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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva testovanim nové vyvijen¢ho zafizeni pro porovnani
vlastnosti protilatek s cilem vybrat mezi produkty dostupnymi na trhu tu s nejvyssi specifitou
a afinitou k danému antigenu. Jako modelovy systém antigenu a protilatky byl pouzit
chymotrypsin a anti-chymotrypsinové praseci sérum, pro ktery byl nejprve vyvinut protokol
pro klasicky dotblot. Ziskany protokol se nasledné pouzil u testovaného zatizeni, které také
pracuje na principu dotblotu. Pfi dalSich experimentech se jiz pfistoupilo k jinym systémtm

antigen — protilatka a porovnavaly se vlastnosti protilatek ur¢ené pro konkrétni aplikace.

KLICOVA SLOVA

dotblot, afinitni dotblot, protilatka, ELISA, antigen, chymotrypsin, bakterie, protein

ANNOTATION

The thesis deals with testing of the newly developed device for comparison
of antibody properties with the aim to select the antibody with the highest specifity
and affinity to the desired antigen between available products on the market. As a model
system of antigen and antibody, the chymotrypsin and the anti-chymotrypsin swine serum
were selected and thus the classic dotblot protocol was developed first. The final protocol
was applied on the tested device that works also on dotblot principle. In further experiments,
comparation properties of antibodies for specific applications on other antibody-antigen

system was performed.

KEYWORDS

dotblot, affinity dotblot, antibody, ELISA, antigen, chymotrypsin, bacteria, protein



SEZNAM ZKRATEK

Ab — protilatka (z angl. Antibody)

Ag — antigen

AP — alkalicka fosfataza (z angl. Alkaline phosphatase)

ApoE — apolipoprotein E

BL — slepy vzorek (z angl. Blank)

BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)
EIA — enzymaticka imunoanalyza (z angl. Enzyme Immunoassay)
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EpCAM — adhezivni molekula epitelialnich bunék (z angl. Epithelial Cell Adhesion
Molecule)

HGPRT — hypoxanthin-guanin-fosforibozyltransferaza

HRP — kienova peroxidaza (z angl. Horse Radish Peroxidase)

Ig — imunoglobulin

IgG — imunoglobulin tfidy G

ITC — isotermalni titra¢ni kalorimetrie (z angl. Isothermal Titration Calorimetry)
OPD - o-fenylendiamin

PB — fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffer)

PBS-T — fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného a Tweenu 20 (z angl. Phosphate Buffer
Saline-Tween)

PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
PNPP — p-nitrofenylfosfat

PVDF — polyvinydilen difluorid

SPR — povrchova plasmonova rezonance (z angl. Surface Plasmon Resonance)

TMB - 3,3",5,5"-tetramethylbenzidin
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UvVOD

Jednim ze zékladnich kament vedoucim k spésnému dokonceni mnoha
biotechnologickych a biomedicinskych experimenti jsou kvalitni a specifické protilatky.
Kvalita komer¢né dodavanych protilatek se ovSem velmi lisi vyrobce od vyrobce jak cenou,
tak i jejich schopnosti specificky vazat antigen. Velice Casto se stava, ze protilatky mohou
vazat vice proteinli neZ jen pozadovany antigen (zkiizend reaktivita), coz je pozorovano
u monoklondlnich i polyklonalnich protilatek. V horsich ptipadech, coz se také neziidka
stava, vazou vsechno jiné nez cilovy antigen. U polyklonalnich protilatek se navic objevuje
problém s variabilitou Sarzi. I kdyz jsou ptipraveny imunizaci stejného zvifete, produkovany
koktejl protilatek je vzdy trochu jiny, tedy dochazi k zasadnim nedostatkiim
Vv reprodukovatelnosti vysledk.

Dtivodem, pro¢ se kvalité protilatek zacalo vénovat tolik pozornosti je, ze bylo
spocitano, kolik se vyplytvd materidlu, Casu a penéz na vyzkumech zalozenych
na nekvalitnich protilatkdch. Bylo zjiSténo, ze jenom v biomedicinském vyzkumu napfti¢
Spojenymi staty americkymi je to cca 350 milionti dolarti ro¢né. DalSim problémem je,
zepouze asi 44 % publikaci poskytuje dostatené¢ podrobné informace o pouzZitych
protilatkach (alesponn nazev vyrobce), coz znemoziuje zopakovat vétSinu experimentu.
Znana cast v&decké obce totiz divéfuje tomu, co vyrobce uvede na obalu a vlastnim
oveétenim protilatek se jiz nezabyva. To mize vést ke zkreslujicim az mylnym zavérim celého
vyzkumu [1].

V ramci revize jiz provedenych studii podle G. Bedleye (Tetra Logic Pharmaceuticals,
Malvern, Pensylvanie) nebylo z diivodu pouZitych protilatek mozné zopakovat vysledky
47 z 53 klicovych studii zabyvajicich se vyzkumem rakoviny [1, 2]. Alarmujici situace vedla
ke vzniku riznych iniciativ mapujicich mnoha zptsoby kvalitu protilatek. Jednim z nich
je naptiklad portal antibodypedia.com (spravovany The Human Protein Atlas),
ktery shromazd’uje validacni 1Udaje pro rGzné experimentdlni techniky o vice
nez 1,8 milionech dostupnych protilatek, podobné jako i antibodyregistry.org. Jako dalsi
muzZzeme jmenovat portdl antibodies-online.com, ktery vytvofil projekt pro nezavislé
laboratote, které provadély testovani protilatek vétSinou na ndklady vyrobce v ramci 275
studii. Pomoci iniciativ se podafilo vytvofit tlak na spolecnosti prodavajici protilatky.

Naptiklad spole¢nost Abgent (San Diego, Kalifornie) a jeji dcefina spole¢nost WuXi AppTec
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(Sanghaj, Cina) po otestovani viech svych protilatek, prestala vyrabét zhruba jednu tfetinu
[1].

Nabizi se otdzka, jak zajistit standardizaci protilatek ve vyzkumu. Podle tvrzeni
A. Bradburyho a A. Pliickthuna zvefejnéného v Nature v roce 2015, pod které se podepsalo
dalsich 110 signatait, je nutné protilatky pouzivané ve vyzkumu normalizovat [3]. Jednou
Z moznosti, jak se vyvarovat problémim s reprodukovatelnosti vysledkli, je pouzivat
rekombinantni protilatky, které jsou definovany jiz na urovni DNA a vyKazuji tak minimalni
variabilitu 1 mezi jednotlivymi Sarzemi. Rekombinantni protilatky by také mohly poslouzit
jako prvek standardizace protilatek na trhu. Dodavatelé a vyzkumnici by je vSak museli
optimalizovat pro specifické aplikace, coz by bylo velmi ¢asové a finan¢né naro¢né [3, 4].

Nez k takové standardizaci dojde je nejvhodnéjsi si protilatky pe¢livé vybrat a overit
si, zda jsou pro planovany experiment pouZzitelné. Moznosti jak to provést je vice napf.
metodou ELISA, westernblotting, povrchova plasmonova resonance nebo izotermalni titrani
kalorimetrie. Jelikoz jejich provedeni vyzaduje drahé piistrojové vybaveni nebo jsou pomérné
pracné, vénujeme se v této praci testovani nové vyvijeného zafizeni, které by mohlo

nabidnout alternativu ke stavajicim technikam.

