



PHEMA - Poly(2-hydroxyethyl metakrylat)

PLL - poly (L-lysin)

QDs - quantum dots

SEM - rastrovaci (skanovaci) elektronova mikroskopie
S-NHS - N-hydroxysulfosukcinimid sodny

SPIO - superparamagnetické partikule oxidu Zeleza
T - oznaceni veli€iny Curieova teplota

TED - tris(karboxymethyl) ethylendiamin

TEM - transmisni elektronova mikroskopie

TEOS - tetraethyl orthosilicate

TRITON X-100 - polyoxyethylen izooktyl fenyl ether
TWEEN 20 - polyoxyethylenu (20) sorbitan monolaurat

Xm - 0znaceni veli¢iny magneticka susceptibilita
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1 Uvod

Cilem této prace je provedeni pfipravnych kroku k vyvoji bioafinitniho
nosiCe pro izolaci A-beta peptidi a anti-A-beta specifickych protilatek. Jedna
se 0 vybér magnetickych &astic riznych velikosti (mikro- az nanometrovych)
a funk&nich skupin —OH nebo —COOH, které by byly vhodné pro imobilizaci
ligandl (proteintl). U vybranych ¢&astic bude zvolena vhodnd metoda
kovalentni vazby ligandu, v naSem pfipadé se bude jednat o imunoglobulin G
(IgG). Dale se budeme snazit najit vhodnou metodu pro imobilizovaného
ligandu. Pro kvantifikaci budeme pouzivat metody: vypolet mnoZstvi
z hodnot absorbanci pfi 280 a 260 nm naméfenych pfed a po imobilizaci,
stanoveni BCA testem, elektroforetickd detekce, kvantifikace pomoci
specifického konjugatu, turbidimetrické stanoveni. Citlivost a kompatibilitu se
vzorky téchto metod kvantifikace budeme posuzovat podle vysledki
ziskanych pfi kvantifikaci imobilizovaného 1gG na vybrané nosice.

Dals$im UOkolem je zavedeni metody ELISA pro kvantifikaci
imobilizovaného IgG. Nejdfive bude provedena optimalizace metody ELISA
svybranou primarni protilatkou a sekundarni znacenou protilatkou
(konjugatem). Optimalizaci bude ziskdna optimalni koncentrace primarni
protilatky a optimalni fedéni konjugatu, které budou pouzity jako systém
metody ELISA vhodny pro kvantifikaci IgG. Tato metoda bude vyzkouSena
na kvantifikaci IgG imobilizovaného na vybrané nosice.

Dale budou testovany vlastnosti vybranych magnetickych ¢astic,
komerénich i nové vyvinutych a bude sledovano jejich chovani v raznych
roztocich. Roztoky budou mit rGzné pH, rizné koncentrace soli, detergentu.

Bude posuzovana mira aglomerace testovanych nosi¢a v téchto roztocich.
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2 Teoreticka cast

2.1 Magnetické ¢&astice

Magnetické Castice jsou hojné pouzivany v biomediciné pro svou malou
velikost, kterd dosahuje nano- az mikro- metrtl, a ¢astice tak mohou snadno
pronikat do potfebnych mist. Magnetické nanocastice jsou Siroce studovany
a pouzivany v ruznych oborech mediciny a biologie pro magnetické navadéni
léCiv. Jejich vyhodou je velky funkéni povrch partikuli v poméru k objemu,
ktery je moZné obalit rdznymi biologickymi molekulami, prostfednictvim
kterych interaguji s Zadoucimi latkami nebo se vazou na cilové bunky. Velmi
Zadouci jsou jejich magnetické vlastnosti, kterych se vyuZziva pfi manipulaci
partikuli do ur€itych mist vystavenim magnetickému poli (1).

Pro jednotlivé aplikace magnetickych &astic jsou vhodné riizné vlastnosti,
kterych se snazime dosahnout. Vlastnosti ¢astic je mozné ovlivnit pfi jejich
syntéze, kdy je tfeba zvolit vhodné podminky. Castice by mély mit vhodnou
velikost, mély by byt uniformni, monodisperzni. Dale se provadi rizné
modifikace &astic, aby se zamezilo aglomeraci a aby byly Castice stabilni.
Pokud se jedna o in vivo aplikaci, je duleZzité, aby byly ¢astice netoxické.

Magnetické ¢astice mohou byt definovany jako ¢astice sloZzené z nejméné
dvou slozek. Jednou z nich je polymerni latka, pfirodni nebo synteticka,
a druhou je magneticky material. Takové Castice maji pfiblizné kulovy tvar
a prumér rfadové v nanometrech nebo mikrometrech. Pro praktické vyuZziti
modifikovanych &astic v biologickych védach je dulezité, aby byl jejich povrch
vhodny pro navazani biomolekuly, nebo byl biokompatibilni, a to bud
bioaktivni nebo bioinertni. Modifikované ¢astice mohou byt bioorganickymi
chemiky, biochemiky, molekularnimi biology a biology dale upravovany.
Biologicky aktivni molekuly, jako jsou rlizné proteiny (enzymy, protilatky),
nukleové kyseliny, pfipadné oligonukleotidy, mohou byt imobilizovany
na ¢astice ruznymi technikami, které zahrnuji fyzikalni adsorpci,
elektrostatické vazby, specifické rozpoznavani, kovalentni pfipojeni, apod..

Modifikované &astice se uplatni v riznych biologickych disciplinach. Také
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velikost Castic je dulezitd v oblasti mediciny, kde ovliviuje vyznamné
acinnost  pasobeni  aktivni  slozky. Magnetické &astice  obsahuji
nejCastéji magnetit (Fes04), méné c&asto maghemit y-Fe,Os. Z fyzikalniho
hlediska magnetit krystaluje ve struktufe spinelu s Zeleznatymi a Zelezitymi

ionty na oktaedrickém mist& mfizky spinelu a konstantni mfizce kolem 8,39 A.

Maghemit y-Fe,O3 je defektni spinel (2).

2.1.1 Typy magnetism &

Magnetické Céstice se podle svych magnetickych vlastnosti mohou
oznacit jako paramagneticke, superparamagnetciké a feromagneticke.
Paramagnetické Castice:

Tyto Castice obsahuji atomy s nenulovym permanentnim magnetickym
momentem. MuZe se jednat o Castice s obsahem napf. Pt, Mn, Al, oxidd
Zeleza. Magnetické dipolové momenty jednotlivych &astic spolu interaguji
nepatrné. Pokud nejsou vystaveny vnéjSimu magnetickému poli, jsou
orientovany nahodile, vysledny magneticky moment je nulovy a latka neni
zmagnetizovana. Po vystaveni vnéjSimu magnetickému poli se orientuji
souhlasné s vnéjSim magnetickym polem. Mirné zesiluji magnetické pole.
Feromagnetické Castice:

Jedné se o Céastice z velmi silnych magnetickych prvku, napf: Fe, Ni, Co.
Jejich atomy spolu velmi silné interaguji. Obsahuji mikroskopické oblasti,
tzv. domény, uvnitf kterych jsou magnetické momenty jednotlivych cCastic
orientovany souhlasné. Ve zmagnetizovaném stavu dochazi k orientaci
domén. Stavaji se znich trvalé magnety. U feromagnetik se vyskytuje
hystereze — jev, kdy zavislost magnetizace (M) a magnetické indukce (B)
neni jednoznacna. Feromagnetizmus se vyskytuje pouze u pevnych latek
v krystalickém stavu. Pokud tuto latku zahfejeme na urcitou teplotu,
tzv. Curieovu teplotu (T.), stane se z ni paramagneticka latka. Feromagnetika
vyrazné zesiluji magnetické pole (3).

Superparamagnetické ¢astice:

Jsou to feromagnetické ¢astice, které se v nemagnetickém meédiu chovaji

jako paramagnetické ¢astice. Pokud na superparamagnetické ¢astice pusobi
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vnéjSi magnetické pole, jsou zmagnetizované. Jakmile vnéjSi magnetické

pole pfestane pusobit, magnetizmus ztraci (4).

2.1.2 Fyzikalni vlastnosti magnetickych nano  €astic

Kazd4 nanocastice ma magneticky moment, predstavuje tedy miniaturni
permanentni magnet. Vyplyva to ztoho, Ze nanocastice tvofi Weissovu
doménu se spontanni magnetizaci. Charakteristicky pohyb, kterym se
nanocastice pohybuji v nosné kapaliné, je tepelny (Brownuv) pohyb. Pokud
na magnetické Castice nepusobi Zzadné magnetické pole, jsou magnetické
momenty téchto c¢astic orientovany nahodné a jevi se proto jako
nemagnetické (5).

Zadouci je, aby magnetické kapaliny byly koloidné& stabilni, tedy aby
nedochazelo mezi nanocCasticemi kvzdjemné aglomeraci (shlukovani
magnetickych nanocéstic) plsobenim pfitazlivych sil (van der Walsovych
a magnetickych sil). Koloidni stability I1ze dosahnout obalenim nanocastic
detergentem (povrchové aktivni latka, surfaktant). Toto obaleni zabrariuje
pfimému kontaktu mezi nanoCasticemi, protoZze vyvola odpudivé sily mezi
nanocasticemi (6).

Dulezitou charakteristikou surfaktantd je kritickd micelova koncentrace
(CMC). CMC je koncentrace surfaktantu, pfi které se zacinaji spontanné
formovat micely. Pfi dosazeni CMC se dalSim pfidavanim surfaktantu
zvysuje pocet micel (7).

Bézné pouzivanym surfaktantem je kyselina olejova,kteréa je vhodn& pro
magnetické Castice syntetizované tradi¢ni koprecipitacni metodou. Dochazi
k formovani silné vazby mezi karboxylovou kyselinou a amorfnimi ¢asticemi
oxidu Zeleza. Slouzi Kk stérické stabilizaci v nepolarnim rozpoustédle.
Na kyselinu olejovou se vaze jesté druhy surfaktant, napf. PLURONIC, cozZ je
kopolymer, ktery se sklada ze tfi ¢asti: oxid polyethylenu-oxid polypropylenu-
oxid polyethylenu (PEO-PPO-PEO). Takto upravené magnetické ¢astice jsou

vhodné pro aplikaci v doruceni léku (8).
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DalSimi surfaktanty pouzivanymi k stabilizaci magnetickych €astic jsou
Disponil AES 60 (alkylaryl ether polyoxyethylenu sodného), TRITON X-100
(polyoxyethylen izooktyl fenyl ether) (9).

Pusobenim magnetického pole na magnetickou kapalinu se
suspendované nanocastice polarizuji, coz znamena, Ze se staci podle sméru
magnetického pole (5).

U ferokapalin zavisi B na intenzité magnetického pole (H) a to tak,
Ze srostoucim H se B asymptoticky blizi hodnoté ve stavu nasyceni
(saturace). Ferrokapaliny se vyznacuji pomérné vysokou magnetickou
susceptibilitou (Xm). Hodnota Xm klesa s rostouci teplotou ferrokapaliny.
Pfi dosazeni Curieovy teploty (Tc) ztraci ferrokapalina své magnetické
vlastnosti: Xm = 0.

Magnetické pole pusobici na ferrokapalinu ovliviuje nékteré jeji fyzikalni
vlastnosti, napf. viskozitu. U ferrokapalin se vyskytuje magnetoviskozni jev,
kdy s rostouci intenzitou magnetického pole se zvySuje viskozita. Magnetické

pole dale ovliviiuje optické vlastnosti ferokapalin (5).

2.2 PrFiprava magnetickych €astic
2.2.1 Syntetick& vyroba

Nanocastice oxidd Zeleza jsou pfipravovany rlznymi metodami.
Nejbéznéji pouzivanou metodou je koprecipitace z vodného roztoku. DalSi
moznosti syntézy zahrnuji rozklad karboxyldtd s naslednou redukci
nanovelikosti hematitu, mikroemulzni technologie, laserova pyrolyza
a plamenova sprejova syntéza (2).

Syntéza magnetitovych c¢astic precipitaci probiha ve vodné smeési
Zeleznatych a Zelezitych soli, kterd je smichana se zasadou pro indukci
precipitace magnetitovych &astic. Maghemit pak muze byt ziskan mirnou
oxidaci magnetitu. Primérna velikost vzniklych partikuli je 5-100 nm,
podle zvolenych reakénich podminek. Nevyhodou téchto ¢astic je
polydisperzita, tzn. Castice nejsou stejné velké. Pro dosazeni monodisperzity,

tzn. stejné velikosti nanocastic, se zkousi rizné postupy (10).
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Jednou z moZnosti dosaZzeni monodisperzity je vyuZiti centrifugace,
kdy pouzitim raznych g-sil jsou separovany jednotlivé frakce ¢astic o raznych
velikostech. V kazdé frakci pak jsou ziskany monodisperzni ¢astice (11).

Charakteristiky magnetitovych nanopartikuli pfipravenych koprecipitacnimi
metodami mohou byt kontrolovany podminkami syntézy, jako napf.
koncentrace soli Zeleza, teplota roztoku a reakéni Casy. Nevyhodou je,
Ze krystalinita a magnetické vlastnosti nejsou vzdy idealni, protoZe koloidy
Zeleznatych a zelezitych hydroxidd se formuji pfi nizké teploté. Tomuto lze
predejit temperovanim po suseni produktu (12).

Priklad klasické precipitacni syntézy hydrofobnich magnetitovych ¢astic:
béhem koprecipitace FeCl, a FeCl; (1:2) amoniakem se ke stabilizaci
iontovych oxidl nanocastic pfidava kyselina olejova. Koprecipitace probiha
v atmosféfe N, pfi teploté¢ 60C po dobu 10 minut. Disperze se provadi
zahratim na 90C po dobu 0,5 hodiny. Po ochlazeni se provede Uprava pH
na 4 pridavkem 3 M HCI. Vzniklé magnetické cCastice jsou zroztoku
separovany, oddéleny magnetem, 5x se promyji deionizovanou vodou
k odstranéni CI” a 2x promyty ethanolem (popf. acetonem). Nakonec se
partikule redisperzuji do cyklohexanu pro dalsi uziti (13).

Modifikaci precipitacni metody je elektro-precipitace v ethanolu. V této
metodé se pouzivaji dva uhlikové valce, které maji funkci elektrod
v elektrochemické vané. Roztok je vprubéhu procesu michan
prostfednictvim magnetické tyCe. Jako zasoba Zeleza je pouZzit roztok
Fe(NO3); x 9 H,O v ethanolu. V prabéhu procesu se udrzuje konstantni
napéti 62 V mezi elektrodami, proud muZe nepatrné kolisat (= 10 %).
Vznikajici partikule magnetitu jsou zachyceny na katodé€, jako cerné
magnetické makroskopické desticky. Poté jsou promyty ethanolem
a vysuseny proudem vzduchu pfi pokojové teploté (10).

Jednou z mozZnosti syntézy magnetickych ¢astic je emulzni polymerizace.
Tato metoda se vyuziva k syntéze napf. PGMA (polyglycidyl methakrylat)
Castic. Reakéni smés se sklada z vody, oxidu Zelezitého, Disponil AES 60
(popf. jiny detergent), GMA (glycidyl methakrylat) a APS (persulfat amonny)
nebo ACVA (4,4 -azobis(4-kyanovalerova kyselina) v NaOH. Tato reakéni
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smeés se probublava dusikem 10 minut, polymerizace probiha 20 hodin pfi
70 € za neustalého michani. Vzniklé &astice jsou Cistény napf. dialyzou
nebo ultracentrifugaci (9).

K syntéze Ni-Zn-ferit ¢astic mize byt vyuzita mikroemulzni technologie.
Jako reverzni micelovy systém se pouziva roztok AOT (sodium dioctyl
sulfosuccinate)- 0,56 M AOT v izooktanu. Vytvofi se vodna faze z 0.07 M
FeCl,-4H,0, 0.02 M, NiCl,-6H,O a 0.02 M ZnCl,. Ve vodné fazi se udrzuje
pH 1,2 pro zamezeni pfed€asné oxidace Zeleznatych iontd. Pak se vytvori
dvé mikroemulze: 1. se sklada z vodné faze a roztoku AOT v izooktanu
(pomér AOT/vodé je 6:1), 2. se vytvori z roztoku amoniaku a roztoku AOT
v izooktanu. Obé mikroemulze se smichaji. Probiha reakce za neustalého
michani, ktera trva asi 2 hodiny. Barva smési se méni ze zelené na ¢ervenou.
Po dokonceni reakce se pfidd methanol, ¢imZ dojde krozpadu micel.
Nasleduje odtaZeni supernatantu od Castic a promyti ¢astic. Vzniklé Castice
se suSi pres noc (14).

DalSi moznosti syntézy magnetickych ¢astic laserova pyrolyza, ktera se
pouzivA napf. ktvorbé Zeleznych nanocastic obalenych uhlikem. Jako
prekurzor Zeleza se pouziva pentakarbonyl Zeleza a prekurzorem uhliku
muze byt smés ethyle/acetylen nebo toluen. Pentakarbonyl Zeleza je toxicky,
proto muze byt nahrazen ferrocenem, ¢imz se dosahne nizsi toxicity. Proces
laserové pyrolyzy kombinuje rychlé zahfati plynnych prekurzor( laserem
s rychlym ochlazenim reak&nich produktd. Prekurzory jsou rozpraSeny
a dopraveny prostfednictvim nosného plynu,kterym muUze byt argon,
k reakéni zoné (15).

Plamenova sprejovd metoda syntézy se veétSinou pouziva k tvorbé
kovovych magnetickych nanocéastic (napf. kobalt, Zelezo, méd),které jsou
obalené uhlikem. Zménou podminek procesu Ize tvofit nanocastice kobaltu
bez obaleni uhlikem. Prekurzorem kobaltu je 2-ethylhexanoat rozpustény 2:1
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v tetrahydrofuranu. Vzniklé ¢astice jsou separovany pouzitim filtru. (16)
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2.2.2 Obalované syntetické ¢astice

Magnetické nosiCe mohou byt vyrdbény uzitim anorganickych materialu
(Au, C, Co, Cu, Pt) nebo polymerl. Tyto nosi¢e jsou pak mechanicky vysoce
odolné, tepelné stalé, odolné krozpousténi a mikrobialnimu ataku.
Magnetické nosi¢e z anorganickych materiald jsou idealnimi nosici, ale maji
omezené funkéni skupiny pro selektivni vazbu. Polymery maji razné
povrchové funkéni skupiny, které mohou byt pfizpisobeny jejich specifické
aplikaci (17). Pfikladem jsou silanolové funk&ni skupiny Si(OH) na povrchu
kfemennych ¢&astic. Diky silanolovym skupinam jsou kfemenné Castice
vyuzivany k imobilizaci specifickych ligandl, pfedevsim enzymu (18).