12



1 TEORETICKA CAST

1.1 Imunochemické metody

Imunochemické metody patii v dnesni dobé k nejcastéji vyuzivanym metodam
pfi analyze biologickych vzorki. Jejich hlavnimi pfednostmi je dostate¢na citlivost a vysoka
specifita stanoveni, coz z nich v kombinaci s jednoduchym a relativné rychlym provedenim
déla metody vhodné k rutinni analyze. Ve vétSiné pripadu je lze snadno automatizovat.
Jejich provoz nevyzaduje slozitou a destruktivni pfipravu vzorku ani drahé piistrojové
vybaveni. Zakladem vSech imunochemickych metod je vysoce specificka a citliva reakce
mezi antigenem a protilatkou. [5, 6].

Imunochemicka analyza byla vyvinuta v Sedesatych letech 20. stoleti. Poprvé byla
vyuzita v roce 1959 S. A. Bensonem a R. S. Yalowem pro stanoveni hladiny inzulinu v lidské
plazmé [7] a v roce 1960 R. P. Ekins aplikoval imunochemickou detekci na elektroforeticky
rozdéleny tyroxin z lidské plazmy [8]. Pfi prvnich imunoanalyzach byla k detekci pouzivana
znamd koncentrace radioizotopov€é znafen¢ho analytu a diky dobré detekovatelnosti
radioizotopli byla dosazena vysoka citlivost stanoveni. Od pocatki vyuzivani
imunochemickych metod doslo k nékolika vyznamnym zlepSenim v oblastech: sestaveni
testu, pouzitych ¢inidel a detekénich systéma [6]. Jako piiklady lze uvést zavedeni
imunochemickych analyz se znaCenymi protilaitkami [9, 10] nebo navéazani protilatek
na pevnou fazi [11]. K zasadnim bodim ve vyvoji téchto technik mize byt bez pochyby
zafazena produkce monoklondlnich protilitek pomoci hybridomové technologie,
jejichz vyuzitim v imunoanalyze byla dosazena jesté vyssi specifita a citlivost stanoveni [12].

Imunochemické testy lze klasifikovat podle nékolika rtuznych kritérii, jak popisuje
schéma na obr. 1. Podle typu detekce mohou byt imunochemické testy déleny na testy
neznacené a na testy vyuzivajici k detekci znacené Cinidlo. Metody detekce interakce antigent
a protilatek, které nevyuzivaji znacenych ¢inidel, se staly podstatou velmi citlivych senzort
napiiklad snima¢ povrchové plasmonové resonance (kap. 1.4.1) nebo ponckud klasictejsi
imunonefelometrii a imunoturbidimetrii. U znacenych imunotestt mutze byt znaCenym
¢inidlem antigen nebo protilatka, coz zaleZi na celkovém uspofadani testu. Jako znacka
se vyuziva latka, kterd vykazuje méfitelnou vlastnost, nejcastéji je to enzymaticka aktivita
nebo flourescence avsoucasné dobé méné cCasto vyuzivana radioaktivita. Znacené
imunochemické testy jsou vyuZzivany castéji nez testy neznaCené, nicméné trend se ubird

ve sméru vyvoje co nejjednodussich ptimych stanoveni [13].
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Obr. 1: Schéma klasifikace znaenych imunochemickych testd ; Upraveno dle zdroj obrazku [1]

1.2 Protilatky

Protilatky, nazyvané také jako imunoglobuliny (1g), tvoti velkou skupinu glykoproteint.
Jejich hlavni charakteristickou vlastnosti je schopnost védzat se na antigeny vyskytujici
se napiiklad na bunkach rizného plivodu. V téle jsou produkovany plazmatickymi butikami
[5]. Molekuly jednotlivych imunoglobulinii jsou sloZzeny z jedné nebo nékolika podjednotek
tvaru Y (jejich pocet zavisi na tfid€¢). Kazda podjednotka se sklada ze dvou identickych
tézkych (oznaCovany H) a dvou identickych lehkych (oznafovany L) fetézcl navzijem
propojenych disulfidickymi mustky (viz obr. 2). Aminokyselinové slozeni amino-
terminalnich koncii polypeptidovych fetézct je velice rozmanité, a proto se tyto ¢asti oznacuji
jako variabilni oblasti Ig (V). Kazdy lehky tetézec obsahuje tedy jednu variabilni doménu
a jesté jednu doménu konstantni, jejiz aminokyselinové sloZeni je oproti variabilni relativné
stalé. Tézké tetézce jsou slozeny zjedné variabilni a tfi konstantnich domén. Variabilni
domény tézkych a lehkych ftetézcti zprostiedkovéavaji vazbu antigenu a toto uskupeni
se nazyva Fab fragment (antigen binding fragment). Interakci protilatek s imunitnimi bunikami
zajiStuje oblast zvana jako Fc fragment, ktera je tvofena konstantnimi ¢astmi t€zkych fetézct.
Podle Fc oblasti jsou protilatky zafazeny do péti zakladnich tfid (IgG, IgM, IgA, IgD a IgE)

nékdy oznacovanych jako izotypy. Kazdy tézky tetézec ma piiblizné¢ dvojndsobny pocet
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aminokyselin a dvakrat vétsi molekulovou hmotnost (50 kDa) neZ lehky fetézec (25 kDa).
Celkova molekulova hmotnost jednoho monomeru Ig je tedy 150 kDa [14, 15].

Interakce mezi protilatkou a pfisluSnym antigenem je zprostiedkovana specifickymi
vazebnymi misty. Vazebné misto protilatky je nazyvano paratop a vazebna mista na antigenu
epitop. Jelikoz ma jedna monomerni molekula imunoglobulinu k dispozici dva paratopy,
muze tvofit vazbu se dvéma epitopy antigenu. Jako Cinidla v imunochemickych testech
se protilatky dle zptsobu vyroby déli na monoklonalni (kap. 1.2.2) a polyklonalni protilatky
(kap. 1.2.1) [15].

pantova oblast

lehky retezec Fab oblast

tezky retézec Fc oblast

—_— V = variabilni domeéna
C = konstantni domeéna

A N
COOH COOH

Obr. 2: Struktura molekuly imunoglobulinu; Upraveno dle zdroj obrazku [2]
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1.2.1 Polyklonalni protilatky

Imunitni odpovéd’ organismu na antigen je pfirozené heterogenni a vznika pii ni mnoho
druht bunéénych linii plazmatickych bunck, které produkuji protilatky proti stejnému
antigenu, které mohou byt namifeny proti jeho riznym epitopim. Dusledkem této heterogenni
reakce plazmatickych bun¢k je vznik smési protilatek raznych tfid a podtiid s riznou
specifitou. Pravé proto, ze tato smes protilatek vznikla z n€kolika klont jiz zminénych
plazmatickych bunék, jsou nazyvany polyklonalni. Tyto protilatky jsou ziskdvané piimo
ze séra imunizovanych zvifat a vyuzivaji se jako primarni ¢i sekunddrni protilatky
v imunochemickych testech [16].

Diulezitym krokem pro ptfipravu polyklonalnich protilatek je imunizace laboratornich
zvitat pozadovanym antigenem. Stejn¢ jako v pfipadé monoklonalnich protilatek
se imunizacni davka podava v pribéhu nékolika tydni. Dochazi tak ke stimulaci B-lymfocyta
k produkci velkého mnozstvi protilatek namifenych proti danému antigenu. Vzniklé antisérum
muze byt vyuzito v surové form& nebo mohou byt specifické protilatky izolovany pomoci
afinitniho ¢isténi [17].

Laboratorni zvifata pouZivana pro produkci polyklonalnich protilatek jsou nejcastéji
krysy, kralici, prasata, kozy, ovce, morcata a mysi. Pro chov laboratornich zvifat
jsou stanovena ptesna pravidla, jejichz dodrzovani je ptisné kontrolovano a cely experiment
musi byt peclivé dokumentovan. Imunizacni ddvka antigenu je podévana subkutanné
jako emulze v kompletnim Freundové adjuvans nebo nekompletnim Freundové adjuvans.
Tvorba poZadovaného mnoZstvi polyklonalnich protilatek zavisi na druhu imunizovaného
laboratorniho zvifete. Pozadované protilatky se ziskavaji z jejich krve. U malych zvifat,
jako jsou napiiklad mysSi nebo kralici, se provadi vykrvenim. Ziskané mmnozstvi krve
jeumérné jejich velikosti. Pro vys$i produkci protilatek se tedy vyuzivaji zvifata vétSiho
vzristu (prase, ovce, koza atd.), od kterych se miize opakované odebirat pfiblizné 500 ml krve
ptimo z kréni zily [6].

K purifikaci protilatek ze séra je mozZné vyuZit rtizné separatni metody. Jednou
z nejvyuzivanéjSich technik je separace pomoci kolonky naplnéné nosi¢em (naptiklad
sepharozou), na kterém je navazan protein A. Tento protein je ziskavan z bunénych stén
Staphylococcus aureus a vaze protilatky pfes Fc oblast. Separované protilatky zistanou
zachyceny na kolong, ze které jsou nasledné eluovany zménou pH [18]. Dalsi metoda vhodna

pro separaci polyklonalnich protilatek je afinitni chromatografie [6].

16



1.2.2 Monoklonalni protilatky

Monoklonéalni protilatky jsou produkty jednoho klonu hybridomovych bunék.
Hybridomové  buniky  vznikaji  splynutim  slezinnych  B-lymfocytd,  ziskanych
od imunizovanych mys$i, a nadorovych bunék myelomu. Touto fuzi jsou ziskavany
imortalizované buniky produkujici identické protilatky s vysokou specifitou proti zvolenému
antigenu, které se nazyvaji monoklondlni. Diky témto vlastnostem se s vyhodou
vyuzivaji pfi izolacich nebo stanovenich riznych antigeni. Monoklonalni protilatky
jsou na rozdil od polyklonalnich specifické pouze proti jedinému epitopu antigenu [19, 20].

Hybridomova technologie pro produkci monoklonalnich protilatek (viz obr. 3)
byla vyvinuta v roce 1975 G. Koéhlerem a C. Milsteinem [12]. Klony myelomovych bunék
produkujici protiladtky s pozadovanou specifitou mohou byt kultivovany dvéma zpusoby.
Prvnim je kultivace v zivném médiu (in vitro technologie), kdy jsou protilatky produkovany
pfimo do média. V druhém ptipad€ jsou myelomové bunky vpraveny do peritonedlni dutiny
laboratornich zvifat (in vivo technologie) a protilatky se pak ziskavaji z tvofici se ascitické
tekutiny. Z laboratornich zvitat je k tomuto G¢elu mozné vyuzit mys$i nebo kraliky. In vivo
technologie ziskavani monoklonalnich protilatek je mnohem jednodusi a levnéjsi. V pfipadé
nadmérného nahromadéni tekutiny nebo rozvoje agresivniho nadoru, jako dasledku aplikace
hybridomovych bunék, jsou ale zvifata vystavena velkému stresu a bolesti. Z humannich
divoda se proto vyuziva predevsim kultivace in vitro. Doposud nebyl nalezen zadny jiny
zpusob generovani hybridomu, ktery by nevyzadoval pouziti zvifat [20].

Imunizace laboratornich zvifat se provadi intravendznim nebo intraperitonealnim
podanim pozadovaného antigenu, ktery se upravuje emulgaci s inkompletnim Freundovym
adjuvans. Jedna se o emulzi mineralniho oleje a vody, ktera zajisti pomalé uvoliovani
antigenu a tim i stimuluje dlouhotrvajici protilatkovou odpovéd’. Imunizace se zpravidla
provadi kazdé 2-3 tydny. Jakmile je dosazen dostatecny titr pozadovanych protilatek, jsou
zvifata usmrcena a je jim odebrana slezina (plati pouze pro in vitro produkci),
ktera je zdrojem bunék pro naslednou fizi s myelomovymi bunkami [21].

Pro zjisténi mnozstvi produkovanych protildtek se po nékolikatydenni imunizaci
provadi screeningové testovani. Pomoci humannich technik jsou imunizovanym zvifatim
odebrany vzorky krve, které jsou podrobeny analyze metodami, jako jsou naptiklad ELISA
nebo prutokova cytometrie. Pokud je titr pozadovanych protilatek dostatecné vysoky, mutize

byt provedena fuze. V ptipad¢ nedostatecné produkce protilatek jsou mysi podrobeny dalSim
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imunizacnim davkam, dokud neni dosaZena vyhovujici hladina protilatek, kterd je stanovena

opakovanym vzorkovanim [22].

muizovaneé zvire

bunky seziny X myelomove bunky
splynuti
(== S B selekee hybridh na HAT médiu
l«-— testovani kvality protilatek
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14—- testovani kvality protilatek
zmrazeni ——=poztivni klony
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Obr. 3: Zakladni protokol pro ziskani monoklonalnich protilatek z hybridnich myelomovych bunék; Upraveno
dle zdroj obrazku [3]
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Samotnd bunécna flaze se provadi spolecnym odstiedénim cCerstvé ziskanych
slezinnych B-lymfocyti a pfedem pfipravenych myelomovych bunék v polyethylenglykolu,
ktery zajisti propojeni bunéénych membran [20]. Myelomové bunky vyuzivané pro tcely
produkce protilatek hybridomovou technologii nejsou schopny syntetizovat vlastni protilatky.
Buniky jsou vybirdny na zéklad¢ inhibice mechanismu syntézy. V¢étSina savCich bunék
je schopna syntetizovat nukleotidy de novo nebo pomoci takzvané ,,zachranné cesty®.
De novo syntéza vyzaduje pfitomnost tetrahydrofolatu jako kofaktoru a mize byt blokovana
inhibitorem aminopterinem. V piipadé ,,zachranné cesty” dochazi k pfimé pfeméné purina
a pyrimidind na pozadovany nukleotid. Klicovym enzymem piemény hypoxantinu a guaninu
na inosinmonofosfat a guanosinmonofosfat je hypoxanthin-guanin-fosforibozyltransferaza
(HGPRT). Konverzi thymidinu na thymidinmonofosfat, pak zajistuje enzym thymidinkinaza.
Jakakoliv mutace v jednom ztéchto dvou enzymu blokuje ,,zdchrannou cestu syntézy
nukleotidu‘ [23].