Castice jsou obvykle stabilizovany odpuzovanim nébojem elektrické
dvojvrstvy nebo stérickym odpuzovanim dlouhych fetézcld polymernich
surfaktantll adsorbovanych na jejich povrchu. Stabilizace slouzi jako
prevence pfiblizovani sousednich ¢astic a nasledné aglomeraci. Jako
stéricky stabilizator formovanych magnetitovych nanocastic rozptylenych
v organickém rozpousStédle se pouziva kyselina olejova. Tyto Castice ale
nejsou rozptylené ve vodé a to znemoznuje jejich pouziti pro aplikace
v biomediciné. Proto se pfipravuji magnetitové nanocastice jejichZ povrch se
obali hydrofilnim stabilizatorem a jsou rozptylené ve vodé. Timto obalenim
mohou ziskat ¢astice Zadouci vlastnosti. K obaleni se mohou pouzit funkéni
molekuly jako kyselina listovd nebo biologickymi molekulami jako je DNA
a protilatky (19).

Magnetitové nanocastice rozptylené ve vodé mohou byt obaleny
polymerni dvojvrstvou primarniho a sekundarniho surfaktantu pro stabilizaci.
Pfikladem jsou magnetitové c&astice s hydrofobnim povrchem obalené
kyselinou olejovou jako primarnim surfaktantem v kombinaci s blokovym
kopolymerem poly-(ethylenglykol) methyl ether (MPEG)- poly(e-kaprolakton)
(PCL). Hydrofobni PCL adsorbuje na presyntetizované magnetitové
nanocastice obalené kyselinou a hydrofilni mPEG vy&niva vné z povrchu
¢astic (19).
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Obr.1: Magnetitové nanocastice stabilizované kyselinou olejovou a mPEG-
PCL (19)

Provadi se obaleni superparamagnetickych ¢astic oxidu Zeleza vrstvou
amorfniho kfemene. Tyto Castice obsahuji pouze jednu nebo nékolik malo
nanocastic oxidu Zeleza a proto je jejich odpovéd na vnéjSi magnetické pole
slaba(20).

Provedeni syntézy nanoc¢astic oxidu Zeleza obalenych oxidem kfemic&itym:
hydrofobni magnetitové nanocCastice se 2x promyji ethanolem a pak se
ethanol odstrani. Za ot&d&eni se pfidava tetraethyl orthosilicate (TEOS), Triton
X-100 a deionizovana voda a emulze ziskd hnédou barvu. Poté se da
na 10 min. na ultrazvuk. K emulzi se pfida ethanol a amoniak. Reakce
probihd 4,5 hodiny pfi pokojové teploté. Kone€nd suspenze se rozptyli
ultrazvukem, odebere se magnetickou separaci, promyje se deionizovanou
vodou a vysusi se ve vakuu pfi 40T (13).

DalSi moznosti je syntéza monodisperznich magnetickych nanocastic
s mezoporézni kifemennou skofapkou, které vykazuji znacné vySSi
magnetizaci, ale nejsou superparamagnetické a tudiZz je znemoZznéna jejich
biomedicinska aplikace. Magnetitové nanocastice jsou nejdfive stabilizovany

kyselinou olejovou a pak se rozptyli v octanu. Tato ferrokapalina se pfida
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do vodného roztoku polyoxyethylenu (20) sorbitan monolaurat (TWEEN 20)
a pak se upravi ultrazvukem. TWEEN 20 je zde sekundarnim surfaktantem,
ktery shromazduje hydrofobni magnetitové Castice do sfér s vyssSi frakci
magnetitu. Vrstva kfemene je vsazena do povrchu magnetitovych aglomeratd
pomoci sol-gel procesu (20).

DalSimi velmi vyuZivanymi magnetickymi &asticemi jsou Céastice
s kfemicitym povrchem. DOvodem jejich vyuziti jsou povrchové silanolové
skupiny (-SiOH) a jejich vhodné vlastnosti. Tyto ¢astice se mohou vyrabét
tfemi zpusoby. 1. metoda je zaloZena na Stdber procesu, ve kterém se
kfemen formuje in situ hydrolyzou a kondenzaci. Prekurzorem je napf.
tetraethyl orthosilicate. 2. metoda je zaloZzena na vyluCovani kifemene
zroztoku kyseliny kfemicCité. Tato metoda je efektivnéjSi nez prvni,
protoZe ma vysSi pokryti povrchu magnetitu kiemenem. 3. zpusobem tvorby
kfemenného povrchu je mikroemulzni metoda, kde se pouzivaji micely nebo
inverzni micely k upevnéni kiemene na povrchu ¢astic (21).

Uniformni magnetické kfemenné nanocastice jsou vhodné pro aplikaci
v biologii a medicing, napf. kontrastni agents v MRI, magneticka separace
oligonukleotidi, bunék a biokomponent, doruceni lékld. KrFemenné
magnetické nanocastice jsou velké 2 az 30 nm, jsou stabilni, neagreguji
a chovaji se superparamagneticky. Na povrchu téchto ¢astic jsou thiolové
skupiny, prostfednictvim kterych vazou molekuly ligandu. UZivaji se
pfedevsim k imobilizaci enzym(, proteind, DNA. K imobilizaci dochazi
nékolika zpusoby: 1. imobilizace biomolekuly amino skupinou na karboxylat-
modifikované ¢&astice. 2. imobilizace prostfednictvim vazby avidin-biotin,
kdy biotin je jednoduSe spojen s biomolekulou a vaze se na avidin,
ktery je imobilizovany na kfemennych nanocéasticich. 3. Pro imobilizaci
oligonukleotidu je efektivni disulfidickd vazba. 4. Provadi se modifikace
kfemennych &astic kyanobromidem. Takto modifikované ¢astice jsou vhodné
pro biokonjugaci molekul obsahuijicich tfi aminoskupiny (18).

Casto byvaji magnetické &astice oxid Zeleza, napf. magnetitu (FezO.,),

maghemitu (yFe,O3) nebo smésnych oxidl Zeleza, hlavné Co0O.Fe;0s3,
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CuO.Fe,03, MnO.Fe,03, obaleny polysacharidy nebo jejich derivaty. Vyuziva
se zde postrannich funkénich skupin(22).

Vrstva polymeru musi kompletné pokryvat povrch &astic, aby chranila
jadro z oxidu Zeleza pred kontaktem se sérovymi proteiny, které by zpusobily
opsonizaci ¢astic (23).

DalSim pfikladem polymeru je dextran, coZ je polysacharid, ktery ma
mnoho biologickych vyhod, napf. biodegradabilita, biokompatibilita
a bioaktivita (17). Dextran je polymer (Ce¢H100s) anhydroglukézy, ktery ma a-
D(1-6) vazby a nékolik 1,3-glukosidickych vazeb v misté vétveni (23). Jedna
se o poly-kationt, ktery je hydrofilni a obsahuje poly-hydroxy (-OH) skupiny
aje proto pouzivany jako zakladni material magnetickych nosi¢u (17).
Ve vodném roztoku dextran interaguje s kovy a pokryva jejich povrch
agregaty o priméru 20-150nm (23). Magnetické mikroCastice obalené
dextranem jsou pfipraveny pouzitim ultrazvuku (17).

Moznosti modifikace povrchu magnetickych ¢&astic oxidu Zeleza
vytvofenych precipitaci Fe (II) a Fe (lll) hydroxidem amonnym je nasledna
adice poly(L-lysinu) (PLL). Toto obaleni PLL se provadi pro podporu
bunééné sorpce. Pramérna velikost téchto ¢astic je 6 nm (24).

Zlaté nanocastice jsou jednim typem kovovych magnetickych nanocastic.
Jejich velikost je < 50 nm. Pfipravuji se vruznych geometrickych
usporadanich. Jsou vynikajicimi znackami pro biosenzory, protoZze mohou
byt detekovany mnoha technikami, jako je opticka absorpce, fluorescence
a elektricka vodivost (25).

Monodisperzni FePt nanocastice s ploSné centrovanou tetragonalni
strukturou vykazuji tepelnou stabilitu. Maji vysokou hodnotu uniaxialni
konstanty (K.). Zadouci plodné& centrovanou tetragonalni strukturu ziskame
preménou plosné centrované kubické struktury tepelnym oSetfenim pfi 600-
700 C. K syntéze téchto monodisperznich €astic s kontrolovanou velikosti
a velikosti distribuce se pouzil MCM - 41 molekularni filtr s uniformni velikosti
mezopor (3 nm). FePt nanocCastice byly izolovany dielektrickou tenkou
vrstvou amorfniho SiO,. Tato vrstva predstavuje difazni bariéru a prevenci

shlukovani nanoc&astic béhem tepelného oSetfeni (26).
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2.2.3 Priprava magnetickych ¢€astic uvnit F bakterii

Magnetit (FezO4) muze byt formovan tzv. magnetotaktickymi bakteriemi-
Magnetospirrilum magneticum, jako vysledek biologicky navozené produkce
v magnetozoOmech. Magnetozomy jsou organely, které umoznuji bakterii
vyuziti magnetickych vlastnosti magnetitu k pohybovani do oblasti
s obsahem kysliku a orientaci k jednomu z magnetickych péld Zemé (ma pro
bakterii tedy ma funkci kompasu) (27).

Magnetické Castice z bakterii jsou uniformované o velikosti 50 nm a maji
Zadouci magnetické vlastnosti. Formuji se do fetézcli vazanych k membrané.
Vznik castic je dan proteinem vyskytujicim se u téchto bakterii. Byly
provedeny studie syntézy c&astic stejnou cestou jako u bakterii (tedy
s pouzitim proteinu z bakterii), ale vzniklé Castice nemély tak dobré

magnetické vlastnosti a nedostate¢né specifickou morfologii krystalu (28).

Obr.2: Ret&zce magnetickych nanogastic v bakterii (AMES LABORATORY)
Mikroorganismy Pseudomonas stutzeri formuji intracelularné pfi kultivaci
ve vysoké koncentraci stfibrnych iontd stfibrné nanocastice. DalSim
prikladem mikroorganismu tvoficich magnetické nanocastice je Lactobacillus,
které v podmasli v prostfedi stfibrnych a zlatych iontd produkuji nanocastice.
Aktinomycety Thermomonospora se pouzivaji k syntéze monodisperznich

zlatych nanocéastic. Také nékteré houby slouzi k syntéze nanocastic
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v prostfedi vodnych roztokdl kovovych iontl, napf. Fusarium oxysporum,

Verticillium sp.(29).

2.3 Charakterizace syntetizovanych  €astic

Po pfipravé castic se provadi kontrola velikosti a vlastnosti castic.
Charakterizace fyzikalnich vlastnosti se soustfedi predevSim vztah mezi
velikosti Castici a jejich magnetickymi vlastnostmi. Pro charakterizaci
magnetickych ¢astic se pouzivaji rizné metody (30).

Pro pozorovani morfologie partikuli se pouziva transmisni elektronova
mikroskopie (TEM) a rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM).
Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) umoZiiuje pozorovani preparat
do tloustky 100 nm pfi vysokém zvétSeni a s velkou rozliSovaci schopnosti.
Je analogii svételného mikroskopu, jejich spole¢né €asti jsou: zdroje svétla
nebo elektronu, Cocky sklenéné nebo elektromagnetické a umisténi
prepardtu na mechanicky stolek. TEM mé& navic vysokonapétovy zdroj,
elektroniku k fizeni mikroskopu a vykonny vakuovy systém pro vycerpani
jeho vnitfnich prostor mikroskopu na hodnotu, ktera zabezpeci stfedni volnou
drahu elektronu alespon v délce 3 m (30).

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) je pfistroj uréeny k pozorovani
povrchG nejriznéjSich objektd. Na rozdil od svételného mikroskopu je
vysledny obraz tvofen pomoci sekundarniho signélu - odrazenych nebo
sekundérnich elektronu. Zobrazeni v SEM je povaZzovano za nepfimou
metodu. Velkou prednosti SEM je velka hloubka ostrosti, v dusledku které Ize
z dvojrozmérnych fotografich ze SEM nalézt jisty trojrozmérny aspekt.
DalSi pfednosti téchto mikroskopl je, Zze v komorfe preparatll vznika pfi
interakci urychlenych elektrond s hmotou vzorku kromé vySe zminénych
signalu jeSté fada dalSich, napf. rtg. zafeni, Augerovy elektrony,
katodoluminiscence, které nesou mnoho dalSich informaci o vzorku. Pfi jejich
detekci je mozné urlit napf. prvkové sloZeni preparatu v dané oblasti
a pfi porovnani s vhodnym standardem urcit i kvantitativni zastoupeni

jednotlivych prvka (31).
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Méfeni sily difrakce rentgenoveého zafeni ndm poskytne velikost Castic
a rentgenovy difraktogram. Velikost ¢astic a specificky povrch ziskame BET
metodou (2). Brunauer—-Emmett—Teller (BET) metoda je pouZivana
predevsim k stanoveni povrchové plochy z fyzikalni adsorpce plynu (vétSinou
dusik) na pevny povrch. Pro toto méfeni se pouziva pristroj GEMINI 2360
(32).

K dalSi charakterizaci ¢astic se pouziva infraCervenad spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR). U této metody se méfi pohlceni
infraCerveného zareni o rdzné vinové délce analyzovanym materiadlem.
Analytickym vystupem jsou infraervena spektra, kterd znéazorfuji zavislost

absorbance na vinové délce dopadajiciho zareni (33).

2.4 Aplikace magnetickych €astic

Magnetické nanodastice jsou aplikovany v riznych oborech, prfedevsim
v oblasti elektroniky, jako biomedicincké prostfedky, Vv energetickych
aplikacich, v armadnim vyuzZiti (detoxikace kontaminovanych osob),
v managementu odpadu. Potencial pro vyuZziti magnetickych nanocastic
vyplyva z jejich fyzikalnich, elektronickych a magnetickych vlastnosti (34).

Magnetické Castice jsou nejvice rozSifeno v medicinské diagnostice
a terapii, bioinzenyrstvi a molekularni biologii. Pouzivané magnetické
nanocastice musi byt uniformni, monodisperzni, nesmi agregovat, nemély by
byt toxické. Je snaha o syntézu &astic s co nejlepSimi vlastnostmi pro danou
aplikaci. Nové trendy zahrnuji vyvoj funkénich ¢astic, které jsou konjugovany
biologickymi molekulami, jako peptidy, proteiny a nukleové kyseliny.
V Klinickych studiich jsou nejbéznéji vyuzivany superparamagnetické Castice
oxidu Zeleza (SPIO), v rozmezi velikosti 80 — 150 nm (35).

Noveé se pouzZivaji magnetické kiemenné nanosféry k separaci nukleovych
kyselin, imobilizaci enzymu, hypertermii a k doruceni léku. Vznikla nova
imobilizaéni afinitni separaéni metoda zaloZzena na interakci kovovych iontd
s histidinem nebo cysteinem na konci proteinl navazanych na povrchu.
Ve srovnani s klasickymi metodami uzivajicimi biologické afinitni ligandy jsou
tyto magnetické c&astice malé, nendkladné, chemicky a fyzikalné stalé
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a mohou byt jednoduSe obaleny riznymi hmotami s vysokou kapacitou
adsorbentu. Eluce adsorbovaného proteinu z nanosfér se provadi za mirnych
podminek. Pouzivaji se razné karboxymethylované aminy, obsahujici
iminodioctovou  kyselinu  (IDA)- nejpouzivanéjSi, tris(karboxymethyl)
ethylendiamin (TED), nitrolotrioctova kyselina (NTA), jako cheleta¢ni ligandy.
Vysledné chalaty kovu jsou dobfe pfistupné pro aminokyselinové zbytky
na povrSich proteina (18).

Magnetické castice jsou dale pouzivany jako nosiCe protilatek
pro imunoeseje, bunéénou separaci a tkanovou typizaci. Toto vyuZziti je
vhodné pro plnou automatizaci, coZz vede k minimalizaci manualni prace

v laboratofi a k poskytnuti pfesnych vysledku (36).

2.4.1 Uplatn éni magnetickych ¢astic v analyze biologickych material

Pro sveé vlastnosti (hlavné magnetické vlastnosti, velky specificky povrch,
velikost) maji magnetické cCastice velky potencial k aplikaci v magnetické
separaci. Principem této metody je vyuZziti magnetickych ¢astic k vazbé
k cilovym molekulam prostfednictvim ligandu na povrchu magnetickych
¢astic. Tim vznikne komplex, ktery muze byt separovan z roztoku pisobenim
gradientu magnetického pole. Tato aplikace zahrnuje imobilizaci enzymu,
bunécné tfidéni, adsorpci proteinu a purifikaci. Vyhodou magnetické
separace je rychlost, jednoduchost a spravnost (37).

Magnetické Castice se pfidaji ke vzorku, kde na sebe navézi cilové
molekuly. Modifikované magnetické Castice se pak pfitahnou magnetem ke
sténé zkumavky a zbyly roztok se odstrani. Nasleduje promyvani a oddaleni
z vnéjSiho magnetického pole k uvolnéni magnetickych ¢astic s navazanymi
molekulami do pfidaného roztoku. Ruznymi fyzikalné-chemickymi kroky se
oddéli navazané molekuly od magnetickych ¢astic, ¢imz ziskame cilové

molekuly a mGZzeme s nimi dale pracovat (38).
2.4.1.1 Magneticka separace proteind

Magnetické Castice poskytuji rozsahlou plochu specifického povrchu

a mohou poskytnout vysokou adsorpéni kapacitu pro proteiny. K separaci
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proteinu se nejCastéji pouzivaji submikrometrické magnetické ¢astice. Zjistilo
se, Ze vodikové vazby, hydrofobni interakce a elektrostaticky odpor mohou
podporovat adsorpci. K desorpci proteinu z magnetickych ¢astic se pouziva
kyselina nebo baze. Napf. k desorpci lysozymu z magnetického chitinu se
pouziva 0,01 M HCI. PriSlo se ale na to, Ze pro desorpci proteinu z ¢astic je
kyselina octova obsahujici soli efektivnéjsi nez HCI nebo glycin-HCI (35).
Snahou této oblasti je vyvijet polymerni materialy vhodné pro obaleni
oxidi Zeleza v magnetické ¢&astici. Hodné studovany je termosenzitivni
polymer N-izopropylakrylamid (NIPAM). Ma dolni kritickou rozpoustéci
teplotu (LCST) ve vodé 32 T, ktera je blizka pokojové teploté. Proto byl
pouzit kvratné adsorpci a desorpci lidského sérového albuminu.
Ten adsorbuje pfi vySsi teploté (40 C) a muze byt desorbovan z partikuli
pfi niZSi teploté (25 ), ale menSi frakce. Desorpce je zavisla na ruznych
parametrech. Desorpci hovéziho sérového albuminu (BSA) mizeme provést
roztokem alkalického pufru. Alkalickych podminek (pH 10-13) se vyuZiva
také k desorpci rekombinantni Escherichia coli z chitosanem konjugovaného
magnetitu. Studuji se kvantitativni efekty povrchovych funkénich skupin

a interakéni sily na vysoce karboxylovanych makrosférach (39).
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Obr.3: Mechanizmus adsorpce proteinu na karboxylové termosenzitivni

nanocastice (39)
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Dale se k separaci proteinu mohou pouZit magnetické nanocéstice
obalené zlatem a stabilizované citratem. Tyto syntetizované partikule jsou
velké 15-40 nm s plosné centrovanym kubickym tvarem a jsou rozpustné
ve vodé. K zlatému obalu c¢astic jsou pfipojeny IgG prostfednictvim
elektrostatickych interakci. Nésledna separace I1gG poskytuje 35 %
z koncentrace IgG 0,4 pg/ml. Magneticka separace imobilizovaného IgG byla
provedena pouzitim permanentniho magnetu 3000 G (40).

Provadi se studia kinetiky adsorpce BSA a vliv pH a koncentrace soli
na adsorpci BSA. Adsorpce BSA je provedena v pfitomnosti karboimidu
pfi riznych hodnotach pH a koncentraci soli. pH ma velky vliv na adsorpci
BSA, na rozdil od nizSich koncentraci soli, které maji nevyznamny vliv
na adsorpci BSA. Maximalni adsorpce BSA je dosaZzeno pfi hodnoté pH
odpovidajici izoelektrickému bodu BSA. Bylo docileno vic jak 90% desorpce
BSA (36).

2.4.1.2 Separace bunék

Bunécné tfidéni s vyuzitim magnetickych ¢astic je mnohem jednodussi
a rychlejsi nez vyuziti pratokového cytometru. SlouZi k studiu funkci a druh(
leukocytd. Na buné&ném povrchu jsou povrchové antigeny specifické
pro danou bunku. Protilatky proti témto povrchovym antigenim jsou
imobilizovany na magnetické Castice a provede se magneticka separace
danych bunék. Tato metoda je pfesn4, citlivd a rychla (36).

Problémem u syntetickych €astic je dosazeni uniformity velikosti a tvaru
a dosazenim dobré disperzity ve vodném roztoku. Proto se vyuZzivaji
magnetitové c¢astice vytvofené bakteriemi Magnetospirillum magnetikum,
u kterych tyto problémy nejsou (36).

Bakterialni magnetitové Castice s kovalentné vazanym proteinem A, ktery
vytvari komplex s Fc fragmentem anti-mouse IgG, byly pouzity k magnetické
separaci mononuklearnich bunék z periferni krve. Vyuziva se zde inhibi¢niho
efektu na CD14+ buriky (separace monocytu) a proliferacni a diferenciacni
kapacita CD34+ (frakce kmenovych bunék). MuZe tak byt pozorovana

proliferace a diferenciace separovanych kmenovych bunék . Pro zvySeni
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citlivosti a specifity k CD8+ a CD14+ se optimalizuji podminky vazby
monoklonalni protilatky s proteinem A navdzanym na magnetitovych
Casticich (36).

Magnetitové bakterialni ¢astice byly pouzity k pfimé magnetické separaci
bunék imunitniho systému z pIné krve. Na povrchu ¢astic byl vyjadien protein
G genovou fuzni technikou, diky kterému ¢astice ziskaly vysokou vazebnou
kapacitu k mnoha typum protilatek a mohly se pak vazat s riznymi anti-CD
monoklonalnimi  protilatkami. Takto byly separovany B lymfocyty
(prostfednictvim anti-CD19) a T lymfocyty (prostfednictvim anti-CD3). Cistota

separované frakce bunék byla vysSi nez 96 % (41).

2.4.1.3 Separace nukleovych kyselin

Vyvoj systému pevné faze, které adsorbuji DNA, umoZzZiuje automatizaci
a miniaturizaci procesu izolace DNA. Vyhodou pouziti magnetickych nosic
adsorbujicich DNA je minimalizace degradace DNA v prabéhu jeji purifikace.
DNA adsorbuje na magnetické Céastice v prostfedi vysoké koncentrace
chloridu sodného a polyethylenglykolu (PEG) a nasledné je obnovena
ve vodé. Pro tuto aplikaci jsou vhodné kiemenné castice a kobalt-ferrit
(CoOxFe,03) Castice (42).

Pro imobilizaci DNA se také pouZivaji magnetické mikrocastice
s hydrofilnimi vlastnostmi, které neinterferuji s produkty PCR a jsou
jednoduse pfipraveny, a to jednokrokovym rozptylenim polymeraci. Vyhodou
téchto hydrofilnich mikrocastic je nizka nespecificka adsorpce biologicky
aktivnich  slou€enin. Magnetitove Castice jsou obaleny polymery
pro stabilizaci. PouzZivaji se Castice s 2-hydroxyethyl metakrylatem (HEMA)
a s glycidyl metakrylatem (GMA). Poly(2-hydroxyethyl metakrylat) (PHEMA)
je netoxicky, biokompatibilni a proto je pouzivan v biomedicinskych
aplikacich. Oxiranové skupiny poly(glycidyl metakrylatu) (PGMA) jsou
ochotné modifikovany (hydrolyzou, aminolyzou, oxidaci). Vlastnosti
polymernich mikro&astic jsou kontrolovany zmé&nami reak&nich parametra,

jako je polarita reakéni smési, koncentrace, polymeracni teplota (43).
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Suspenze superparamagnetickych Castic v koloné se pouzivaji
k elektroforetické separaci dlouhych molekul DNA (44). Dalsi moZnosti
separace DNA je vyuziti mikrofluidnich €ipu s magnetickymi ¢asticemi, které
jsou po vystaveni magnetickému poli uspofadany hexagonalné. Tato metoda
je vhodna pro separaci dlouhych fragmentt DNA (45).

Na magnetické mikroCastice mohou byt imobilizovany rdzné enzymy,
protilatky. V tomto pfipadé se jednalo o RNazu A, DNéazu I, pro degradaci
bakterialni RNA, chromozomalni a plazmidové DNA. Pozoruje se efekt
nékterych slou€enin uzivanych pfi pfipravé mikro¢astic na PCR DNA
izolované z G+ bakterii Bifidobacterium longum. lzolace DNA probéhla
v pfitomnosti PEG a chloridu sodného (43).

Pro purifikaci plazmidové DNA z 3 ml lyzatu bakterialnich bunék se
pouzivaji polyethyleniminem (PEI) modifikované magnetické Fe3O,4
nanocastice. Oxid Zeleza obaleny PEI mize vnaSet kladny néboj, ktery je
prospésny pro obnoveni rozptyleni a umoznuje iontové interakce DNA.
lontové sily a pH hrajou roli vovlivnéni adsorpénich interakci na PEI
modifikovanych magnetickych nanocésticich. Dulezity je vybér vhodného
eluéniho pufru — optimalni iontova sila (1,25 M) a pH 9 (46).

Magnetické Castice jsou vhodné pro rychlou a selektivni izolaci mRNA.
Kizolaci mRNA se pouzivaji komeréné dostupné magnetické castice
Dynabeads” Oligo(dT),s (Invitrogen Dynal AS), které maji na povrchu
ukotveny nukleotidové fetézce z 25 thymind. Kazdd mRNA ma na jednom
svém konci fetézec slozeny z opakujici se sekvence adeninu. Na zékladé
komplementarity bazi nukleovych kyselin za ur€itych podminek dochéazi
k vazbé fetézce z adenini s fetézcem slozenym zthymina (hybridizace),
jenz je ukotven na magnetickych Casticich. Nasleduje kvantifikace cilovych
molekul (37).
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Obr.4: Schematicky znazornéné (para)magnetické Castice uréené pro izolaci

nukleovych kyselin (37)

2.4.2 Uplatn éni magnetickych ¢astic v Iéka rFstvi

2.4.2.1 Doruceni léku do cilové oblasti

V soucasnosti dochazi k velkému rozvoji efektivnéjSich metod |éCby Iéky,
které jsou doru¢ené na specifické misto vtéle. U téchto metod je kladen
diraz na sniZzeni mnoZstvi lIéku ve zdravé tkani, zmenSeni mnoZstvi léku
k dosazeni terapeutického efektu a zvySeni terapeutického plsobeni v cilové
oblasti. Tyto Zadouci vlastnosti splfiuji razné systémy doruceni Iéku, které
vyuZzivaji magnetické materidly a pusobeni magnetického pole. Po injekci
magnetickych Castic, jako nosi¢u 1éka, do téla se vyuziva zdroje vnéjSiho

magnetického pole. Toto magnetické pole slouzi k chyceni a zadrzeni
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magnetickych &astic ve specifickém misté. Tato metoda se aplikuje pfi 1é¢bé
obvyklych onemocnéni, é€bé rakoviny hypertermii nebo radiacni terapii (47).

Metody doru€eni Iéku jsou studovany na zvifecich modelech.
Jsou relativné bezpecéné a efektivni, ale vyskytuji se zde vyznamna omezeni.
Jedna se o velikost magnetické sily, kterd& musi byt dostatecné vysoka,
protoZze pfi slabé magnetické sile je zadrZzeni magnetickych ¢éastic
ve specifickém misté malo efektivni. DalSim omezenim je vzdalenost
specifického mista od zdroje magnetického pole. Sila magnetického pole se
totiz prudce snizuje se vzdalenosti specifického mista od zdroje
magnetického pole. VzdalengjSi mista vtéle jsou proto nedostupna
k doruceni leku (47).

Jednou z efektivnich metod doruceni I€éku je pouziti vehikul. Vyuziva se
¢astic malé velikosti s velkou povrchovou plochou pokrytou funk&nimi ligandy,
diky kterym jsou nanocastice cileny k specifickym mistdm nebo burikam
vtéle. Jednd se o Castice z pevné lipidové hmoty, uvnitf kterych jsou
uzavieny molekuly léku a na povrchu jsou polymerni stabilizatory.
Tato metoda je vhodna pro doruceni lipofilnich |€ékd a dochazi pfi ni k snizeni
nepfiznivych vedlejSich ucinkd 1éku. Jakmile se lipidové vehikuly dostanou
k specifickému mistu, provede se zahfati na teplotu kolem 45-55 <T.
Toto zvySeni teploty zpusobi rozpad lipidové hmoty a tim se dostanou
molekuly léku z ¢astic a mohou pak pulsobit v postizené oblasti. ZvySena
teplota mize také zpuUsobit stimulaci imunitni odpovédi pro nespecifickou
imunoterapii pfi ur€itych onemocnénich. V této metodé dochézi ke spojeni
metody doruceni Iéku s hypertermii (48).

Jednim typem doruceni léku je IA-MDT (implant assisted magnetic drug
targeting). Tento systém se sklada ze tfi sloZzek: jeden nebo vice magnetl
vytvarejicich nizky gradient magnetického pole, implantovand nebo
injikovana zafizeni, ktera po magnetizaci nizkym gradientem magnetického
pole vytvafi lokalizovany vysoky gradient magnetického pole. Tfeti sloZzkou
jsou magnetické ¢astice, u kterych dochéazi ke shlukovani (aglomeraci) jen
ve vysokém gradientu magnetického pole ve specifickém misté.
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Tento zpusob doruceni léku vyuzivd zmény nizkého a vysokého gradientu

magnetického pole (47).

2.4.2.2 ZlepSeni signalu zobrazeni magnetickou resonanci (MRI)

MRI je diagnosticka metoda vyuzZivajici magnetické vlastnosti atomu
vodiku, které jsou pfitomny v tkanich téla ( ve vodé, v lipidech membran,
proteinech, atd. ). Tato metoda se pouziva k trojrozmérnému neinvazivnimu
skenovani lidského téla. Jako kontrastni agens pro zlepSeni diagnostiky MRI
se nejéastgji pouzivaji Gd** chelaty (48). Kontrastni agens slouZi k zesileni
signalu MRI. Zesileni signalu je zavislé na koncentraci kontrastniho agens.
Pro zvysSeni citlivosti MRl mohou byt do ¢astic enkapsulovany specifické
enzymy (49).

Pro vizualizaci aterosklerotickych plakd byly pouzity Gd obsahujici
imunomicely Gd-DOTA-C16 o velikosti 85-130 nm. Na povrchu micel byly
navazany specifické protilatky proti makrofagm (50).

SPIO se také pouZivaji k identifikaci zdnétu mozku po mrtvici (51) nebo
zanétu jako vysledku rejekce transplantatu (52). Partikule jsou totiz pohlceny
makrofagy, které se akumuluji v misté vzplanuti zanétu. Infiltrace makrofagy
v oblastech CNS postizenych encefalomyelitidou byla zkoumand in vivo MRI
na zvifecim modelu (53). Dale cZastice poskytuji dobré vysledky
pfi kardiovaskularnim  zobrazeni, napf. pfi identifikaci koronarnich
a perifernich vaskulitid (35).

Ke zvySeni specifity SPIO k zobrazeni urcitych bunék se provadi obaleni
¢astic ligandy, které se specificky vazou k danym burnkam (35). Pfikladem je
vyuziti dextranem stabilizovanych &astic oxidu Zeleza, na jejichZz povrchu je
vazan sekretin. Tyto ¢astice se vyuzivaji k in vivo MRI pankreatickych bunék,
na jejichZ povrchu jsou receptory pro sekretin, prostfednictvim kterych se
k nim pfipoji Castice se sekretinem. Zjistilo se, Ze pfi prosté konjugaci
sekretinu k Casticim je vytézek nizSi, nez pfi konjugaci sekretinu, kdy je
streptavidin imobilizovan na dextranem stabilizované Castice a biotinilovany
sekretin je pak konjugovan k Casticim prostfednictvim interakce biotin-
streptavidin (54).
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Céstice mohou byt také vyuzity k detekci tumoru. Dochéazi k odliseni
normalni tkdné a rakovinovych lézi pfi zobrazeni MRI. Normalni tkan je
zbarvena tmavé, protoZe sbira SPIO a rakovinové léze vylu€uji Castice,
proto je pozorujeme jako svétlé skvrny. Podle typl tkané se pouzivaji rizné
typy &astic- zavisi to na akumulaci v tkani. Napf. ultramalé SPIO o velikosti
20-40 nm jsou primarné akumulovany v lymfatickych uzlinach, coZz vede
k jejich uziti k identifikaci nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach (35).

Vyuziti magnetickych nanocCéastic poskytuje vyhodnou techniku
k oznaceni a sledovani nefagocytujicich bunék in vivo MRI. Pfedstavuje to
moznost studia biodistribuce kmenovych bunék (55), po implantaci
neinvazivni monitorovani jejich migrace a stanoveni Uspésnosti terapie
bunéfnou transplantaci. Pfikladem je studium oznaeni a sledovani
nervovych transplantatd, T bunék a monocytd. Studium T bunék a monocyta
muaze pomoct s porozuménim odpovédi imunitniho systému na rGzné
choroby. Neni vSak zcela znam dlouhodobéjSi efekt magnetickych &astic

na osud bunék, ke kterym jsou pfipojeny (35).

2.4.2.3 Termicka lécba

Tradiéni hypertermicka |é¢ba poskozuje rakovinové, ale také zdravé
buriky po aplikaci pyrogenu do téla. Je tfeba docilit takového uziti
hypertermie, kde by nedochazelo k poSkozeni zdravych bunék a aby byly
zniCeny pouze postizené buriky. Toho je docileno magneticky indukovanou
hypertermickou lé€bou. Vyuziva se magnetickych ¢astic, které jsou vstfiknuty
do téla a jsou stimulovany alternujicim magnetickym polem. Po stimulaci
magnetické Castice v misté nadoru generuji teplo, které ni¢i nddorové buriky
(56).

Zahtivani magnetickych ¢astic v alternujicim magnetickym poli muze byt
zpusobeno rdznymi mechanizmy. U ferromagnetickych nanocastic je
generovani tepla docileno hlavné hysteréznimi ztratami. U magnetickych
Castic, kde jsou hysterézni ztraty zanedbatelné je zahfivani zpUsobeno
prislusnymi magnetickymi momenty a fyzikalnim pohybem ¢astic po aplikaci

alternujiciho magnetického pole (56).
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Pro hypertermickou lé¢bu jsou vhodné superparamagnetické Céastice
pro snadnou lokalizaci hypertermické 1é8by. Castice musi byt netoxické pro
télo a musi byt vhodné obaleny pro zamezeni aglomerace. Je tfeba,
aby magnetické cCastice generovaly takové teplo, které by nicilo nadorové
buriky, ale zarover aby bylo neSkodné pro zdravé buriky (55).

Pro vyuZiti magnetické fluidni hypertermie je dulezité spravné zvolit typ
magnetickych &astic, protoze teplo generované casticemi je zavislé
na vlastnostech, tvaru a velikosti pouzitych magnetickych ¢&astic. Napf.
pfi pouziti ¢astic yFe,O3 vznika teplo pfilis vysoke, které nici i zdravou tkan.
Proto jsou tyto c&astice pro MFH nevyhodné. Dobré vlastnosti pro MFH
vykazuji magnetické ¢astice z komplexnich oxidd, které jsou obaleny vrstvou
SiO, pro stabilizaci a na povrchu ¢astic je PEG, ktery slouzi k zamezeni

aglomerace (57).