Slezinné B-lymfocyty produkujici protilatky maji omezenou zivotnost, naopak
myelomové buiky jsou téméf nesmrtelné. Pro zajisténi citlivosti myelomovych
bungk k selek¢nimu  HAT médiu obsahujicimu hypoxantin, aminopterin a thymidin,
jsou tyto bunky tyden pied fazi kultivovany s 8-azaguaninem. Aminopterin, obsaZzeny
Vv selekénim médiu, blokuje syntézu nukleotidl a bunky jsou tak donuceny vyuzit pro syntézu
nukleovych kyselin alternativni cestu [20]. Na HAT médiu tedy budou dale rust pouze bunky
fuzované. K eliminaci neflizovanych slezinnych nebo myelomovych buné€k dochazi proto,
ze samotné B-lymfocyty na HAT médiu rostou velice pomalu nebo vibec a myelomové
Hybridomové buiky vSak od myelomovych bunék ziskaly schopnost rustu in vitro
a od slezinnych B-lymfocytii zase geny pro HGPRT, mohou tedy rist na HAT médiu,
coz se uspésné vyuziva pro jejich selekci [23]. Takto vykultivované buiky jsou rozdéleny
do jamek mikrotitracni desticky obsahujicich bunky odvozené od savéich peritonealnich
bunék, 0 kterych se ptfedpoklada, ze podporuji rist hybridomovych bunék produkci riistovych
faktorti. Ve fazi hybridomi mohou byt buniky zamrazeny a uchovany pro piipadné pozdéjsi

pouziti [20].

1.2.3 Srovnani monoklonalnich a polyklonalnich protilatek

Vyhodou monoklonalnich protilatek je fakt, ze hybridomy vyuzité k jejich vyrobg,
jsou jejich stalym zdrojem, a proto vSechny Sarze produkovanych protilatek budou shodné.
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Zvysuje se tim standardizace experimentalnich postupt a vysledkii. Pokud jsou podminky
provadénych pokusti udrzovany na konstantnich hodnotach, jsou jejich vysledky vysoce
reprodukovatelné. Na rozdil od polyklondlnich protildtek rozpozndvaji monoklonalni
protilatky pouze jeden epitop na antigenu. Diky jejich vysoké specifit¢ k danému epitopu
se snizuje sila signalu na pozadi na minimum. Taktéz moznost kiizové reaktivity s dalSimi
proteiny je mén¢ pravdépodobna. Vysoka specifita monoklonalnich protilatek je s vyhodou
vyuzivana k afinitnimu CiSténi smési ptibuznych molekul. Specifita monoklonalnich
protilatek ma vSak i své nevyhody, jednou z nich je citlivost na poSkozeni cilového epitopu,
tamize byt castetné kompenzovana spojenim dvou nebo vice monoklondlnich protilatek
namifenych proti stejnému epitopu. Také naklady na jejich pfipravu jsou oproti
[24, 25]

Jak uz bylo uvedeno polyklonalni protilatky rozpoznavaji vice epitopit jednoho
antigenu, toho je mozné vyuzit pro kvalitativni stanoveni proteinli s nizkou expresi.
Protoze na rtznych epitopech cilového antigenu bude navazéno vice protilatek, dojde
k zesileni signalu. Diky podobnému principu je dosahovano lepSich vysledkl i pii vyuZiti
polyklondlnich protilatek k imunoprecipitaci. Proti monoklonalnim protilatkdm se vyznacuji
vysSi toleranci k men$im zméndm ve struktufe antigenu, jako jsou napiiklad heterogenita,
glykosylace nebo mirna denaturace. Mezi vyhody polyklonalnich protilatek patii bez pochyby
1 jejich relativné rychld a finanéné méné narocnd vyroba. Hlavnimi nevyhodami
polyklonalnich protilatek jsou: variabilita mezi jednotlivymi Sarzemi, velké mnoZstvi
nespecifickych protilatek mtze v nékterych aplikacich tvofit nezadouci signal na pozadi,
vykazuji zktizenou reaktivitu a je nevhodné je pouzivat pro zkoumani specifickych domén
antigenu. Z etického hlediska je nutné podotknout, ze pro produkci polyklonalnich protilatek
je nezbytné, aby celou dobu probihala Vv téle imunizovaného zvifete. U hybridomové
technologie mtize byt pouzito pouze jedno zvife na pocatku pro ziskani vhodnych klont
hybridomovych bunék, které uz mohou byt dale opakované kultivovany in vitro,
pomnozovany nebo dokonce zamrazeny v kapalném dusiku a dlouha léta uchovavany [16,
25].
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1.3 Antigen

Druhou ¢ast imunokomplexu vznikajictho pfi imunochemickych stanovenich
predstavuje antigen. Drtiva vétSina antigenll je proteinové povahy a mizeme je délit podle
nekolika kritérii: naptiklad podle ptivodu na antigeny exogenni, endogenni nebo autoantigeny.
Obecné lze tvrdit, Ze antigen je latka, ktera ma schopnost specificky reagovat se slozkami
imunitniho systému. Vysledkem reakce antigenu s protilatkou je jiz zminény imunokomplex.
Dalsi dulezitou vlastnosti antigenu je jeho schopnost vyvolat imunitni odpovéd.
Tato vlastnost se nazyva imunogenicita antigenu a vyuzivad se napiiklad pii produkci
detekénich protilatek vyuzivanych k imunochemickému stanoveni [5, 26]. Misto na molekule
antigenu, které se pfimo ucastni vazby s paratopem protilatky se nazyva epitop (také antigenni
determinanta). Jedna se o nejmens$i strukturni oblast molekuly antigenu, kterd zapada
do vazebného mista na protilatce [27]. Epitop kazdého antigenu je vyjadien jinou sekvenci
aminokyselin. Je dokdzdno, Ze v oblasti antigenni determinanty je vysS$i koncentrace
aminokyselin s aromatickym postrannim fetézcem [28]. Aminokyseliny, nebo jejich funkéni
skupiny tvofici epitop antigenu, nejsou usporadany linearné vedle sebe, ale v tercidlni
struktufe antigenu maji na jeho povrchu blizkou polohu. Z toho vyplyva, ze poSkozeni tohoto
mista napfiklad denaturaci mize mit negativni dopad na tvorbu imunokomplexu a néasledné
I na vysledky stanoveni.

Vazba paratopu protilatky na epitop antigenu je zprostiedkovana néckolika
nekovalentnimi vazbami, jakymi jsou: vodikové vazby, elektrostatické sily, hydrofobni
interakce a Van der Waalsovy sily. Elektrostatické sily a vodikové vazby maji diky jejich
pomérmn¢ dlouhému dosahu vyznam ptedev§im pii rychlosti tvorby imunokomplexu.
Sily s kratkym dosahem (Van der Waalsovy sily a hydrofobni vazebné interakce) zajistuji
pevnost spojeni a zabranuji disociaci komplexu. Epitop antigenu naseda s vysokou afinitou
do vazebného mista protilatky, které ma tvar pfipominajici Stérbinu. Pfimého kontaktu
se mohou ucastnit 4 aZz 17 obvykle nabitych aminokyselinovych zbytki. Pokud je Stérbina
vazebného mista protilatky vétsi nez odpovidajici epitop, mtize dojit k vazbé této protilatky
najiny epitop podobné struktury skompatibilnimi nabitymi aminokyselinovymi zbytky.
Tento jev ma za nasledek zkiizené reaktivity pii provadéni imunochemickych testovani [6].
| zaména pouze jedné aminokyseliny této sekvence miize interakci antigenu a protilatky
znaéné ovlivnit [5]

Silu vazby mezi epitopem antigenu a jednim vazebnym mistem protilatky udava afinita.