2.4.2.4 Diagnostika a lIé¢ba rakoviny

Mnoho studii se v souCasné dobé zabyva moznosti vyuziti magnetickych
Castic pfi lécbé rakoviny. Jedna se predevsSim o doru€eni léku k mistu,
kde se rakovina nachazi. DalSi moznosti je hypertermicka Ié¢ba, kdy jsou
nadoroveé buriky zni¢eny teplem (35).

Mikro- a nanoc¢astice mohou byt vyuzity pro snizeni a eliminaci vedlejSich
efektd chemoterapeutickych 1ék(. Dale slouzi jako specifické nosice
k transportu do cilové oblasti v téle (58).

Vyuziva se velkého povrchu magnetickych ¢éstic, které maji na povrchu
funkéni skupiny, prostfednictvim kterych vazou diagnosticka a terapeuticka
agents, jako tumor-cilené ligandy, napf. monoklonalni protilatky proti
antigentm tumoru (59).

Cytotoxicky 1ék je pfipojen kmikro- a nanoCésticim, ¢imZz dojde
k vytvofeni komplexu nosi¢/lek. Tento komplex je vpraven do téla
intraven6zné nebo intraarterialné. Prostfednictvim pasobeni vnéjSiho
magnetického pole je urcitd koncentrace léku vedena do oblasti, kde se
nachazi tumor. Poté se terapeutické agens uvolni z magnetického nosice

a to cestou enzymatické aktivity nebo skrz zménu fyziologickych podminek,
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jako pH, osmolalita nebo teplota, vedouci ke zvySeni uptake |éku
do nadorovych bunék (58).

Mohou byt pouzity rizné typy magnetickych nanocastic, napf.
nanocastice obalené lipozémy, magnetitem obalené nanosféry a magnetické
kapaliny. Na Castice plsobi alternujici magnetické pole a ty pak generuji
teplo, které ni¢i nadorové buriky (60).

Kombinace magnetickych &astic s kvantovymi teCkami (QDs) je dalSim
pristupem k IéEbé nadorového onemocnéni. Pokud jsou tyto nanocastice
spojeny s tumor cilenymi ligandy, jako monoklondlni protilatky, peptidovée
fragmenty tumor specifickych proteint, mohou byt tyto ¢astice uzity k cilovym
tumorovym antigenim s vysokou afinitou a specifitou. Tyto c&astice maiji
v priméru 5-100 nm, rozsahlou povrchovou plochu s funkénimi skupinami
a jsou uzivany jako terapeutické a diagnostické agens. Pfikladem vyuZiti je
soubéznd detekce mnoha nadorovych biomarkerd. NejbéznéjSi strukturou
kvantovych te€ek je CdSe tvofici jadro obalené vrstvou ZnS a pak jsou jesté
obaleny biofunk&nimi ligandy. UmoZznuji pozorovani dynamickych bunéénych
procesu, napr. sledovani migrace bunék, diferenciace bunék a metastaz (61).

K zlepSeni ucinkd chemoterapie pfi 1éEbé rakoviny jsou pouzivany kapsle
z biopolymera (chitosan, Zelatin), které jsou uvnitf duté. Tyto kapsle se
pouZzivaji k doruCeni léku do cilové oblasti. Lék rozpusStény ve vodé
(chemoterapeutikum) je chycen uvnitf kapsli. Kromé |ékd jsou uvnitf kapsli
také magnetické castice, které ulehluji transport kapsli télem aplikaci
magnetického pole. Na povrchu kapsli jsou navazany protilatky proti
antigenm tumoru. Diky témto protilatkdm se kapsle vazou v oblasti tumoru
a pouzitim sveétla nebo teploty se kapsle rozpadnou a chemoterapeutikum se

uvolni do rakovinové tkané (62).
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Obr.5: kapsle s magnetickymi ¢asticemi, leéky a protilatkami (62)

V pfipadé nemoznosti chirurgického odstranéni nadoru, napf. pokud se
jednd o malé, Spatné definované, opakujici se nebo metastatické tumory,
Ize vyuzit termoterapii. Vyhodou je minimalni invazivita (63).

Rakovina prostaty je nejfrekventovangji diagnostikovanou malignitou
u muzad, jejiz incidence je neustale na vzestupu. LéCba vétSinou probiha
chirurgickym vynétim a naslednym ozafovanim, popf. jingymi moznostmi IéCby.
Provadi se studie in vitro, které se zabyvaji vyuzitim hypertermie pfi 1é¢bé
karcinomu prostaty. Zjistilo se, Ze hypertermie zvySuje efekt zafeni
na nadorové bunky prostaty. Hypertermie je zaloZena na faktu, Ze rakovinové
buriky jsou vice citlivé na teplo, nez bunky zdravé tkané. PFi vyuZziti
hypertermie vznikaji problémy s dosazenim uniformity zahfati pouze v oblasti
tumoru (nesmi dojit k poSkozeni zdravé tkané). Velikost specifického tepla,
které pusobi na nadorové buriky zavisi na mnoha faktorech, predevSim
na velikosti tumoru a pozici elektrod (64).

Pfi vyuziti hypertermie k |[éCbé rakoviny se pouzivaji magnetické Castice,
které produkuji teplo pod alternujicim magnetickym polem v dusledku
hysterézni smycCky. Pro indukci intracelularni hypertermie se pouZzivaji

napf. magnetitové kationické lipozomy (MCLs). MCLs vykazuji vysSi afinitu
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k nadorovym bunkam, nez neutralné nabité magnetolipozémy, v dasledku
elektrostatickych interakci s negativné nabitou buné&nou membranou.
Hypertermicky efekt MCLs na nédorové bunky je vyzkouSen i in vivo
na krysach s rakovinou prostaty. Hypertermie nadorové buriky nejen zabiji
pfimo, ale také navozuje imunitni odpovéd (64).

Hypertermicka l1éEba gliomu s vyuZzitim magnetickych ¢astic ma nevyhodu
v dosazeni klinické efektivnosti (problém se ziskdnim dostate¢né vysoke
intratumoralni teploty). Vyuziva se superparamagnetickych nanocastic oxida
Zeleza. Po pfimé injikaci do cilové oblasti produkuji teplo ve vné&jSim
magnetickém poli. In vivo experimenty v modelu karcinomu milécné zlazy
a krysim modelu rakoviny prostaty vykazuji vyznamny antitumoralni efekt
(65).

K novym trendim v diagnostice nadorového onemocnéni patfi izolace
cirkulujicich  nadorovych  bunék (CTC) pomoci sensibilizovanych
magnetickych ¢astic (66). Tyto buriky jsou odvozené z primarniho nadoru
apodle poslednich vyzkuma poukazuji na tzv. mikrometastazy.
Tyto cirkulujici nddoroveé buriky jsou Sifeny krevnim a lymfatickym ob&hem jiz
v ranném stédiu primarniho nddoru a mohou tak slouzit k véasné diagnostice
metastazujicich nadort. Byla studovana napf. izolace mikrometastéaz
u karcinomu prsu a sledovani moznosti odstranéni mikrometastaz
chemoterapii (67).

Pro rutinni stanoveni CTC v krvi pacientd s metastatickym karcinomem
prsu je vyuzivan napf. Cell Search Epithelial Cell kit (Veridex, Warren, NJ).
Vyuziva se zde ferrofluidnich &astic s navazanymi anti-EpCAM protilatkami,
anti-cytokeratin protilatkami (rozpoznavaji pfedevsim cytokeratin 8, 18 a 19)
ke specifické identifikaci epitelialnich bunék, protildtky proti CD45
k identifikaci leukocytl a fluorescenéni znacku DAPI (4,6-diamidino-2-
fenylindol) (68).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje

= aparatura pro diskontinualni elektroforézu nazev (BioRad)
= zdroj napéti (BioRad Power Pac 200)

» fotometr na desti¢ky (Labsystems Multiskan RC)

= fotometr: Biophotometer (Eppendorf)

= mikroskop (PZO, Warszawa)

= ultrazvuk: Sonorex digitec (Bandelin)

» termostat: Biological termostat BT 120 M

= michadlo: Shaker Rotisserie (Labquake)

= Vortex: Vortex mixer (Velp scientifica)

= centrifuga: Labofuge 400 (Heraeus instruments)

3.2 Imobilizace lidského imunoglobulinu G na perlov ou
celulozu-OH

3.2.1 Pouzité chemikalie a pom dcky:

= lidsky imunoglobulin G (IgG) (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= jodistan sodny (NalO4) (Reanal, Budapest, Madarsko)

= kyanoborohydrid sodny (NaCNBH3) (Fluka, Sigma-Aldrich Schweiz,
Buchs SG, Svycarsko)

= BSA (AppliChem, Darmstadt, Némecko)

= ostatni chemikalie istoty p.a. (Penta, Lach-Ner, Neratovice, CR)

» (éstice: PERLOZA MT 100-OH, PERLOZA MG

3.2.2 PouZité roztoky:

= 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 0,2 M NacCl
= 0,1 M fosfatovy pufr pH 6
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3.2.3 Postup:

0,5 ml partikuli bylo promyto 10x destilovanou vodou, pak byl pfidan 1 ml
0,1 M NalO4 a 90 min. se inkubovalo za otaceni pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci byly partikule promyty 0,1 M fosfatovym pufrem s 0,2 M NacCl.
Nasledné bylo pfidano 200 pl zasobniho roztoku IgG o koncentraci 1 mg/ml
a 800 pl fosfatoveho pufru a inkubovalo se 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci bylo pfidano 0,5 mg kyanoborohydridu sodného a inkubovalo se
pfes noc pfi laboratorni teploté. Po imobilizaci byl odsat supernatant
a partikule byly promyty 1x fosfatovym pufrem s 0,2 M NaCl a pak fosfatovym
pufrem, dokud Azgo nekleslo k 0. Poté byl pfidan 1 ml 1% BSA (0,019)
v 0,1 M fosfatovém pufru pH 6 a inkubovalo se 1 hodinu pfi laboratorni

teploté. Pro uskladnéni vzorku byl pfidan merthiolat sodny.

3.3 Imobilizace lidského IgG na magnetické -COOH pa  rtikule
3.3.1 Pouzité chemikalie

= lidsky IgG (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

= 1l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) (Sigma -—
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» N-hydroxysulfosuccinimide sodium salt (S-NHS) (Fluka, Sigma —
Aldrich Schweiz, Buchs SG, Svycarsko)

= Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (C4H1:NOs) (Penta, Chrudim, CR)

= BSA (AppliChem, Darmstadt, Némecko)

= ostatni chemikalie gistoty p.a. (Penta, Lach-Ner, Neratovice, CR)

= magnetické partikule: MGCM- COOH lontosorb, PGMA- COOH,
HEMA- COOH

3.3.2 Pouzité roztoky

= 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 0,2 M NaCl
= 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 0,4 M NacCl
= 0,1 M fosfatovy pufr pH 6

= 0,05 M TRIS/HCI pufr pH 7,8
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3.3.3 Postup:

0,5 ml partikuli bylo 10x promyto 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,3 s 0,2 M
NaCl. Byl pfipraven zasobni roztok IgG (1mg/ml fosfatového pufru pH 7,3).
15 mg EDC bylo rozpusténo v 300 ul fosfatového pufru pH 7,3 s 0,2 M NacCl,
dale bylo rozpusténo 2,5 mg S-NHS ve 100 pl fosfatového pufru pH 7,3
s0,2M NaCl. 100 pl zasobniho roztoku IgG s EDC, S-NHS a 500 ul
fosfatového pufru pH 7,3 s 0,2 M NaCl bylo pfidano k promytym partikulim.
Partikule byly inkubovany 4 hodiny za mirného otaceni pfi laboratorni teploté.
Po imobilizaci byly partikule promyvany fosfatovym pufrem (1x s 0,4 M NacCl),
dokud absorbance pfi 280 nm neklesla k nule. Blokace aktivnich skupin byla
provedena 0,05 M TRIS/HCI pufru pH 7,8 po dobu 15 minut pfi pomalém
otaCeni. Poté byly partikule promyty fosfatovym pufrem a byl pfidan 1 ml
1% BSA v 0,1 M fosfatovém pufru pH 6 pro zamezeni nespecifické sorpce
proteind na povrch ¢astic a inkubace probihala 1 hodinu pfi laboratorni
teploté.

3.4 BCA-test pro kvantifikaci protein 0 ve vzorku
3.4.1 PouZité chemikalie:

= lidsky IgG (SIGMA - ALDRICH, St. Louis, MO, USA)
= BCA kit (Pierce biotechnology, Rockford, IL, USA)

3.4.2 Pouzité roztoky:
= 0,05 M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,005 M CaCl,
» reagencie A(MA): uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny a vinan
sodny v 0,2 M NaOH
= reagencie B(MB): 4% kyselina bicinchoninova

» reagencie C(MC): 4% pentahydrat siranu médnatého ve vodé

3.4.3 Postup:

Byla pfipravena kalibracni fada IgG ze zasobniho roztoku 1mg/ml podle
tabulky &. 1. Redicim roztokem byl 0,05 M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,005 M
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CacCl, . Dale byl pfipraven pracovni roztok, jehoz potfebné mnoZzstvi se rovna:
(9 standardl + pocCet neznamych vzorkd) x 2 opakovani x 0,5. SlozZeni
pracovniho roztoku bylo: 25 &asti reagencie A + 24 &asti reagencie B + 1
Cast reagencie C. Do zkumavky Eppendorf bylo pipetovano 0,5 ml standardu
nebo nezndmého vzorku (nafedéného tak, aby jeho koncentrace lezela
v rozmezi kalibra¢ni fady) a 0,5 ml pracovniho roztoku. Zkumavky Eppendorf
byly inkubovany 1 hodinu pfi 60C, po inkubaci se nechaly ochladit na
laboratorni teplotu a zméfila se Ass;. Z naméfenych hodnot absorbanci
kalibra¢ni fady byla sestrojena kalibraCni kfivka a koncentrace IgG byla

vypoctena podle rovnice regrese kalibracni fady.

Tab. €.1: Kalibraéni fada 1gG zasobni roztok: IgG 1mg/ml
Zkumavka mnozstvi mnozstvi koncentrace
Eppendorf pufru [mi] 1gG [ml] 1gG [png/ml]

1. 1,6 0,4 200
2. 1,6 0,4 40
3. 1 1 20
4. 1 1 10
S. 1 1 5
6. 1 1 2,5
7. 1,2 0,8 1
8. 1 1 0,5
9. 2 0 0

3.5 SDS-PAGE elektroforéza protein
3.5.1 Pouzité chemikalie:

= akrylamid (C3HsO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
= N, N-methylen-bis-akrylamid (C;H1oN»0>) (Sigma-Auldrich, St. Louis,
MO, USA)
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= Tris-(hydroxymethyl)-amonimethan (C4H11NO3), p.a., (Lachema a.s.,
Neratovice, CR)

= sodiumdodecylsulfat (SDS), p.a. (Lachema a.s., Neratovice, CR)

= persiran amonny, p.a.

= TEMED (N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin CsHi1sN2) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

= marker molekulovych hmotnosti, 10-250 kD (BioRad)

Obr.6: Marker molekulovych hmotnosti 10-250 kD

Precision
Plus
Protein™
Standards

3.5.2 Pouzité roztoky:

= roztok A: 30 % smés akrylamidu a bisakrylamidu: 2,92 ¢
akrylamidu+0,08 g N,N -bis-methylenakrylamidu (bylo rozpusténo ve
3 ml destilovaného, nechalo se bobtnat a pak se doplnilo do 10 ml
destilovanou vodou)



3.5.3

3.5.4

roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8: 1,815 g Tris do 10 ml destilované
vody- upraveni pH na 8,8 pomoci 6 M HCI

roztok C: 1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8: 0,242 g Tris do 20 ml destilované
vody- upraveni pH na 6,8 pomoci 6 M HCI

roztok D: 10 % roztok SDS 1 g SDS do 10 ml destilované vody

roztok E: 10 % roztok persiranu amonného: 100 mg persiranu
amonného do 1 ml destilované vody, pfipravuje se vzdy Cerstvy, tésné
pred pouzitim

roztok F: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s4 % SDS, 200 mM
merkaptoethanolem, 20 % glycerolem a 0,2 % bromfenolovou modfi
roztok G: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 4 % SDS, 20 % glycerolem
a 0,2 % bromfenolovou modfi

elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin s 0,1 % SDS pH 8,3 —
8,6:

15 g glycinu + 3,025 g Tris + 1 g SDS do 1000 ml destilované vody

Pouzité pom ucky a p Fistroje:

mikropipety, Eppendorf
Hamiltonova pipeta

Postup:

Sestaveni aparatury:

DelSi a kratSi sklo byly dukladné umyty destilovanou vodou a vylestény

lihem. Umyta skla byla vloZzena do drzaku na rovné ploSe. Nasledné byl

drzak s upevnénymi skly umistén do stojanu.

Priprava déliciho a zaostfovaciho gelu:

Nejprve byl pfipraven 10 % délici gel. Do zkumavky byla napipetovana

destilovana voda a roztoky A, B, D podle tabulky €. 2. VSe bylo promichano

a odvzdusnéno. Poté byl pfidan TEMED a roztok E. Smés byla opatrné,

ale rychle promichana a pipetovana mezi skla po rysku a pfevrstvena vodou.

Polymerace probihala 20 — 30 minut a poté byla voda odsata filtraénim

papirem.



Pak byl pfipraven 5 % zaostfovaci pufr a to smichanim destilované vody,
roztoki A ,C ,D podle tabulky €. 2. VSe bylo promichano a odvzdusnéno.
Pak byl pfidan TEMED a roztok E. Smés byla promichana a nepipetovana na
délici gel a pak byl mezi skla vlozen hfeben s 10ti jamkami pro naneseni
vzorkl a polymerace probihala 15 minut. Po polymeraci byl hieben

odstranén a jamky byly naplnény elektrodovym pufrem.