Je definovana afinitni konstantou (Ka) a fidi se zakladnimi termodynamickymi principy
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jako obecné vSechny reverzibilni biologické interakce. Hodnota Ka popisuje, kolik komplexi
protilatka-antigen existuje Vv okamziku dosaZeni rovnovéhy. Cas potfebny k dosazeni
rovnovahy je zavisly na rychlosti difuze. Protilatky s vysokou afinitou budou vazat vétsi
mnozstvi antigenu za kratS$i ¢as nez protilatky nizko afinitni. JelikoZz jsou monoklonalni
protilatky homogenni a selektivni pouze pro jediny epitop, miize byt jejich afinita piesné
zmétena. U polyklondlnich protilaitek miize byt stanovena pouze primérnd hodnota jejich
afinity. Divodem je jejich heterogenita, jednd se o smés protilatek s riznymi afinitami
rozpoznavajici nékolik epitopti antigenu [29].

Miru celkové stability vzniklého imunokomplexu udava avidita. Ta zahrnuje afinity
vSech paratopt protilatky k epitoplim antigenu a je ovliviiovana i vzajemnym prostorovym
usporadanim interagujicich molekul, zahrnuje tedy vsSechny faktory spojené s vazebnymi
interakcemi. Znalost avidity protilatek dobfe odrazi jejich biologickou dileZitost a jeji znalost

mize vyznamné prispét K porozuméni mechanismui nékterych onemocnéni [30].

1.4 Metody stanoveni afinity a avidity protilatek

Znalost afinity a avidity protilatek mize byt dilezitym kritériem pro vybér vhodnych
diagnostickych protilatek pro sestaveni funkéniho imunochemického testu. V soucasné dobé
si za ucelem stanoveni avidity a afinity miZeme vybrat z n€kolika modernich analytickych
metod, kterymi byva zpracovano velké mnoZstvi riznych vzorkl za relativné kratkou dobu,
jako je naptiklad metoda povrchové plasmonové rezonance (kap. 1.4.1) nebo izotermalni
titraéni kalorimetrie (kap. 1.4.2). Tyto techniky vyzaduji specialni pfistrojové vybaveni,
jehoz pofizeni a provoz je velmi nakladny, jsou tedy vhodné spise pro velké firmy nebo elitni
vyzkumna centra. Interakce antigenu s protilatkou mize byt posuzovana také podle hodnoty
disocia¢ni konstanty, techniky pro jeji stanoveni jsou vSak zdlouhavé a v bézné praxi
se neprovadéji. Pro potteby béznych laboratofi je nejpouzivangj$i metodou stanoveni afinity
aavidity protilatek metoda ELISA. Zminéné techniky jsou podrobnéji popsany

Vv nasledujicich kapitolach.

1.4.1 Povrchova plasmonova resonance

Povrchova plasmonova resonance (SPR — surfce plasmon resonance) patfi mezi

optické analytické techniky pouzivané pro detekci molekularnich interakci. Molekuly ligandu
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jsou imobilizovany na tenkém kovovém filmu v biosenzoru, ktery je nejcastéji tvofen vrstvou
zlata, stiibra nebo titanu. Pomoci mikrofluidniho systému jsou pfivadény molekuly analytu,
které interaguji s imobilizovanym ligandem [31]. Ptes opticky hranol je ke kovové vrstvé
nasmérovano polarizované svétlo (laser), kde jsou v kritickém thlu dopadajiciho svétla
generovany povrchové plasmony. Absorpce svétla se jevi jako pokles svételné intenzity.
Velikost kritického uhlu je zavisla na indexu lomu média proudiciho celou senzoru a méni se,
pokud molekuly analytu interaguji s imobilizovanym ligandem [32]. Elektromagnetické pole
dopadajiciho svétla pronika desitky nanometrGi do povrchu, kde dochazi ke stimulaci
rezonan¢ni oscilace valen¢nich elektroni daného materidlu. Tato oscilace sniZzuje intenzitu
odrazen¢ho svétla a v dasledku pfenosu rezonancni energie mezi evanescentni vinou
a povrchovymi plasmony dojde k emisi povrchové plasmonové rezonance. Podminky
rezonance jsou ovlivnény typem a mnozstvim molekul adsorbovanych na povrch,
coz umoziuje jeho charakterizaci. Plosny plasmon je projevem kolektivniho kmitani
valen¢nich elektronti pevné latky, které nastane po stimulaci dopadajicim svétlem [33].

Konstrukci SPR senzoru schematicky znazornuje obr. 4.
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Obr. 4: Schématické znazornéni senzoru pro SPR analyzu; Upraveno dle zdroj obrazku [4]
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Metoda SPR poskytuje v realném case nejen informace o0 vazebné sile (afinité)
mezi zkoumanymi makromolekulami, ale také o kinetice vzniku vazby. Jako vyhoda oproti
metodé ELISA muizZe byt vnimana detekce bez pouziti jakychkoli znacek. Diky SPR analyze
je mozné rychle a kvantitativné charakterizovat interakce mezi molekulami. Zakladni kroky

kazdé SPR analyzy jsou znazornény na obr. 5 [34].
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Obr. 5: Senzogram popisujici faze analyzy; Upraveno dle zdroj obrazku [5]

1.4.2 Izotermalni titra¢ni kalorimetrie

Jednou z technik, které lze pouzit pro analyzu molekulovych interakci, mezi které patii
| reakce mezi antigenem a protilatkou, je izotermalni titra¢ni kalorimetrie (ITC — isothermal
titration calorimetry). Tato technika je zalozena na zaznamenavani zmén entalpie,
které nastanou Vv dasledku vzniku vazeb mezi slozkami analyzované smési (napiiklad
interakce mezi antigenem a protilatkou nebo ligandem a receptorem) [35]. Schéma aparatury
vyuzivané pii ITC znazorfuje obr. 6.

Kalorimetr vyuzivany k tomuto méfeni se sklada ze dvou identickych cel, vyrobenych
z chemicky inertniho a vysoce tepeln€ vodivého materidlu. Obé cely jsou umistény
Vv adiabatickém plasti. K zaznamenéavani teplotniho rozdilu mezi referen¢ni celou, naplnénou
pouze pufrem nebo vodou, a mérnou celou se vzorkem slouzi citlivé termoclanky.
Pted samotnym déavkovanim ligandu je na referentni celu aplikovan konstantni vykon,
ktery pfedstavuje zpétnou vazbu. Béhem experimentu jsou davkovany piesné znamé malé
alikvoty roztoku jedné slozky (ligandu) do kalorimetrické cely naplnéné roztokem druhé
vazebné slozky (analytu), ktera je v nadbytku. Reakce obou slozek vyvola,
podle termodynamické povahy reakce, vznik nebo ubytek tepla. Zaznamenava Casova

zavislost piikonu potiebného Kk udrzeni stejnych teplot mezi celami, jinak feGeno Casova
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zavislost piikonu pottebného k udrzeni izotermalnich podminek. [35, 36]. Velkou nevyhodou

je vysoka potizovaci cena pfistroje a vysoké provozni naklady jednotlivych analyz.
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Obr. 6: Schématické znazornéni izotermalniho titra¢niho kalorimetru (A) a charakteristicky titra¢ni experiment
(B) s vyhodnocenim (C); Upraveno dle zdroj obrazku [6]