Tab. &.2: Priprava polyakrylamidovych gel(

5%-ni zaostfovaci gel (ml) 10%-ni délici gel (ml)
Destilovana voda 1,4 2,0

Roztok A 0,33 1,65
Roztok B - 1,25
Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05
Roztok E 0,02 0,05
TEMED 0,002 0,002

Pfiprava a aplikace vzorku:

K 20 ul vzorku v zkumavce Eppendorf bylo pfidano 20 pl roztoku G. Smés
byla dobfe promichana. Pfipravené vzorky i standardy o znamé molekulové
hmotnosti (10-250 kD) byly povafeny po dobu 2 minut.

Nez byly aplikovany vzorky byla skla s polymerovanymi gely odebrana
ze stojanu a vlozena do elektroforetické aparatury tak, aby kratké sklo bylo
uvnitf. Do jamek naplnénych elektrodovym pufrem bylo napipetovano 15 pl
pfipravenych vzorkd pomoci Hamiltonovy pipety. Standardu byly pipetovany
3 ul.

Elektroforetické déleni:

Elektroforetickd vana s gely s aplikovanymi vzorky byla naplnéna
elektrodovym pufrem (400 ml + 100 ml do wvnitfniho prostoru).
Elektroforetickd vana byla pfiklopena vikem a pfipojena ke zdroji

konstantniho napéti 180 V. Hodnota proudu byla nastavena na 30 mA
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(pro jeden gel). Elektroforetické déleni bylo zastaveno, jakmile d&elo
doputovalo k okraji skel (asi 45 minut).

3.6 Barveni PAA gelu roztokem amoniakalniho st Fibra
3.6.1 Pouzité roztoky:

» Fixacni roztok- 5 % kyselina octova + 50 % ethanol :50 ml CH;COOH
+ 500 ml C,HsOH do 1000 ml

» 10 % glutaraldehyd: 20 ml 50 % glutaraldehydu do 100 ml vody
(pfipravovat Cerstvy)

» 20 % dusi¢nan stfibrny: 2 g AQNO3 do 10 ml destilované vody

* 9 M NaOH: 3,6 g NaOH do 6 ml destilované vody, po rozpusténi
doplnit na 10 ml

= Vyvolavaci roztok- 0,05 % kyselina citronova + 0,04 % formaldehyd:
250 mg kyseliny citronové + 540 pl 37 % formaldehydu do 500 ml
destilované vody

= Ustalovaci roztok- 5 % kyselina octova: 50 ml CH3;COOH do 1000 ml
destilované vody

3.6.2 Postup:

Po elektroforetickém déleni byl gel pfenesen na Petriho misku a byla
provedena fixace fixatnim roztokem pfes noc. Po fixaci byl gel rehydratovan
destilovanou vodou po dobu 20 — 30 minut. Poté byl gel inkubovan
v 10 % glutaraldehydu 30 minut. Nasledné byl gel 6x promyt destilovanou
vodou po 10 minutach. Roztok amoniakalniho stfibra byl pfipraven
prikapavanim 20 % dusi¢nanu stfibrného k smési 1,4 ml amoniaku + 239 pl 9
M NaOH + 21 ml destilované vody (pro 2 gely) do vzniku hnédého zakalu.
Pak byla provedena inkubace s roztokem amoniakalniho stfibra 15 minut
a gel byl promyt destilovanou vodou. Za michani ve vyvolavacim roztoku byl
gel vyvolan a po vzniku hnédych prouzkd byl gel uskladnén v ustalovacim

roztoku.
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3.7 Kvantifikace IgG pomoci specifického konjugatu anti-lgG
3.7.1 Pouzité chemikalie a pom dcky:

= konjugat: prase¢i imunoglobulin proti lidskému I1gG znaceny
peroxidazou (SWAHu/IgG) (SEVAPHARMA, Praha, CR)

= ostatni chemikalie istoty p.a. (Penta, Lach-Ner, Neratovice, CR)

3.7.2 PouZité roztoky:

= 0,1 M fosfatovy pufr pH 7 s 0,15 M NaCl

= 0,1 M acetatovy pufrpH 4 s 0,5 M NacCl

= 0,1 M acetatovy pufr pH 5,5 s 0,15 M NaCl

» substratovy pufr: 0,1% BSA(0,01g) v 10 ml 0,1 M octanovém pufru
pH 5,5, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20(5ul)

» roztok substratu: 5 ml 0,1 M acetatového pufru pH 5,5 s0,15 M
NacCl, 5 yl H,0,, 5 mg OPD

3.7.3 Postup:

Byl odpipetovan supernatant a partikule byly promyty od merthiolatu
sodného 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7 s0,15 M NaCl. Po promyti byl
k 50 ul partikuli pfidan 1 ml konjugatu fedéného 1:10000 (2 pl na 20 ml
fosfatového pufru) a partikule s nafedénym konjugatem byly inkubovany
1 hodinu. Po skon¢eni inkubace byly partikule promyty 2x 0,1 M acetatovym
pufrem pH 4 s0,5 M NaCl a poté 4x 0,1 M acetatovym pufrem pH 5,5
s 0,15 M NaCl. Po promyti byl k partikulim pfidan 1 ml substratového roztoku
nafedéného substratovym pufrem- 100 ul substratového roztoku a 900 pl
substratového pufru. Pak byly partikule inkubovany za otaceni ve tmé,
dokud roztok nezeZloutl a nasledné byla proméfena Asso Vv dubletu a jako

blank stejné nafedény substratovy roztok.
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3.7.4 Priprava kalibra éni rady konjugatu

Tab. €.3: Kalibra¢ni fada konjugatu

fedéni ¢ [ng/ml]
1:15000 493,33
1:20000 370
1:30000 246,7
1:40000 185
1:60000 123,33
1:80000 92,5

0,5 ml konjugatu a 0,5 ml substratového roztoku fedéného 1:9 bylo

inkubovano dokud se smés nezbarvila (asi 10 minut). Poté byla reakce
zastavena 0,5 ml 1M H,SO, a byla proméfena Asso V tripletu. V programu
Excel byla vytvofena kalibraéni kfivka konjugéatu. Z kalibrace konjugéatu byla

ziskana rovnice regrese, ze které bylo vypocteno mnozstvi IgG ve vzorcich.

3.8 Turbidimetrické stanoveni koncentrace lidského IgG

3.8.1 Pouzité chemikalie a pom dcky:

= Mikrotitraéni desticky typ P,

= Mikropipety 10-50, 50-200ul a 8.kanalova (50-200ul), (Eppendorf)
=  Q-antisérum: Q- SWAHu/IgG (SEVAPHARMA, Praha, CR)
= SRL sérum — sérum lidské referenéni (SEVAPHARMA, Praha, CR)

3.8.2 Roztoky:

= PBS (pH 7,2-7,4) (NacCl 8g, KH,PO, 0,2g, KCI 0,29,
Na;HPO,4.12H,0 2,9¢; destilovana H,O do 1 1)
» PEG (5%) starSi 12 hodin (PEG 6000 50g, TWEEN 20 1g do 11 PBS)
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3.8.3 Postup:

Pfedem fedéné standardy (o koncentracich uvedenych vtabulce &. 4)
avzorky (nefedily se, protoze se predpoklada, Ze koncentrace IgG
ve vzorcich lezi vrozsahu Kkalibraéni fady standardu) byly pipetovany
po 50 pul na jamku. Poté bylo do jamek lichych sloupcli pfidano 200 pl
nafedéného Q-antiséra a do sudych sloupct 200 ul 5 % PEG (jako blank).
Nasledné byla destiCka protfepana a byla provedena inkubace 30 minut
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla proméfena absorbance pfi 405 nm.
Z kalibrace standardu byla ziskana rovnice regrese, ze které bylo vypodteno

mnoZstvi IgG ve vzorcich.

Tab. ¢.4: Kalibra¢ni fada 1gG

Koncentrace | Koncentrace 1. fada 2. fada
[Hg/ml] (%) Standard (ul) Pufr (ul) | Standard (ul)  Pufr (ul)

320 100 125 0 150 0

256 80 100 25 200 50
192 60 75 50 150 100
160 50 60 60 125 125
128 40 50 75 100 150
64 20 25 100 50 200
32 10 25 225 25 225

3.9 Optimalizace testu ELISA pro stanoveni koncentr  ace
lidského 1gG

3.9.1 Pouzité chemikalie a pom dcky:

= mikrotitracni destiCka typu P

* jedno- a vicekanalové mikropipety (Eppendorf)

= praseci a- chymotrypsin (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» pozitivni kontrola: praseci anti-chymotrypsin, (SEVAPHARMA,
Praha, CR)

» negativni kontrola: negativni praseci sérum

» primarni protilatka: anti — human IgG, kozi (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

» standard lidského IgG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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sekundarni protilatka, tzv. konjugét: anti-pig 1gG - Peroxidase, kralici
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

sekundarni protilatka: anti — human 1gG - Peroxidase, kralici
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

promyvacka (Socorex, Swiss)

3.9.2 Pouzité roztoky:

2,5 % glutaraldehyd — 1 ml 50 % glutaraldehydu + 49 ml
uhli¢itanového pufru pH 9,49

promyvaci a fedici — PBS pH 7,4, 0,05% Tween 20 (Sigma)
(5ul/20ml), 0,1% BSA.

fedéni konjugatu Px — uhli¢itanovy pufr pH 9,49 (Na,C0O3.10H,0
4,299, NaHCO3; 2,93g, dest. voda 1000ml), 0,05% Tween 20;
0,1 % BSA.

substratovy roztok — fosfatovy pufr pH 6,2 100ml, do 10 ml
50pul 30 % H,O, a 5 mg OPD

3.9.3 Postup optimalizace ELISA testu-chymotrypsino vy systém:

jamky mikrotitracni desti¢ky byly upraveny 2,5 % glutaraldehydem
— bylo pipetovano po 150 pl do kazdé jamky a inkubovalo se
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se obsah desticky
vyklepl a osusil se jeji povrch.

pfipravené koncentrace chymotrypsinu podle tabulky €. 5 byly
pipetovany do mikrotitraéni destiCky po 150 pl na jamku.
Chymotrypsin byl fedén fedicim pufrem (bez BSA a Tween 20).
Inkubace probihala pfes noc pfi 4 T a po inkubaci byla desti ¢ka
3 x promyta destilovanou vodou.

1 % BSA v fedicim pufru bylo pipetovano po 150 ul na jamku. Byla
provedena inkubace pfi 37 T 1 hodinu a nasledné se destiCka

vyklepla.
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= do jamek lichych sloupcu bylo pipetovano 100 ul pozitivni kontroly
(praseCi anti-chymotrypsin) fedéné 1:2000 fedicim pufrem.
Do sudych sloupcli byla pipetovana negativni kontrola (negativni
praseci sérum) fedéna 1:2000 fedicim pufrem po 100 ul na jamku.
Byla provedena inkubace pfi 37 T 1 hodinu a poté byla desti ¢ka
3 x promyta destilovanou vodou.

= bylo provedeno dvojkové fedéni konjugatu po 100 pl na jamku
podle tabulky ¢&. 5. Inkubace probihala 1 hodinu pfi 37 T
a pak byla desti¢ka 5 x promyta destilovanou vodou.

= byl pfipraven Cerstvy substratovy roztok a pipetovalo se 100 pl
do kazdé jamky. Byla provedena inkubace 15 minut pfi 37 C
a poté byla reakce zastavena 2 M H,SO,4. Po zastaveni reakce se
proméfila absorbance pfi 490 nm

Tab. €.5: koncentrace chymotrypsinu a fedéni konjugatu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

P N P N P N | P N | P N | P N

A 100 ug/ml| 100 wug/ml| 100 ug/mi 100 ug/ml 100 ug/ml 100 ug/ml
1:2000 1: 4000 1:8000 1:16000 1: 32000 1: 64000
B 75 ug/ml| 75 ug/ml 75 ug/mi 75 ug/mi 75 ug/mi 75 ug/mi
1:2000 1: 4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000
C 50ug/ml 50 ug/mi 50 ug/mi 50 ug/mi 50 ug/mi 50 ug/mi
1:2000 1:4000 1:8000 1: 16000 1:32000 1: 64000
D 40 ug/ml 40 ug/ml 40 ug/ml 40 ug/ml 40 ug/ml 40 ug/ml
1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1: 64000
E 30 ug/ml 30 ug/mi 30 ug/ml 30 ug/mi 30 ug/mi 30 ug/mi
1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1: 64000
F 15 ug/mi 15 ug/ml 15 ug/ml 15 ug/ml 15 ug/ml 15 ug/ml
1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000

G 7,5 ug/mi 7,5 ug/ml 7,5 ug/ml 7,5 ug/ml 7,5 ug/ml 7,5 ug/ml
1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000
H 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml
1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1: 64000

» Hodnoceni metody: Optimalni Fedéni konjugatu a koncentrace
chymotrypsinu je dano nejvySSi hodnotou podilu pozitivni/negativni
kontrola.
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3.9.4 Postup optimalizace ELISA testu koncentrace |  idského IgG:

jamky mikrotitraéni desti¢ky byly upraveny 2,5 % glutaraldehydem —
bylo pipetovano po 150 ul do kazdé jamky a inkubovalo se 2 hodiny
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se obsah desti¢ky vyklepl a osusil
se jeji povrch.

pripravené koncentrace primarni protilatky proti lidskému IgG (60, 40,
30, 20, 10, 7,5 pg/ml) byly pipetovany do mikrotitraéni destiCky
po 150 yl na jamku. Primarni protilatka byla fedéna fedicim pufrem
(bez BSA a Tween 20). Inkubace probihala 72 hodin pfi 4 €
a po inkubaci byla desti¢ka 3 x promyta destilovanou vodou.

1 % BSA v fedicim pufru bylo pipetovano po 150 pl na jamku. Byla
provedena inkubace pfi 37 T 1 hodinu a nasledné se desticka
vyklepla.

do jamek lichych sloupcu bylo pipetovano 100 pl pozitivni kontroly
(IgG 40 pg/ml). Do sudych sloupcl byla pipetovana negativni kontrola
(fedici pufr) po 100 pl na jamku. Byla provedena inkubace pfi 37 C
1 hodinu a poté byla desti¢ka 3 x promyta destilovanou vodou.

bylo provedeno fedéni konjugatu (protilatky proti lidskému IgG
znacené peroxidazou), které bylo 1:15000, 1:30000 a 1:60000. Kazdée
fedéni bylo pipetovano do dvou sloupct po 100 pl na jamku. Inkubace
probihala 1 hodinu pfi 37 T a pak byla desticka 5 x promyta
destilovanou vodou.

byl pfipraven Cerstvy substratovy roztok a pipetovalo se 100 pl
do kazdé jamky. Byla provedena inkubace 15 minut pfi 37 €
a poté byla reakce zastavena 2 M H,SO,. Po zastaveni reakce se
proméfila absorbance pfi 490 nm.

Hodnoceni metody: Optimalni fedéni konjugatu a koncentrace
primarni  protilatky je dano nejvyssi hodnotou podilu

pozitivni/negativni kontrola.
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3.10 Kvantifikace IgG metodou ELISA

3.10.1 Pouzité chemikalie a pom dcky:

mikrotitraéni desti¢ka typu P

jedno- a vicekanalové mikropipety (Eppendorf)

primarni protilatka: anti — human IgG, kozi (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

standard lidského IgG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
sekundarni protilatka: anti — human 1gG - Peroxidase, kralici
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

promyvacka (Socorex, Swiss)

3.10.2 Pouzité roztoky:

2,5 % glutaraldehyd — 1 ml 50 % glutaraldehydu + 49 ml
uhli¢itanového pufru pH 9,49

promyvaci a fedici — PBS pH 7,4, 0,05% Tween 20 (Sigma)
(5ul/20ml), 0,1% BSA.

fedéni konjugatu Px — uhli¢itanovy pufr pH 9,49 (Na,C0O3.10H,0
4,299, NaHCO3 2,939, dest. voda 1000ml), 0,05% Tween 20; 0,1%
BSA.

substratovy roztok — fosfatovy pufr pH 6,2 100ml, do 10 ml
50 pl 30 % H,O, a 5 mg OPD

3.10.3 Postup:

jamky mikrotitra¢ni desti¢ky byly upraveny 2,5 % glutaraldehydem
— bylo pipetovano po 150 pl do kazdé jamky a inkubovalo se
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se obsah desticky
vyklepl a osusil se jeji povrch.

do jamek mikrotitracni destiCky bylo pipetovano 150 pul primarni
protilatky proti lidskému IgG o koncentraci 20 pg/ml. Inkubace
probihala 72 hodin pfi 4 T a po inkubaci byla desti cka 3 x promyta

destilovanou vodou.
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= 1 % BSA v fedicim pufru bylo pipetovano po 150 ul na jamku. Byla
provedena inkubace pfi 37 € 1 hodinu a nasledn & se desticka
vyklepla.

= do prvnich dvou fadku desti¢ky byla pipetovana kalibraéni fada IgG
v dubletu, ktera byla ziskana dvojkovym fedénim od koncentrace
100 pg/ml (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 pg/ml) po 100 ul na jamku.
Dale byla pipetovana pozitivni kontrola (IgG 100 pg/ml), blank
(Fedici pufr) a vzorky (vzorek pfed imobilizaci, vzorek po imobilizaci
a tfi promyvaci frakce) po 100 pl na jamku v dubletu. Byla
provedena inkubace pfi 37 € 1 hodinu a poté byla desticka
3 x promyta destilovanou vodou.

= konjugat (protilatky proti lidskému I1gG znacené peroxidadzou)
fedény 1:15000 byl pipetovan po 100 pl na jamku. Inkubace
probihala 1 hodinu pfi 37 T a pak byla desti¢ka 5 x promyta
destilovanou vodou.

= byl pfipraven Cerstvy substratovy roztok a pipetovalo se 100 pl
do kazdé jamky. Byla provedena inkubace 15 minut pfi 37 €
a poté byla reakce zastavena 2 M H,SO,4. Po zastaveni reakce se
proméfila absorbance pfi 490 nm.