1.4.3 Metody zaloZené na stanoveni rovnovazné konstanty

Mira interakce antigenu a protilatky mize byt posuzovana i podle hodnoty rovnovazné
konstanty. Pokud dojde k reverzibilni vazbé protilatky na antigen, plati Guldberg-Waagtv
zdkon a Je ustanovena rovnovaha. NejpouzivangjSimi matematickymi modely
pro kvantitativni popis této rovnovadhy je Scatchardova nebo Langmuirova zavislost.
Tyto modely se zamé&fuji na jednotliva vazebna mista protilatky a za piedpokladu, ze afinita
kazdého konkrétniho vazebného mista protilatky pro antigen neni ovlivnéna obsazenim
ostatnich mist, definuji rovnovaznou (afinitni) konstantu. Afinitni konstanta protilatek
se b&zné vyskytuje v rozmezi od 10° mol.I"* do 10™ mol.I"* a jeji hodnotu miZe ovliviiovat
pH, teplota nebo napftiklad iontova sila roztoku. Pro jeji stanoveni je potfeba urcit molarni
koncentrace navazaného inenavazaného antigenu a také celkovou koncentraci vazebnych
mist protilatky, kterou lze ziskat vyndsobenim molarni koncentrace protilatky poctem jejich

vazebnych mist [6, 29].
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Jednou z technik, kterou je mozné stanovit afinitni konstantu je rovnovazna dialyza.
Stanoveni probihd v dialyza¢ni vané predélené dialyzatni membranou nepropustnou
pro protilatky a zaroven propustnou pro nizkomolekularni antigeny a hapteny. Z jedné strany
je membrana v kontaktu sroztokem obsahujici pouze ¢isté protilatky a z druhé strany
se znacenym antigenem (nejcastéji se ke znaceni vyuziva radioaktivni izotop) nebo haptenem.
Membrana umoziiuje volnou difuzi antigenu po celém oObjemu dialyzaéni vany,
kdezto protilatky zistavaji pouze v pivodnim prostoru. Jakmile se antigeny dostanou
do kontaktu s protilatkami, dojde k formovani imunokomplext. Ve chvili, kdy je koncentrace
nenavdzaného antigenu v obou castech vany konstantni, ustanovi se rovnovaha. Signal
zméfeny v ¢asti vany puvodné obsahujici protilatky odpovida sumé koncentraci volného
I navazan¢ho antigenu a signal ziskany z druhé ¢asti vany udava koncentraci pouze volného
antigenu. JelikoZ ustanoveni rovnovahy miize trvat i vice nez 16 hodin, je za hlavni nevyhodu
této metody povazovana ¢asova naro¢nost [29, 37]. Rychlejsi metodou, ktera také k separaci
navazanych a nenavazanych komponent vyuziva semipermeabilni membranu, je membranova
filtrace. V ptipadé této techniky je prostup roztokd pfes membranu urychlen pomoci tlaku
zajisténé¢ho cCerpadlem, pro mensi objemy je mozné vyuzit i odstfedivou silu. Na rozdil
od vySe zminéné rovnovazné dialyzy je membranovou filtraci mozné vyuzit, v ptipadé
dostate¢né rozdilné molekularni hmotnosti reagujicich molekul, i K analyze interakci mezi
vysokomolekularnim antigenem a pfislusnou protilatkou [29].

K analyze molekulovych interakci lze vyuZit 1 rozdilnych absorp¢nich vlastnosti
volnych protilatek a protilatek s navazanym antigenem. Na zékladé¢ téchto vlastnosti pracuje
I spektrofotometrickd metoda zhaseni fluorescence. Obecné plati, ze molekuly absorbuji
svétlo o urCité vinové délce a ziskanou energii vyzaii v podobé svétla o vyssi vinové délce.
Pokud jsou Cisté proteiny (protilatky) ozafeny vinovou délkou v rozmezi 280 — 295 nm (UV
oblast), emituji svétlo v oblasti vinovych délek 330 — 350 nm. V pfipadé, Ze je na protilatce
navazana neflourescencni molekula (antigen nebo hapten) dojde K pienosu absorbované
energie i na ni a celkova flourescence protilatky klesne [29, 38].

NejstarSi separa¢ni metodou protilatek je precipitace siranem amonnym. Zakladni
princip vychazi z faktu, ze protilatky a jimi tvofené imunitni komplexy tvofi precipitat v 50 %
roztoku siranu amonného. Pro tento experiment se vyuzivaji antigeny (nebo hapteny) znacené
radioizotopem. Radioaktivni signal zméfeny u precipitatu pak odpovida mnozstvi navazaného
antigenu a radioaktivita supernatantu indikuje mnozstvi volného antigenu. V nékterych
pfipadech je mozné mnoZstvi navazaného a nenavdzaného antigenu stanovit také pomoci

gelové nebo afinitni chromatografie [29].
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1.4.4 Metoda ELISA

Metoda ELISA se fadi mezi enzymatické imunochemické metody (EIA — enzyme-
immunoassay). V soucasnosti existuje mnoho riznych podtypt EIA metod, které jsou
podobn¢ jako imunochemické metody, klasifikovany podle rtznych kritérii (viz kap. 1.1):
podle typu stanovované komponenty (antigen nebo protilatka), podle typu reakce
(kompetitivni nebo nekompetitivni) nebo podle poctu fazi reakéni smési, kdy jsou
tyto metody déleny na homogenni a heterogenni [29]. Klasifikaci enzymatickych
imunochemickych technik shrnuje nasledujici tabulka [13, 29, 39, 40].

Tabulka 1: Klasifikace heterogennich imunochemickych technik; Upraveno dle zdroj [13]

Ptimé metody vazajici antigen Stanoveni antigent (haptenii)
Kompetitivni Ptimé metody vazajici protilatku

Neptimé metody vazajici protilatku Stanoveni antigeni

Piimé metody vézajici antigen (makromolekularnich)

Nekompetitivni | Nepifimé metody vazajici antigen

(sendvicové) Metody s imobilizovanym antigenem

Stanoveni protilatek
Metody s imobilizovanou protilatkou

1.4.4.1 Sendvi¢ova ELISA metoda

Zékladnim principem metody ELISA je postupna tvorba imunokomplexu,
jehoz uspotadani zavisi na tom, zda je stanovovanym analytem antigen nebo protilatka.
V piipadé stanoveni mnozstvi protilatek ve vzorku je K povrchu pevné faze ukotveny
ptislusny antigen. Pokud je analytem antigen, je Kk povrchu imobilizovana specificka
protilatka. Nevyuzity povrch je blokovan (napf. hovézim sérovym albuminem) a nasledné
se davkuje vhodn¢ nafedény roztok vzorku. Béhem doby inkubace dojde k vytvofeni vazby
mezi molekulami ze vzorku a molekulami ukotvenymi na povrchu jamek. Piebytek
nenavazanych protilatek nebo antigenti je odmyt a v ptipad¢ stanoveni protilatek nasleduje
inkubace s vhodné zvolenym a nafedénym enzymaticky znacenym konjugatem. Pro stanoveni
antigenti mize byt nejprve aplikovana neznacena primarni protilatka a az nasledné konjugat.
Po uplynuti doby inkubace je nenavazany konjugat také odmyt. Vznikl¢ imunkomplexy

jsou zviditelnény pridanim smési vhodného substratu a chromogenu [39]. Pro stanoveni plati,
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ze spektrofotometricky zaznamenany signal je umérny mnozstvi stanovovaného antigenu
ve vzorku. To, Ze je stanoven obsah pouze sledovaného analytu, je zajiSténo pravé zarazenim
promyvacich krokt. Imunokomplexy vzniklé reakci nizko-afinitnich protilatek jsou promytim
rozruseny a vysledny signal je tedy tvofen imunokomplexy tvofenych vyhradné vysoce
afinitnimi protilatkami a stanovovanym analytem [41]. Postup stanoveni protilatek ze vzorku

sendvi¢ovou ELISA metodou znazoriiuje obr. 7.
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Obr. 7: Schéma provedeni postupu sendvi¢ové ELISA metody pro stanoveni protilatek; Upraveno dle zdroj
obrazku [7]