3.11 Kvantifikace IgG vypo ¢&tem z absorbance p i 280
a 260 nm

U této metody kvantifikace 1gG byla hodnota IgG vypoc&tena z hodnot Azgo,
A0 @ Asmes proteina NAME&fenych u vzorkd pavodnich (s koncentraci 19G, ktera
byla pouzita k imobilizaci), dale u surfaktantl odsatych po imobilizaci a také
u promyvacich frakci. VSechny vzorky byly méfeny proti blanku, ktery byl
tvofen zpufru a latek obsaZzenych ve vzorku. Koncentrace pak byla
vypoctena dvéma zpusoby. 1. Od hodnoty absorbance v pivodnim vzorku
byl odecCten soucCet absorbanci surfaktantu odsatého po imobilizaci
a promyvacich frakci. Ze ziskané hodnoty absorbance pak byla vypoctena

koncentrace IgG podle vzorce Cige = (Apv/Aigs) X Cpy. 2. DalSim zplsobem je
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kvantifikace IgG prostfednictvim extink&niho koeficientu 1gG a Aggo podle
vzorce Cige = (Azso/E'*280) x 10. Hodnota E™ pro IgG je 13,6.

3.12 Vazkova analyza magnetickych €astic
3.12.1 Postup:

Do zkumavky Eppendorf bylo odebrano 100 pul ¢astic, u kterych vazkovou
analyzu provadime. Byl zvazen prazdny filtraCni papir, na ktery bylo
vysypano 100 pl ¢astic ze zkumavky. Hmotnost prazdneého filtraéniho papiru
byla zapsana. Castice se nechaly schnout na filtraénim papiru pfes noc.
Na druhy den byl filtraéni papir s ¢asticemi vazen vzdy po 30 minutach.
Hmotnost nejfive klesala, pak se zase zaCala zvySovat. 100 pl c&astic

e

papiru.

3.13 Testovani vlastnosti magnetickych nosi €0
3.13.1 Testované magnetické nosi ce:

HEMA-40% EDMA (UMCH AVCR), CHEMICEL-1302 (SIMAGCHEM),R-
0039 (ESTAPOR), M1-030/40 (ESTAPOR), M1-070/40 (ESTAPOR), PGMA
(UMCH AVCR), C-2 (UMCH AVCR), PERLOZA L-1798 (UMCH AVCR),
PERLOZA MG (IONTOSORB), MGCM (IONTOSORB)

3.13.2 Testované roztoky:

A. destilovana voda

0,5 M NacCl

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,3 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,1 M acetatovy pufr pH 4

0,1 M acetatovy pufr 5,5

. 0,05 M TRIS-HCI pH 7,8

0,2 M NaCl v 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
0,2 M NaCl v 0,3 M fosfatovy pufr pH 7,3

I o mmoUOoO®
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J. 0,05 % TWEEN 20 v 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
K. 0,05 % TWEEN 20 v 0,3 M fosfatovy pufr pH 7,3
L. 6 M urea pH 8,2

3.13.3 Postup:

Do zkumavky Eppendorf byl odebran 1 mg jednotlivych magnetickych
¢astic, u nékterych musela byt nejdfiv provedena vazkova analyza.
K magnetickym &asticim bylo pfidano 100 pl jednotlivych testovanych roztoku.
Byl zméfen Cas magnetické separace jednotlivych magnetickych ¢astic
na magnetickém separatoru pomoci laboratornich stopek. Magnetické
Céastice vtestovaném roztoku byly promichany na Vortexu, michadle
a dale byly ultrazvukovany po dobu 1 minuty. Poté bylo 5 pl
homogenizovanych ¢&astic pipetovano, coz odpovida 50 pg castic,
na podlozni sklicko a ¢astice byly pozorovany mikroskopem pfi zvétSeni 20x
nebo 40x. Bylo zaznamenano chovani Castic. Stejny postup byl proveden
u vSech testovanych roztok(. Pfi zméné roztoku byly C¢astice nejdfive

3 X promyty testovanym roztokem a znovu ultrazvukovany.
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4 Vysledky a diskuze

V nasledujici ¢asti diplomové prace jsou uvedeny vysledky jednotlivych
experimentd. Cilem této prace bylo provést pfipravné kroky Kk vyvoji
bioafinitnich nosi¢l pro izolaci AR peptidu a anti-AR specifickych protilatek na
modelovém systému. Pro kovalentni imobilizaci standardniho lidského
imunoglobulinu G jsme vybrali vhodné nosice: perlovou celul6zu PERLOZA
MT 100, PERLOZA MG a MGCM, a syntetické nosiCe polyglycidyl
metakrylatovy (PGMA) a hydroxyetyl metakrylatovy (HEMA-co-EDMA).
Funkéni skupiny nosi¢ byly hydroxylové a karboxylové.

U kazdého typu vazby jsme sledovali vytéZznost vazby a to pomoci
analytickych a imunoanalytickych metod: vypoc€et koncentrace IgG z hodnot
absorbanci pfi 280 a 260 nm naméfenych pfed a po imobilizaci
v supernatantech a detekce IgG SDS-PAGE elektroforézou, kvantitativni
stanoveni IgG pomoci specifického konjugatu, BCA-testu, turbidimetrického
stanoveni a sendviCovou metodou ELISA. U jednotlivych metod jsme
sledovali jejich citlivosti a kompatibilitu se vzorky.

V druhé casti diplomové prace jsme se zaméfili na studium chovani
vybranych superparamagnetickych ¢&astic v roztocich bézné pouzivanych
v imunoafinitni chromatografii. Cilem bylo ziskat podrobné informace
o vhodnych ¢&asticich jako nosi¢l pro bioaktivni molekuly.

V diskuzi jsme konfrontovali dosazené experimentalni vysledky

s predpokladanymi s Udaji nalezenymi v literature.

4.1 Metody pro kvantifikaci protein imobilizovanych na
nosi ce
Pro kvantifikaci proteind imobilizovanych na nosi¢e mohou byt pouzity
rizné metody. Testovali jsme, zda jsou metody pro kvantifikaci vhodné,
to znamena jaka je jejich citlivost a kompatibilita s vazebnymi roztoky.
Pro zjisténi relativniho mnozstvi imobilizované latky je vhodna SDS-
PAGE elektroforeticka detekce. Vzorky pfed a po imobilizaci, promyvaci

frakce a standard molekulovych hmotnosti byly elektroforeticky déleny
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a na gelech obarvenych roztokem amoniakalniho stfibra byly proteiny
detekovany pomoci standardu. Citlivost SDS-PAGE ve spojeni se stfibfenim
je uvadéna az 0,5 ng (69).

Jednoduchou metodou kvantifikace je vypoCet mnoZzstvi imobilizované
latky z naméfenych hodnot absorbanci pfi 280 a 260 nm vzorkd pred
a po imobilizaci a promyvacich frakci. Tato metoda vSak nebyla
pro kvantifikaci vzdy vhodnd, protoze dochazelo k interferenci latek pouzitych
pfi imobilizaci.

DalSi pouzivanou metodou kvantifikace byl BCA test. Tento test je rychly
a jednoduchy, ale reagencie BCA testu interferuji s mnoha latkami, proto byla
tato metoda ke kvantifikaci imobilizovanych latek vyuZzita jen omezené.

Kvantifikace imobilizovanych proteint pomoci specifické protilatky
konjugované s enzymem je metodou citlivou (70). Podminkou je orientovana
vazba proteint (protilatek) na Castice. Pokud protein neni vazan na castice
orientovanou vazbou, nelze predpokladat, Ze vysledky ziskané touto
metodou odpovidaji skuteCnému mnozstvi navazaného I1gG. Reakce
konjugatu anti-human IgG znageného kifenovou peroxidazou (HRP)
(fedéného 1:10 000) s ¢asticemi byla vizualizovana po inkubaci pfidavkem
substratového roztoku s peroxidem vodiku a chromogenem o-
fenylendiaminem (OPD) a byla proméfena absorbance pfi 450 nm proti
blanku. Kalibraci rdznych koncentraci konjugatu (1:15 000 - 1:80 000) byla
zisk&na rovnice regrese y = 0,0013x + 0,2191 s R? = 0,997, ze které bylo
ziskano po dosazeni hodnoty A4so koncentrace IgG.

Kvantifikace proteinu v roztoku pomoci precipitace v prostiedi PEG
a turbidimetrickou detekci je metodou vhodnou, ale malo citlivou. Metoda je
jednoducha, rychla. Podstatou této metody je reakce proteinu se specifickym
antisérem. Po vzniku precipitatu byl proméfovan zé&kal a z rovnice regrese
bylo vypocitano mnozstvi latky.

Metoda ELISA je velmi citlivAd ve srovnani s pfedchozimi, ale naro¢na

na ¢as i provedeni.
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4.2 Imobilizace 1gG na nemagnetické a superparamagn  etické
castice

Byla provedena imobilizace protilatky IgG na magnetické a nemagnetické

Castice. Pro imobilizaci byl pouZit lyofilizovany lidsky imunoglobulin G (IgG)

a éastice uvedené v tabulce &. 6.

Tab. €.6: Pfehled &astic pouzitych pro imobilizaci 1IgG

_ velikost funkeni _
¢astice _ material vyrobce
[um] skupina
perlova
MGCM 80 —-100 COOH celulozaa | IONTOSORB
magnetit
olyglycidyl UMCH
PGMA 5 COOH POVIYEIEY .
metakrylat AVCR
hydroxyetyl UMCH
HEMA-co-EDMA 4 COOH “
metakrylat AVCR
perlova
PERLOZA MG 80 - 100 OH celulbzaa | IONTOSORB
magnetit
perlova
PERLOZA MT 100 30-50 OH IONTOSORB
celuloza

Nasledné po vazbé byly pro kvantifikaci IgG navazaného na Casticich

a nevyvazaneho IgG v supernatantech vyuzity metody uvedené v tabulce €.7.
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Tab. €.7. Metody kvantitativniho stanoveni a detekce IgG

metody detekce /| stanoveni stanoveni v metoda

kvantifikace 1gG na ¢asticich | supernatantu uvedena v
kapitole

absorbance roztoku pfi ne ano 3.10

280 a 260 nm

pouziti specifického ano ne 3.7

konjugatu

BCA-test ano ano 3.4

SDS-PAGE elektroforéza 3.5

imunoprecipitace ne ano 3.6

s turbidimetrickou detekci

sendvi¢ova metoda ELISA ne ano 3.10

4.2.1 Imobilizace IgG na PERLOZA MT 100

Imobilizace 1gG na nemagnetickou perlovou celul6zu byla provedena 3x,
kdy pfi prvni imobilizaci bylo pouzito 200 pl IgG o koncentraci 1 mg/ml a
pfi druhé imobilizaci bylo pouzito 100 ul IgG o koncentraci 1 mg/ml. Jednalo
se o0 imobilizaci s pouzitim NalO,4 pro oxidaci —OH skupin na aldehydické
skupiny, které reaguji s amino skupinami proteini podle metody popsané
v kapitole  3.2.  Stabilizace  Schiffovych  vazeb byla provedena
kyanoborohydridem sodnym, kdy vznikly stabilni amidové vazby. Po promyti
pufrem s 0,1 M NaCl pro odstranéni nespecificky sorbovanych molekul byla
provedena kvantifikace IgG imobilizovaného na nosi¢ i nevyvazaného IgG
V supernatantu.

Po provedeni SDS-PAGE vzorkl pfed a po imobilizaci spole¢né se
standardem molekulovych hmotnosti a po barveni amoniakalnim stfibrem

bylo patrné, Ze doslo k Uspésné imobilizaci.
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Obr.7: Detekce IgG imobilizovaného na PERLOZA MT-100 metodou
SDS-PAGE - imobilizace 200 ug/ml: St- standard molekulovych
hmotnosti 10-250 kDa, PV - puvodni vzorek, O - vzorek po imobilizaci,
1F - 1. promyvaci frakce, 2F - 2. promyvaci frakce, 3F - 3. promyvaci

frakce, L- lehké fetézce, H- tézkeé fetézce, IgG- cela molekula IgG
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Obr.8: Detekce IgG imobilizovaného na PERLOZA MT-100 metodou
SDS-PAGE - imobilizace 100 ug/ml: St- standard molekulovych
hmotnosti, PV -  plvodni vzorek, 0 - vzorek po imobilizaci, 1F - 1.

promyvaci frakce, 2F - 2. promyvaci frakce, 3F - 3. promyvaci frakce, L-
lehké fetézce, H- tézké fetézce, IgG- celd molekula IgG
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MnozZstvi IgG, které bylo imobilizovdno na nemagnetickou perlovou
celulbzu PERLOZA MT 100 bylo nejdfive vypoéteno z naméfenych hodnot
absorbanci pfi 280 nm v roztoku pfed a po imobilizaci a také v promyvacich
frakcich (naméfené hodnoty absorbanci jsou uvedeny v tabulce €.8, ¢.9 a
¢.10). Hodnoty imobilizovaného IgG jsou uvedeny v tabulce ¢€.13. Tyto
hodnoty 1gG byly vysSi nez v pavodnim vzorku. Zjistilo se, Ze to bylo

zpusobeno interferenci kyanoborohydridu sodného pfi 280 nm.

Tab. ¢€.8: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorki
ziskanych pfi 1. imobilizaci:

PV 0 1 2 3
Azs0 0,312 0,379 0,123 0,075 0,025
Azgo 0,500 0,369 0,127 0,095 0,066

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. ¢€.9: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorki
ziskanych pfi 2. imobilizaci:

PV 0 1 2 3
Azso 0,121 0,710 0,261 0,091 0,000
Azso 0,277 0,160 0,063 0,028 -0,001

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. ¢.10: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorki

ziskanych pfi 3. imobilizaci:

PV 0 1 2 3
Azso 0,120 0,297 0,055 | -0,009 | -0,048
Azgo 0,075 0,460 0,099 | -0,006 | -0,060

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce
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Druhou metodou kvantifikace 1gG imobilizovaného na povrch ¢astic bylo
vyuziti specifického praseciho konjugatu anti-lgG znaceného kfenovou
peroxidazou (HRP). Naméfené hodnoty absorbanci pfi 450 nm uvedené
v tabulce €.11 byly dosazeny do rovnice regrese a bylo vypocteno mnozstvi

imobilizovaného 1gG (hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢€.13).

Tab. ¢.11: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 450 nm u vzork( jednotlivych

imobilizaci
A
\4/50 Auso Asso
K V-K
1. PERlLOC())ZA MT 0,69 0,044 0,646
2. PERlLOC())ZA MT 0.8075 0,120 0,6875
3. PERlLOC())ZA MT 0,1305 0,017 0,1135
V — partikule simobilizovanym 1gG, K - kontrola, partikule bez

imobilizovaného 1gG

Koncentrace IgG ziskand pomoci BCA testu je uvedena v tabulce €.8,
hodnota imobilizovaného IgG byla vyssi nez 100% puvodniho vzorku.
Hodnota IgG byla vypodétena z rovnice regrese y = 0,0102x + 0,026, ziskané
kalibraci 1gG. U standard( a vhodné nafedéného vzorku pak byla zméfena
absorbance pfi 570 nm (Aszo 20x nafedéného vzorku byla 0,2015).
Kvantifikaci IgG pomoci BCA testu nebylo mozné brat v ivahu, dochazelo
pravdépodobné k interferenci kyanoborohydridu sodného s reagenciemi BCA
testu.

VytéZzky imobilizovaného IgG stanovena imunoprecipitaéni reakci
s turbidimetrickou detekci byly zjistény nepfimo stanovenim mnoZzstvi IgG
v supernatantech po vazbé s vyuzitim rovnice regrese y = 0,0008x + 0,0486
s R%? = 0,9901 (2.) a y = 0,0009x + 0,037 s R = 0,9869 (3.), do které byly
dosazeny hodnoty absorbance pfi 405 nm (hodnoty uvedeny v tabulce €.12).

Mnozstvi imobilizovaného 1gG (uvedeno vtabulce ¢&.13) bylo vypocteno
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zrozdilu 100 % ve vazebném roztoku a koncentrace namérené

VvV supernatantu po vazbé.

Tab. €.12: Namérené hodnoty absorbanci pfi 405 nm

Asos Asos Asos Asos Asos
PV 0 1 2 3

2. PERLOZA MT 100 0,268 0,015 0,015 | 0,0195| 0,024
3. PERLOZA MT 100 0,151 0,013 0,004 | 0,018 0,013

castice

PV — puvodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. ¢&.13: Stanovené koncentrace IgG imobilizovaného na 0,5 ml

sedimentovanych ¢astic

koncentrace
'9G ve Azgo | konjugéat | BCA | ELISA | turbidimetrie
vazebném
roztoku [Hg] [ug] [ug] | [mg] [Hg]
[ug/ml]
1. > > * *
PERLOZA 200 100 3,622 100 ND ND
MT 100
2. > *
PERLOZA 100 100 3,603 ND | 38,42 > 100
MT 100
3. > *
PERLOZA 100 100 4,684 ND | 21,72 75,56
MT 100

* nedetekovano

Ze vysledkl vyplyva, Zze vypocet z hodnot absorbanci pfi 280 nm a BCA
test nelze pouzit ke kvantifikaci 1gG, protoZze dochazi k interferenci latek
pouzitych k imobilizaci. Elektroforetickou metodou jsme zjistili (viz. obrazek
€.7 a €.8), ze v tfetim pokusu vazby se imobilizovalo vice IgG, nez v prvnim
pokuse i kdyZ vychozi koncentrace IgG byla ve vazebném roztoku polovicni.
Stanovené mnozstvi IgG vazaného na castice nekoreluje v zadnych

Z pouzitych metod, nelze tedy tyto vysledky brat jako zavazné.
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4.2.2 Imobilizace IgG na PERLOZA MG

Pro imobilizaci 1gG 0,1 mg/ml na 0,5 ml magnetickych ¢astic PERLOZA
MG byla pouzita metoda pospana v kapitole 3.2, kde se nejdfive provadi
oxidace —OH skupin na aldehydické skupiny prostfednictvim NalO4. Poté se
pridava kyanoborohydrid sodny pro stabilizaci. Nasleduje promyti pufrem
s 0,1 M NaCl a kvantifikace IgG imobilizovaného na nosi¢ i nevyvazaného
Vv suprnatantu.