Metoda ELISA na$la v rutinni analyze hojné vyuziti pro stanoveni velkého mnozstvi
biologickych markerti [40, 42]. Tento test je vhodny pro stanoveni virovych infekci
jako je naptiklad infekce virem lidské imunodeficience (HIV), ktery ke stanoveni pfitomnosti
viru vyuziva specifické protilatky proti kapsularnimu virovému antigenu oznacovaného p24
[43]. Jako dalsi priklad vyuziti této metody pfi stanoveni virové infekce muze byt zminén
tieba prukaz viru hepatitidy typu C (HCV) pomoci stanoveni piitomnosti protilatek anti-HCV
vséru [44]. Velmi casto je pomoci ELISA testu stanovovana pfitomnost protilatek,
vyskytujicich se v disledku rtizného typu alergickych onemocnéni [45], s ¢imz také souvisi
I vyuziti pro stanoveni riznych alergenti nejen v potravinach [46—48]. Podobnym zplisobem
jako u alergii mohou byt stanoveny i autoprotilaitky u pacientl trpicich nékterymi
autoimunitnimi chorobami [49]. V neposledni fadé je ELISA vyuzivana i ve veterinarni

mediciné nebo v mikrobiologii [50, 51].
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1.4.4.2 Detekce u EIA metod

Jak jiz bylo zminéno, nejpouzivanéjSim zptisobem detekce u testi ELISA je stanoveni
pomoci enzymaticky zna¢eného konjugétu, jednd se o protilatku konjugovanou s enzymem
(tzv. sekundarni protilatka). Diive byly k detekci vyuzivany radioizotopy (poprvé popsano
v praci R. S. Yalow a S. Bersona v roce 1959) [7]. Pouzivani radioizotopu ma vSak, mimo
zdravotni rizika, 1 dal$i nevyhody. Jednou z nich je naptiklad ztrata aktivity v pritb¢hu cCasu,
detek¢ni protilatky tak musi byt opakované znaceny a testovany. K provedeni analyzy je také
nutné drahé specidlni vybaveni a vhodna likvidace veskerého odpadu, ¢imz se velmi snizuje
dostupnost radioizotopové detekce pro rutinni pouziti [52].

Pro zviditelnéni enzymatické reakce je nutné do reakéni smési ptidat vhodny substrat
(voli se podle specifity Kk pouzitému enzymu). Jedna se o chemickou slouceninu,
se kterou enzym specificky reaguje za vzniku produktii, které sami o sobé mohou v nékterych
pfipadech vést ke zméné zbarveni reakéni smési. Mnohem castéji se do reakce piridava
vhodny chromogen, ktery nasledné reaguje se zreagovanym substratem za vzniku barevné
slouceniny [40]. Nejcéastéji vyuzivané enzymy k tomuto ucelu jsou kienova peroxidaza (HRP)
a alkalicka fosfatiza (AP) [53]. Pro HRP se chromogen vyuziva 3,37,5,5'-
tetramethylbenzidin (TMB), jehoZ pfeména na barevny produkt je znazornéna na obr. 8, nebo
o-fenylendiamin (OPD) a pro AP nejcastéji p-nitrofenylfosfat (PNPP). Alkalicka fosfataza
ma vSak pomérn€ velkou molekulou (140 kDa), proto miiZe byt s jednou molekulou protilatky
konjugovana jedna, nanejvys dve€, molekuly enzymu. Tim je také omezeno mnozZstvi signélu,
které miiZze byt generovano. Pokud neni AP spravné uchovavéna, ztraci svoji stabilitu.
Kfenova peroxidaza je vyuZivana ke znaceni protilatek castéji nez AP. Diky jeji malé
molekule (40 kDa) mize byt konjugovano vice molekul HRP s jednou molekulou protilatky,
coz vede K amplifikaci signalu. Ten se mé&fi pomoci spektrofotometru v UV-VIS oblasti.
Pti fluorescen¢ni detekci se vyuzivaji substraty, které se pii enzymem katalyzované reakci
preméni na fluoreskujici produkt. K méfeni flourescence je potieba fotometr s piislusnymi
budicimi a emisnimi filtry. VétSina chemiluminiscencnich substratii je ur¢ena pro HRP,
kdy je jako chromogen pouzit luminol a substrat peroxid vodiku. Po reakci HRP s peroxidem
vodiku je luminol je oxidovdn a nachazi se v excitovaném stavu, pii pfechodu na zikladni
stav pak dochazi kemisi zafeni. Po vycCerpani substratu emise zafeni ustane. Plati,
ze chemiluminiscencni detekce je citlivéjsi nez detekce kolorimetricka [6, 39]. Dalsi, mén¢
Casto vyuzivané enzymy, jsou naptiklad B-D-galaktosidaza [54], acethylcholynesteraza [55],

glukozooxidaza, ureaza, B-laktamaza nebo katalaza [6].
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Obr. 8: Schéma vzniku barevného produktu z TMB za katalyzy HRP; Upraveno dle zdroj obrazku [8]

1.4.4.3 Stanoveni avidity pomoci metody ELISA

Pro stanoveni avidity, vyjadiujici celkovou silu vSech vazeb protilatky na antigen,
Ize vyuzit modifikaci sendvicového ELISA testu. Od klasického uspofadani se tento postup
1181 v tom, Ze se pred pfidanim konjugatu necha vytvofeny imunokomlex antigenu a primarni
protilatky po kratkou dobu inkubovat s chaotropnim ¢inidlem [56]. Latky s chaotropnimi
vlastnostmi destabilizuji nekovalentni vazebné interakce a zplsobuji tak naruSeni struktury
biomolekul (pf.: imunokomplext, proteinii a nukleovych kyselin) [57]. Mezi nejhojnéji
pouzivana chaotropni ¢inidla k tomuto ucéelu patii napiiklad NH,SCN [58], mocovina [59]
nebo diethylamin (DEA) [60]. Imunokomplex je vystaven rostoucimu gradientu chaotropniho
¢inidla. Hleda se koncentrace, ktera snizuje vazbu protilatky a antigenu 0 50 % a se nazyva
aviditni index [56]. Jeho hodnotu lze odecist z grafu linearni zavislosti dekadického logaritmu
procenta vazby na molarnich koncentracich pouZzitého chaotropniho c¢inidla. Hodnotu
procenta vazby lze vypocitat jako podil optické denzity vzorku s pouzitim chaotropniho

¢inidla a optické denzity vzorku bez chaotropniho ¢inidla vynasobeného stem [58].