Detekce mnozstvi IgG imobilizovaného na c&astice byla provedena
elektroforeticky. Po elektroforetickém déleni vzorka pfed a po imobilizaci,
promyvacich frakci a standardu molekulovych hmotnosti (10-250 kD) bylo

na obarvenych gelech vidét, Ze se navazalo velké mnozstvi IgG.

250 - IgG
150 :

100
- > -

H
50 -— * -
37 -
25 .
ST PV 0 1F 2F 3F

Obr.9: Detekce IgG imobilizovaného na PERLOZA MG
elektroforeticky: St- standard molekulovych hmotnosti, PV - pavodni
vzorek, O - vzorek po imobilizaci, 1F - 1. promyvaci frakce, 2F -
2. promyvaci frakce, 3F - 3. promyvaci frakce, L- lehké fetézce, H-

tézkeé retézce, IgG- cela molekula IgG

Mnozstvi imobilizovaného IgG bylo nejdfive stanoveno prostfednictvim

proméfeni absorbance pfi 280 nm pfed i po imobilizaci a v promyvacich
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frakcich. MnoZstvi imobilizovaného IgG je zaznamenané v tabulce €.17. Tato

hodnota je vétsi, nez mnoZstvi IgG v plvodnim vzorku. PFi¢inou je

interference kyanoborohydridu sodného pfi 280 nm.

Tab. ¢.14: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorki
ziskanych pfi 1. imobilizaci:

PV 0 1 2 3
Azs0 0,075 0,468 0,113 -0,017 [ -0,070
Azgo 0,120 0,299 0,060 -0,024 | -0,056

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Poté byla provedena kvantifikace 1gG vyuZzitim specifického konjugétu,
ktery byl nafedén 1:10 000. Castice s imobilizovanym IgG byly inkubovany
s fedénym praseCim konjugatem znac¢enym HRP a poté byla reakce
vizualizovana pfidanim substratového roztoku s OPD a zbarveni bylo méfeno
pfi 450 nm (hodnoty jsou uvedeny v tabulce €.15). Hodnota imobilizovaného

IgG byla stanovena 0,552 pg/ml.

Tab. €.15: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 450 nm

A
\4/50 Auso Auso
K V-K
1. PERLOZA MG 0,3425 0,0875 0,255
V — partikule simobilizovanym 1gG, K - kontrola, partikule bez
imobilizovaného 1gG
Jako posledni metoda stanoveni mnozstvi 1gG byla pouzita

imunoturbidimetrie. Nejdfive byla vytvofena kalibra¢ni fada IgG ze standardu,
kterym bylo SLR sérum o znamé koncentraci IgG, ke které bylo pfidano Q-
antisérum. Po vzniku precipitatu byla zméfena absorbance pfi 405 nm. Tim
byla zisk&na rovnice regrese y = 0,0009x + 0,037 s R? = 0,9869. K vzorkim

pfed a po imobilizaci a promyvacim frakcim bylo pfidano Q-antisérum
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a po vzniku precipitatu byla zméfena absorbance pfi 405 nm (hodnoty jsou
uvedeny v tabulce ¢€.16). Tyto hodnoty byly dosazeny do rovnice. Ziskané

mnoZstvi IgG je uvedeno v tabulce €.17.

Tab. €.16: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 405 nm

Asos Asos Asos Asos Asos
PV 0 1 2 3

PEEALGOZA 0159 1 0021 | 0014 | 0018 | 0,014

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

castice

2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. ¢€.17: Koncentrace IgG imobilizovaného na 0,5 ml sedimentovanych

castic
koncentrace
l9G ve Aogo konjugat ELISA | turbidimetrie
vazebném
roztoku [ug] [ug] [ug] [ug]
[Hg/ml]
PEF:AL(?ZA 100 >100 0,276 ND" 46,67

* nedetekovano

Z elektroforetické detekce IgG (obrazek €.9), turbidimetrického stanoveni
a kvantifikaci 19G vyplyva, Ze urcité mnoZzstvi IgG se imobilizovalo. Hodnoty
absorbance pfi 280 nm a BCA test nelze pouzit ke kvantifikaci
imobilizovaného 1gG z duavodd interference kyanoborohydridu sodného

pouzitého pfi imobilizaci.

4.2.3 Imobilizace IgG na MGCM

Imobilizace IgG 0,1 mg/ml na 0,5 ml magnetickych -COOH ¢&astic MGCM
byla provedena metodou s vyuZitim EDC a S-NHS popsané v kapitole 3.3.
Po imobilizaci byly ¢astice s navdzanym IgG promyty pufrem s 0,1 M NaCl
pro odstranéni nespecificky sorbovanych molekul a nasledné byla provedena

kvantifikace 1gG navazaného na ¢asticich i nevyvazaného v supernatantu.
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Pfi elektroforetické detekci  bylo z gelu obarveného amoniakélnim

stfibrem patrné, Ze ¢ast mnozstvi IgG se imobilizovalo na ¢astice.

2 ri

250 '
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37
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25 ST PV 0 1F oF or

Obr.10: Detekce IgG imobilizovaného na MGCM elektroforeticky —
prvni imobilizace: St- standard molekulovych hmotnosti, PV- puvodni
vzorek, O- vzorek po imobilizaci, 1F- 1. promyvaci frakce, 2F- 2.

promyvaci frakce, 3F- 3. promyvaci frakce, L- lehké fetézce, H- tézké

fetézce, HL- lehké a t&Zké fetézce, IgG- cela molekula 1gG
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Obr.11: Detekce IgG imobilizovaného na MGCM elektroforeticky — treti
imobilizace: St- standard molekulovych hmotnosti, PV- pavodni vzorek,
0- vzorek po imobilizaci, 1F- 1. promyvaci frakce, 2F- 2. promyvaci
frakce, 3F- 3. promyvaci frakce, L- lehké fetézce, H- tézké fetézce, HL-
lehké a tézké retézce, 1gG- cela molekula IgG

Mnozstvi IgG imobilizovaného na magnetické -COOH ¢astice bylo nejprve
zjisténo z naméfenych hodnot absorbance pfi 280 a 260 nm pfed a po
imobilizaci. Vzhledem k vysokym hodnotam slepého vzorku (zplsobeno
interferenci EDC a S-NHS), bylo nutné slepy vzorek i ostatni vzorky naredit.
Po nafedéni vzorku byly ziskdny zaporné hodnoty absorbanci
(pravdépodobné Spatné zvolené fedéni), pouze u druhé imobilizace byly po
nafedéni ziskany hodnoty Azeo (hodnoty uvedeny v tabulce €.18), ze kterych
bylo mozné vypodist mnoZstvi imobilizovaného 1gG, které jsou uvedeny

v tabulce ¢.21.
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Tab. €.18: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorkd 16x

nafedénych, ziskanych pfi 2. imobilizaci:

fedéni PV 0 1 2 3
Aoso 16x 0,166 0,023 -1,756 | -2,728 | -2,650
Aogo 16x 0,103 -0,009 | -1,500 | -2,300 | -2,236

PV — puvodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Dale byla provedena kvantifikace imobilizovaného IgG pouZitim
specifického konjugatu. K ¢asticim byl pfidan fedény praseci konjugat
znaceny HRP (1:10 000) a po inkubaci byl pfidan substratovy roztok s OPD
pro vizualizaci reakce. Pak byla zméfena hodnota absorbance pfi 450 nm
(hodnoty uvedeny v tabulce €.19). Z rovnice regrese byly vypodteny pfislusné

hodnoty navazaného IgG. MnoZzstvi IgG je zaznamenano v tabulce ¢.21.

Tab. €.19: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 450 nm

A\4/50 Auso Auso
K V-K
1. MGCM 0,5595 0,047 0,5125
2. MGCM 2,1485 1,799 0,3495
3. MGCM 1,1585 0,5825 0,576
V — partikule simobilizovanym 1gG, K - kontrola, partikule bez

imobilizovaného 1gG

Pouzitim BCA testu byla ziskana hodnota imobilizovaného IgG mnohem
vySSi nez v plvodnim vzorku, coz bylo zplsobeno interferenci latek
pouzitych pfi imobilizaci s reagenciemi BCA testu. Ziskana hodnota IgG je
uvedena v tabulce ¢.21. Hodnota IgG byla ziskdna dosazenim hodnoty
absorbance pfi 562 nm 20x nafedéného vzorku, ktera byla 2,0095 do rovnice
regrese y = 0,011x + 0,0305.

Nasledovalo turbidimetrické stanoveni IgG po reakci vzorku s Q-antisérem,
kdy po vzniku precipitatu byly zméfeny hodnoty absorbance pfi 405 nm
rovnice

(hodnoty uvedeny vtabulce ¢&.20), které byly dosazeny do
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y = 0,0008x + 0,0486 s R? = 0,9901 (2.) a y = 0,0009x + 0,037 s R* = 0,9869
(3.). Ziskané mnozstvi imobilizovaného IgG je zapséano v tabulce €.21.

Tab. €.20: Namérené hodnoty absorbanci pfi 405 nm

C 4 i Asos Asos Asos Asos Asos
castice PV 0 1 2 3
2. MGCM 0,1525 | 0,0735| 0,013 0,01 0,0115
3. MGCM 0,127 0,028 0,009 0,012 0,009

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. ¢€.21: Koncentrace IgG imobilizovaného na 0,5 ml sedimentovanych

castic
koncentrace
IgGve 1 A o | Konjugat | ELISA | BCA | Turbidimetrie
vazebném

roztoku | (M [ug] ol | [mgl] [hg]

[ug/ml]
1.MGCM 100 ND' | 2,257 ND" 130 ND"
2.MGCM 100 86,1 | 1,003 ND ND’ 55,625
3.MGCM 100 ND 2,745 ND ND’ 76,77

* nedetekovano

Z vysledku ziskanych elektroforetickou detekci (obrazek €.10 a €.11), ackoliv
se vypoctené hodnoty vazeného IgG liSi v fadech, Ize usuzovat, Ze nejvice
IgG se imobilizovalo ve tfeti imobilizaci. BCA test ani hodnoty absorbance pfi
260 nm nelze vyuzit ke kvantifikaci IgG, protoZe dochazi k interferenci s EDC
a S-NHS pouzitymi k imobilizaci 1gG. Prostfednictvim metody ELISA neSlo
stanovit mnoZstvi imobilizovaného IgG, protoZe stanovena koncentrace 1gG
v puvodnich vzorcich byla mnohem nizSi nez v supernatantech odsatych po

imobilizaci. Pravdépodobné doslo k chybé pfi méfeni.
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4.2.4 Imobilizace IgG na PGMA

Metoda vyuZivajici EDC a SNH-S byla pouZita také k imobilizaci 1gG
100 pg/ml na 1 mg - COOH magnetickych ¢astic PGMA. Po imobilizaci 1gG
jsme Castice promyli pufrem s 0,1 M NaCl a stanovili jsme mnoZzstvi IgG
imobilizovaného na ¢astice a nevyvazaného v supernatantu.

Dale byla provedena elektroforeticka detekce IgG. Po provedeni SDS-
PAGE byly gely obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Z gelu bylo patrné,

Ze se imobilizovalo jen malé mnozstvi IgG.
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Obr.12: Detekce IgG imobilizovaného na PGMA elektroforeticky:

St- standard molekulovych hmotnosti, PV- pavodni vzorek, 0- vzorek
po imobilizaci, 1F - 1. promyvaci frakce, 2F - 2. promyvaci frakce,

3F - 3. promyvaci frakce, L- lehké Fetézce, H- tézke fetézce,

HL- lehké a tézké fetézce, IgG- cela molekula IgG

Kvantifikaci IgG pomoci naméfenych hodnot absorbance pfi 280 nm
pred a po imobilizaci byla ziskana hodnota imobilizovaného 1gG 17,96 pg/ml.
ProtoZze hodnota absorbance slepého vzorku byla pfiliS vysokd (z divodu
interference EDC a S-NHS), musel byt slepy vzorek nafedén. Stejné fedéni

bylo pouzito i pro vzorky (hodnoty uvedeny v tabulce €.22).
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Tab. €.22: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorkd 13x

naredénych:
fedéni PV 0 1 2
Asso 13x ND ND 2,457 | -2,813
Aoso 13x 0,206 0,169 | -2,104 | -2,400

* nedetekovano
PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce,

Pomoci specifickeho prasec¢iho konjugatu znaceného HRP (1:10 000),
ktery byl pfidan k ¢asticim s imobilizovanym IgG, byla ziskana hodnota
imobilizovaného IgG 3,572 pg/ml. Hodnota IgG byla ziskana po dosazeni

hodnot absorbance pfi 450 nm uvedenych v tabulce €.23 do rovnice regrese.

Tab. €.23: Namérené hodnoty absorbanci pfi 450 nm

A
\4/50 Auso Auso
K V-K
PGMA 1,709 1,0255 0,6835
V — partikule simobilizovanym IgG, K — kontrola, partikule bez

imobilizovaného 1gG

PFi turbidimetrickém stanoveni bylo k vzorkim pfed a po imobilizaci
pfidano Q-antisérum. Po vzniku precipitatu byla zméfena hodnota
absorbance pfi 405 nm (hodnoty jsou uvedeny v tabulce €.24). Hodnota 1gG
byla ale mimo rozsah kalibra¢ni fady IgG (jako standard bylo pouZzito SRL-
sérum), proto turbidimetricky nebylo mozné stanovit IgG imobilizované

na PGMA (imobilizovalo se pfilis malé mnoZstvi IgG).
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Tab. €.24: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 405 nm

Y4 Asos Asos Asos Asos Asos
castice PV 0 1 2 3
PGMA 0,152 0,143 0,02 0,016 0,017

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,
2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. €.25: Koncentrace 1gG imobilizovaného na 1 mg €astic

koncentrace
19G ve

castice | vazebném Azso konjugat ELISA | turbidimetrie

roztoku [ug] [ug] [ug] [ug]
[Hg/ml] *
PGMA 100 17,96 3,572 59.8 ND

* nedetekovano

Z vysledkl ziskanych kvantifikaci IgG s pomoci konjugatu (anti-lgG-HRP),
metodou ELISA a detekci IgG elektroforeticky (obrazek €.12) je patrné, ze k
vazbé IgG doslo, mnoZstvi IgG se nepodafilo pfesné stanovit, naméfené
a vypodtené hodnoty vazaného IgG nekoreluji u Zzadné ze zvolenych metod.
Turbidimetricky neSlo mnozstvi IgG stanovit, protoZze hodnota byla pfilis

nizka a lezela mimo rozsah kalibrace IgG.

4.2.5 Imobilizace IgG na ¢éastice HEMA-co-EDMA

Pro imobilizaci IgG 100 pg/ml na magnetické — COOH ¢astice HEMA-
co-EDMA byla pouzita metoda s EDC a S-NHS (kapitola 3.3). K imobilizaci
byl odebrdn 1 mg d&éastic. Po imobilizaci byly &astice promyty a byla
provedena blokace aktivnich skupin. Poté byla provedena kvantifikace
imobilizovaného IgG.

Po elektroforetickém déleni vzork( pfed a po imobilizaci, promyvacich
frakci a standardu molekulovych hmotnosti (10-250 kD, BioRad), byly gely
obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Z gelu bylo patrné, Ze dochéazi

k vymyvani imobilizovaného IgG.
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Obr.13: Detekce I1gG imobilizovaného na  HEMA-co-EDMA
elektroforeticky: St- standard molekulovych hmotnosti, PV- plvodni
vzorek, O- vzorek po imobilizaci, 1F- 1. promyvaci frakce, 2F- 2.
promyvaci frakce, 3F- 3. promyvaci frakce, L- lehké fetézce, H- tézké
fetézce, HL- lehké a téZké fetézce, IgG- cela molekula 1gG

Ke kvantifikaci byly nejdfive pouzity naméfené hodnoty absorbanci
pfi 280 nm vzorkd pfed a po imobilizaci a promyvacich frakci. Vzhledem
k vysokym hodnotam slepého vzorku (zpasobeno interferenci EDC a S-NHS),
bylo nutné slepy vzorek i ostatni vzorky nafedit (hodnoty jsou uvedeny
v tabulce €.26). Po nafedéni bylo z hodnot absorbanci vypo&teno mnoZstvi

imobilizovaného IgG, které bylo 40,68 pug/mi.
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Tab. €.26: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 280 a 260 nm u vzorkd 14x

naredénych:
fedéni PV 0 1 2
Asso 14x ND ND 2,776 | -2,967
Asso 14x 0,236 0,140 | -2,353 | -2,514

* nedetekovano
PV — puvodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

2 — druha promyvaci frakce

Pfi kvantifikaci imobilizovaného IgG pomoci specifického praseciho
HRP, kdy byl fedény konjugat (1:10 000) pfidan

k ¢asticim s imobilizovanym IgG. Reakce pak byla vizualizovana pfidanim

konjugatu znaceného
substratového roztoku. Byla zméfena hodnota absorbance pfi 450 nm
(hodnota je uvedena v tabulce ¢.27) a hodnota byla dosazena do rovnice

regrese. Hodnota imobilizovaného IgG byla 1,708 pg/ml.

Tab. €.27: Namérené hodnoty absorbanci pfi 450 nm

A
\4/50 Ausso Auso
B V-B
HEMA-co-EDMA 0,3895 0,054 0,3355

V — partikule s imobilizovanym IgG, B — blank

Ke kvantifikaci imobilizovaného 1gG byl pouzit BCA test. Ziskana hodnota
IgG, kterou jsme ziskali dosazenim hodnoty absorbance pfi 595 nm,
ktera byla 1,855, do rovnice regrese y = 0,0035x + 0,1788, je uvedena
v tabulce €.29. Tato hodnota je vySSi nez hodnota IgG v plivodnim vzorku,
coz je dano interferenci reagencii BCA testu s latkami pouzitymi
pfi imobilizaci.

Dale bylo provedeno stanoveni IgG turbidimetricky, kdy bylo ke vzorkam
pfed a po imobilizaci a kpromyvacim frakcim pfidano Q-antisérum
a po vzniku precipitatu byla zméfena absorbance pfi 405 nm (hodnoty jsou
uvedeny v tabulce €.28). Z naméfenych hodnot absorbance pfi 405 nm bylo,

po dosazeni do rovnice regrese y = 0,0017x + 0,1577 s R? = 0,9518 ziskané
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z kalibra¢ni fady standardu, nebylo mozné ziskat mnozstvi 1gG, protoze

hodnoty leZely mimo rozsah kalibra¢ni fady.

Tab. €.28: Namérené hodnoty absorbanci pfi 405 nm

C 4 i Asos Asos Asos Asos Asos

castice PV 0 1 2 3
HEMA-co-

EDMA 0,1715 | 0,1565 | 0,0330 | 0,0315 0,0330

PV — plavodni vzorek, 0 — vzorek po imobilizaci, 1 — prvni promyvaci frakce,

2 — druha promyvaci frakce, 3 — tfeti promyvaci frakce

Tab. €.29: Koncentrace 1gG imobilizovaného na 1 mg Castic

koncentrace
Valg,aGbem Azgo | konjugat | ELISA | BCA | turbidimetrie
roztoku [ug] [ug] [ugl | [mg] [ug]
[pg/ml]
HEMA- 100 40.7 17 ND' > \D'

co-EDMA 100

* nedetekovano

Kvantifikace 1gG turbidimetricky nebyla moznd, protoze ziskané hodnoty
byly pfilis nizké a leZzely mimo rozsah kalibrace IgG. Metodou ELISA nebylo
ziskano mnozstvi IgG, protoZze mnozstvi IgG v pavodnim vzorku bylo mensi
nez mnozstvi IgG v supernatantu odsatém po imobilizaci. BCA test nelze ke
kvantifikaci IgG pouzit, z davodu interference latek pouzitych pfi interferenci.
Stanovenim IgG reakci s konjugatem bylo vidét, Ze k imobilizaci IgG doslo,
avSak presné mnozstvi vazaného IgG nebylo mozné ur€it. Z hodnoty
absorbance pfi 280 nm byla vypocCtena hodnota 1gG, ale tato hodnota je

ovlivnéna interferenci EDC a S-NHS pouzitych pfi imobilizaci.
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4.3 Zavedeni metody ELISA pro kvantifikaci IgG

4.3.1 Optimalizace metody ELISA — chymotrypsinovy s  ystém:

V ramci uSetfeni drahych protilatek (primarni protilatka — kozi anti-lgG
a sekundarni protilatka — krali¢i anti-IgG znaCeny peroxidazou) jsme nejprve,
pro nacvik, provedli optimalizaci chymotrypsinového systému. Hledali jsem
vhodny modelovy systém pro vyuZiti ke stanoveni protilatek proti
chymotrypsinu prostfednictvim ELISA testu. Optimalizaci jsme provedli
na titraCni mikrodesti¢ce. Zacali jsme fedénim prasec€iho konjugatu
znateného HRP 1:2 000 a pokracovali jsme dvojkovym Fedénim do fedéni
1:64 000. Déle jsme pouzili koncentraci chymotrypsinu 0-100 pg/ml. Pozitivni
i negativni kontrolu jsme nafedili 1:2 000. Po provedeni ELISA testu jsme
dospéli k ttem moznym systémim, které by mohly byt vyuZity k stanoveni

protilatek proti chymotrypsinu.

Tab. €.30 : Hodnoty podilt pozitivni/negativni kontrola:

fedéni
konjugatu
1:2000 | 1:4 000 | 1:8000 | 1:16 000 | 1:32 000 | 1:64 000
Cchymotrypsin
[ug/ml]
100 22,31 22,06 50,32 13,75 6,81 23,33
75 31,65 65,30 29,26 13,10 10,54 28,67
50 18,92 40,19 21,80 29,94 16,89 12,00
40 31,29 34,31 43,35 20,24 32,20 ND
30 45,86 70,00 22,07 12,86 20,29 10,00
15 29,50 32,23 19,63 20,41 6,78 9,43
7,5 24,63 27,37 35,85 23,50 16,00 15,00

* nedetekovano

78



Tab. ¢€.31: Vysledky optimalizace:

systém | fFedéni konjugatu | koncentrace chymotrypsinu [ug/ml]

1. 1:4 000 30
2. 1:8 000 40
3. 1:16 000 50

Mezi témito systémy se dale budeme rozhodovat podle ceny

a dostupnosti konjugatu a chymotrypsinu.

4.3.2 Optimalizace metody ELISA pro kvantifikacilg  G:

Hledala jsem optimalni koncentraci kozi primarni protilatky (anti-IgG) proti
lidskému IgG a optimalni Fedéni krali€iho konjugatu (anti-lgG-HRP),
pro nasledné vyuZziti pro stanoveni IgG. PouZzité koncentrace primarni
protilatky byly 60, 40, 30, 20, 10 a 7,5 pg/ml a fedéni konjugatu bylo 1:15 000,
1:30 000 a 1:60 000. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito IgG 100 pg/ml
a negativni kontrolou bylo PBS s BSA a Tween 20. Jako nejoptimalné;jsi
vySla koncentrace primarni protilatky 20 ug/ml a konjugat fedény 1:15 000.

Tento systém jsme pouZili pro kvantifikaci IgG metodou ELISA.

Tab. €.32: Hodnoty podilt pozitivni/negativni kontrola:
fedéni 1:15 000 1:30 000 1:60 000

konjugatu

Canti-ig [Hg/ml]

60,0 8,165 5,300 3,600
40,0 7,143 5,200 3,500
30,0 7,562 5,560 3,700
20,0 9,162 4,940 3,426
10,0 8,744 5,839 3,323
7,5 8,550 5,552 3,629
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4.3.3 Kvantifikace 1IgG metodou ELISA

Bylo provedeno stanoveni IgG metodou ELISA, kde byla pouZita
koncentrace kozi primérni protilatky (anti-lgG) 20 pg/ml, fedéni konjugatu
1:15 000, pozitivni kontrola — 1IgG 100 pg/ml, blank — Fedici pufr. Vzorky byly
nafedény tak, aby hodnota IgG lezela vrozsahu Kkalibrace. IgG bylo
stanoveno ve vzorcich pfed a po imobilizaci a ve tfech promyvacich frakcich
a to pomoci rovnice regrese y = -0,1372x + 0,6579 s R?> = 0,896 ziskané

z kalibragni fady 1gG.

Tab. €.33: Naméfené hodnoty absorbanci pfi 492 nm a vypoc¢tené mnozstvi

imobilizovaného IgG:

castice Asgr Asgr Cige
PV (fedéni) | O (fedéni) | [ug/ml]
2. PERLOZA MT 100 | 0,4430 (4x) |0,4610 (4x) |38,42
3. PERLOZA MT 100 | 0,4745 (2x) | 0,4745 21,72
2. MGCM 0,5015 (2x) | 0,0500 ND’
3. MGCM 0,7210 (2x) | ND ND’
PERLOZA MG 0,5890 (2x) | 0,1535 ND’
PGMA 0,4200 (2x) | 0,4265 59,8
HEMA-co-EDMA 0,4175 (2x) | 0,3095 ND

Prostfednictvim metody ELISA bylo ziskano mnozZstvi imobilizovaného
IgG pouze u Castic PERLOZA MT a PGMA. MnoZstvi imobilizovaného 1gG
na ostatni Castice nebylo mozZné stanovit. Divodem by mohl byt malo

nafedény konjugat nebo chyba pfi méfeni.

4.4 Testovani vlastnosti magnetickych nosi  €a

U vybranych magnetickych &astic uvedenych v tabulce €.34 byl sledovan
vliv prostfedi na chovani €astic, a to pomoci dvou parametrd. Jednim bylo
sledovani ¢asu v sekundach potfebného k Uplné separaci na magnetickém

separatoru (Dynal) a dale tendence ¢astic k agregaci v testovanych roztocich
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pomoci pozorovani ¢astic v mikroskopu znacky PZ Warszawa (zvétSeni 20x,
40x).

Castice, které byly vybrany k testovani, jsou vhodnymi kandidaty jako
nosi¢ pro imobilizaci specifickych protilatek s ohledem na svou velikost,
slozeni, funkéni skupinu. Jejich prehled je uveden v tabulce €.34. Jednotlivé
gastice byly hodnoceny podle téchto tfi kritérii: 1. Castice se separuji podle
jejich velikosti a predevSim podle obsahu magnetickych materiald.
2. Vroztocich, ve kterych castice aglomeruji a wvytvafi velké shluky,
probéhne jejich separace umérné podle obsahu magnetického materialu
v celém aglomeratu. 3. Srovnani vysledkul tabulek €. 34 a €. 35 pro jednotlivé

typy Castic.

Tab. €.34: Testované magnetické Eastice

_ velikost | 1mg ¢astic | funkéni
Céstice _ vyrobce
[um] [ul] skupina
HEMA-co- .
0,142 6,8 COOH UMCH AVCR
EDMA
CHEMICEL-
<05 40 COOH SIMAGCHEM
1302
ESTAPOR
R-0039 0,174 10 COOH
(MECK)
ESTAPOR
M1-030/40 0,410 10 COOH
(MECK)
ESTAPOR
M1-070/40 0,600 10 COOH
(MECK)
PGMA 5 32,2 COOH UMCH AVCR
C-2 0,142 7,69 COOH UMCH AVCR
PERLOZA L- neni k y
11,11 COOH UMCH AVCR
1798 dispozici
PERLOZA MG 80-100 21,277 OH IONTOSORB
MGCM 80-100 9,524 COOH IONTOSORB
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Tab. €.35: Prehled roztoku, ve kterych se sledovala stabilita, méfila se doba
magnetické separace a byla pozorovana tendence aglomerace

oznaceni roztoku nazev roztoku

A destilovana voda

0,5 M NacCl
0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
0,3 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,1 M acetatovy pufr pH 4,0

0,1 M acetatovy pufr pH 5,5
0,05 M TRIS-HCI pH 7,8
0,2 M NaCl v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
I 0,2 M NaCl v 0,3 M fosfatovém pufru pH 7,3
0,05 % TWEEN 20 v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,3
0,05 % TWEEN 20 v 0,3 M fosfatovém pufru pH 7,3
6 M urea pH 8,2

I O Tl m O O @

| x| «

Tab. ¢€.36: Experimentalné naméfené hodnoty ¢asu magnetické separace
testovanych magnetickych ¢&astic v testovanych roztocich — meéfeno

v sekundach

roztoky A|/B|C|D|EflF|G|H]|I|J|K]|L
HEMA-co-EDMA 3 5| 6 |4 5 | 3 (64|48
CHEMICEL-1302 |13 | 8 (12| 9 (8|11 |10 |13 |8| 7| 7 |13
R-0039 22112 4 | 4 |8|10|10| 4 |66 |9 |13
M1-030/40 7111 | 5 | 5 |5]10|112| 2 5|58 |20
M1-070/40 10|10 4 | 4 (6| 8 |11 | 4 |[4|6 |6 |10
PGMA 10 3 | 3 |4 |33 |4 |3 |4/3|3]|6

C-2 - - - - -] - - -l - - - -
PERLOZAL-1798 | 2 |1 | 2 | 2 (2|2 |2 |2 |(2|2|2]|2
PERLOZA MG 12|11 )|1{1 |11 |1{1|2)|2
MGCM 12|12 |2{(2 |1 |1 |1{1|1)|2
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U Castic C-2 k magnetické separaci vibec nedochazelo. Magnetické
Castice se nejpomaleji separovaly v destilované vodé a roztoku urey.
PomalejSi separace castic byla také vroztocich B, F a G. Nejrychleji se
separovaly ¢astice v roztocich C, H a J. U roztoku urey bylo patrné snizeni
rychlosti separace pro syntetické c&astice (HEMA-co-EDMA, CHEMICEL-
1302, R-0039, M1-030/40, M1-070/40 a PGMA). V pfipadé castic
z biopolymerts (PERLOZA L-1798, PERLOZA MG a MGCM), vzhledem
k jejich vysokému obsahu magnetického materialu a vysoké hydrofilité
celulézy, se jejich separacni €asy v rliznych roztocich neliSily.

Magnetické Castice vtestovanych roztocich jsem pozorovala
mikroskopem pfi zvétSeni 20x nebo 40x (podle velikosti jednotlivych &astic),
poté co byly promichany a dany na 1 minutu do ultrazvuku. Tendence
aglomerovat c¢astic v jednotlivych roztocich je uvedena v tabulce ¢&.37.
Nejvice testované cCastice aglomerovaly v destilované vodé, 0,5 M NacCl
a 0,05 M TRIS-HCI pH 7,8. MenSi aglomeraci vykazovaly ¢astice v roztocich
C, D, E, F a L. Vroztocich obsahujicich 0,2 M NaCl a 0,05 % TWEEN 20
Castice agregovaly nejméné. Nejméné Castice agregovaly v roztocich H a J.

U cdastic HEMA-co-EDMA byla tendence aglomerovat pozorovana
v roztocich A, B a G. Presto rozdily v rychlosti separace nebyly zjevné. DelSi
doba separace byla vroztoku urey (L). Castice CHEMICEL-1302 se
nechovaji podle 2. kritéria o koleraci miry aglomerace a rychlosti separace.
Tendence aglomerovat je u nich totiz pozorovana v roztocich, kde se
separuji pomaleji. Nejvice aglomeruji v roztoku urey. U PGMA ¢&astic neni
kolerace mezi mirou aglomerace a rychlosti separace. Rozdily v dobé
separace nejsou zjevné. Chovani ¢astic R-0039, M1-030/40, M1-070/40 je
podobné jako u ¢astic CHEMICEL-1302, rychleji se separuji v roztocich,
kde maji mensi tendenci aglomerovat (C, D, E, H, I, J, K). Castice
z biopolymer( (PERLOZA L-1798, PERLOZA MG a MGCM) neaglomerovaly

v zadném z testovanych roztokad.
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Tab. €.37: Aglomerace &astic v testovanych roztocich:

A B C D E F G | H | J| K| L
HEMA-co- XX
XXX | XX | XX | XX | XX | XXX | X X | XX | X | XX
EDMA X
CHEMICEL- XX
XX | XX | X | xx | X [ xx | xx| x| X | x |xx
1302 X
XX
R-0039 XX X X XX | XXX | XXX | X | XX XX
X
XX
M1-030/40 XXX | XX | XX | XXX | XX [ XXX | XX | XX | X | XX | XX
X
XX
M1-070/40 XX | XXX | XX | XX | XX | XXX | XX | XX | XX | X | XX
X
XX XX
PGMA XXX | XX | XX | XXX | XXX | XXX | X | XX | XX | XX
X X
PERLOZA
L-1798
PERLOZA
MG
MGCM

xxx - velka aglomerace, xx - aglomerace, x - mirna aglomerace, Zadny kfizek

— Zzadna aglomerace
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5 Zaver

Tématem této diplomové prace byly pfipravné kroky k vyvoji bioafinitniho
nosiCe pro izolaci A-beta peptidd a anti-A-beta specifickych protilatek.
Nejdfive byly vytypovany magnetické castice vhodné kimobilizaci IgG.
Jednalo se 0 —OH ¢astice (PERLOZA MT 100, PERLOZA MG), na které bylo
IgG imobilizovano metodou s kyanoborohydridem sodnym a —COOH ¢astice
(MGCM, PGMA, HEMA), kde k imobilizaci 1gG byla pouzita metoda s S-NHS
a EDC. Mnozstvi IgG imobilizované na jednotlivé ¢astice bylo kvantifikovano
riznymi metodami. Stanoveni mnozstvi IgG vypoétem z hodnot absorbanci
pfi 280 a 260 nm namérfenych pfed a po imobilizaci se ukazalo byt né pfilis
vhodnou metodou, protoZe vysledné hodnoty koncentrace IgG byly zkresleny
pritomnosti  latek  pouzivanych pfi imobilizaci. Kvantifikace 1gG
prostfednictvim BCA testu je nevhodnou metodou, protoze dochazi
k rozsahlé interferenci latek pouzitych kimobilizaci IgG s reagenciemi
BCA testu. Metodou kvantifikace IgG pomoci specifického konjugatu byly
ziskany pfilis nizké hodnoty 1gG, coz bylo zplsobeno tim, Zze IgG nebylo
vazano na Castice orientovanou vazbou. Dale byla k detekci imobilizovaného
IgG pouzita elektroforéza, kde na obarvenych gelech po elektroforetickém
déleni vzorkl bylo patrné, zda se IgG imobilizovalo nebo ne. Vhodnou
metodou pro kvantifikaci IgG bylo turbidimetrické stanoveni, kdy u vétSiny
Castic byly ziskany odpovidajici hodnoty imobilizovaného 1gG. Nejlépe se
IgG imobilizovalo na PERLOZA MT-100, MGCM a PERLOZA MG.

Dale bylo Ukolem této diplomové prace zavedeni metody ELISA
pro kvantifikaci 1gG. Nejdfive byla provedena optimalizace metody ELISA.
Ziskana optimélni koncentrace priméarni protilatky (20 pg/ml) a optimalni
fedéni konjugatu (1:15000) byly pouzity ke kvantifikaci IgG pomoci metody
ELISA. Metoda byla vyzkouSena na vzorcich ziskanych pfi imobilizaci IgG na
vybrané nosice.

U raznych typd magnetickych ¢astic bylo zkoumano chovani v roztocich
o rizném slozeni. Byl méfen ¢€as, za ktery se ¢astice v jednotlivych roztocich
separovaly na magnetickém separatoru. Céastice C-2 se neseparovaly viibec.

Nejpomaleji se separovaly ¢astice CHEMICEL-1302 a R-0039. Nejlépe se
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separovaly ¢astice PERLOZA MG, PERLOZA L-1798 a MGCM. Dale byly
testované cCastice vruznych roztocich pozorovany mikroskopem a bylo
zjistovano, zda castice aglomeruji nebo ne. U vétSich ¢astic PERLOZA MG,
PERLOZA L-1798 a MGCM nebyla aglomerace pozorovana v zadném
roztoku. Ostatni Castice aglomerovaly nejméné ve fosfatovych pufrech
s obsahem 0,2 M NaCl a TWEEN 20. Naopak nejvice aglomerovaly ¢astice
ve vodé, 0,5 M NaCl a 0,05 M TRIS/HCI pH 7,8.
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