1.5 Blotovaci techniky

Blotovaci techniky vychazeji z gelové elektroforézy s naslednym pienosem rozdélenych
makromolekul na membranu, na které z pravidla probiha imunochemicka detekce. Z pocatku
bylo hlavnim cilem elektroforetického déleni vizudlné sledovat homogenitu vzorku nebo jeho
pfitomnost samotnou, ktera je vyjadiena zviditelnénim prouzku v oblasti jeho predpokladané
molekulové hmotnosti [61]. B&hem zdokonalovani celé metody bylo zjisténo,
ze jednorozmérna elektroforetickd analyza postacuje pro stanoveni pomérné jednoduchych
vzorku, jako jsou napiiklad proteiny virového puvodu [62]. Pro analyzu vice komplexnich

systétmti byly potfeba metody S vysSi rozliSovaci schopnosti a byla vyvinuta technika
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dvourozmérmé gelové elektroforézy. Ta umoziiuje analyzovat velmi komplexni smési
bilkovin, které jsou v prvni fazi rozdéleny podle piislusného izoelektrického bodu a ve druhé
fazi pak podle odpovidajici molekulové hmotnosti pomoci elektroforézy Vv prostiedi
dodecilsulfatu sodného (SDS-PAGE) [63]. I pies vyvoj techniky s vysokym rozliSenim bylo
v nékterych piipadech obtizné jednoznacné piifadit skvrnu na gelu k urcité slozce vzorku.
Pokud bé&hem analyzy dochazi k denaturaci analyzovanych proteind, je identifikace
Tyto metody jsou pomérné¢ pracné, Casové narocné a velmi casto vyzaduji relativné velka
mnozstvi drahych ¢inidel, jako jsou napiiklad specifické detekéni protilatky [61].

Pfima detekce soucasti vzorku rozdéleného gelovou elektroforézou pomoci
specifickych protilatek neptinasi uspokojivé vysledky. Jednim z diivodi je ztrata rozliSeni
zpusobena difuzi prouzkii diky dlouhym inkuba¢nim dobam. Dal§im omezenim imunodetekce
je také pouzitelnost pouze pro agarézové gely. U polyakrylamidovych geli nemohou
protilatky, vzhledem k velikosti péru gelu, dobfe pronikat ke vzorku. Piedstaveni metod
prenosu elektroforeticky separovanych proteini z gelu na membranu, kde jsou snadno
ptfistupné makromolekuldrnim sonddm, mezi které patii i znacené protilatky, znamenalo
tedy bezpochyby velky posun v analyze proteind [64]. Jako prvni pfiSel s myslenku pienosu
separovanych molekul za gelu na membranu v roce 1975 E. M. Southern, ktery vyuzival
ptenos DNA fragmentl na nitrocelulézovou membranu, na které nasledné probiha detekce.
Vysledny vzor prouzki na membrané je totozny s pivodnim vzorem na gelu [65]. Pro tuto
techniku analyzy DNA se pozd¢ji vzil nazev Southern blotting. Analogickym postupem
Ize z gelu na membranu pienést i odseparované molekuly RNA (metoda zvana Northern

blotting) nebo proteinii (Western blotting) [61].
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1.5.1 Western blot

Jak uz bylo zminéno v pfedchozim testu, metoda Western blottingu se zabyva
prenosem proteind po separaci gelovou elektroforézou z gelu na membranu. Nejjednodussi
zpusob takového pfenosu, vyuzivajici difuzi, byl popsan v roce 1980 B. Bowenem. Jde vsak
0 zdlouhavy postup, ktery je optimalni pfedevSim pro agardézové gely. Mnohem castéji
se proto pouziva efektivnéjsi metoda ptenosu elektroblotting (viz obr. 9). Ten se vyuziva
pfedevsim pro polyakrylamidové gely a Ize jim dosahnout Gplného pfenosu. Na jednu stranu
gelu je umisténa vlhka membrdna a vSe je vloZzeno mezi vrstvy porézni pryze
nebo chromatického papiru nasycené pfenosovym pufrem. Tyto vrstvy jsou vloZzeny mezi dvé
deskové elektrody tak, aby se membrana nachazela mezi gelem a kladné nabitou katodou.
Vseje poté vlozeno do vany s pufrem v horizontalnim nebo vertikalnim uspofadanim.
Pti prichodu jednosmérného elektrického proudu se pak proteiny (rozdélené elektroforézou

Vv pfitomnosti SDS) pohybuji smérem ke katod€ a jsou zachycovany na ptiloZenou membranu

[61, 66, 67].
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Obr. 9: Aparatura pro pienos proteind z gelu na membranu pomoci elektrického proudu; Upraveno dle zdroj
obrazku [9]

Pro ucely western blottingu je ¢asto vyuzivana membrana vyrobena z nitroceluldzy,
ktera véaze proteiny na zakladé hydrofobnich interakci. Jeji nevyhodou je kiehkost a [damavost,
proto se Casto vyuzivd membrana vyrobena z inertniho podpirného nosice potazena vrstvou
nitrocelulézy [61, 68, 69]. Jako dalsi piiklad membrany pouzivané k blotovani proteinu

muzeme uvést PVDF membranu (polyvinydilen difluorid), kterd je podrobnéji popsana
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Vv nasledujici kapitole. Jakmile jsou proteiny zachyceny na membrané, nasleduje detekce.
Nejcastéji se kdetekci vyuziva vazba specifickych znacenych protilatek analogicky
jako u metody ELISA (kap. 1.4.4) [69].

1.5.2 Dotblot

Metoda dotblot je jednoducha semikvantitativni metoda, ktera vznikla zjednodusenim
Western blotu. Jak uz bylo zminéno, u Western blotu dochazi nejprve k rozdéleni vzorku
gelovou elektroforézou a teprve poté se analyty piendsi na membranu, na které nasledné
probiha detekce. [70]. U dotblotu k elektroforetickému déleni nedochazi a vzorek je nanasen
pfimo na membranu. Dochazi k vyraznému zkraceni Casu potiebného pro analyzu a k uspote
objemu vzorku oproti ostatnim blotovacim technikdm. Roztok obsahujici antigen se nanasi
pipetou pies Sablonu s jamkami ve tvaru kolecek (dotblotovou aparaturu) pfimo na membranu
(pevnou fazi) a po zapnuti vakua je roztok vtazen pies membranu do reten¢ni komory.
Antigen zUstdva zachycen na povrchu membriany a to bez pouziti fixujicich latek,
jako je naptiklad glutaraldehyd. Detekce molekul zachycenych na membrané se provadi
stejné jako u Western blotu. Po blokaci membrany nasleduje inkubace s primarni protilatkou,
poté se sekundarni protilatkou znacenou nejcastéji enzymem. Nasleduje kolorimetricka
detekce a denzitometrické vyhodnoceni naméfeného signalu [71].

Dotblot analyzou ziskame informace o pfitomnosti sledovaného antigenu ve vzorku,
nikoliv vSak o velikosti jeho molekuly. Odhad mnozstvi antigenu se provadi pomoci
standardi o znamé koncentraci. Ke kvantifikaci je vyuzivano méfeni denzity zbarveni
jednotlivych skvrn, které nedosahuje tak vysoké ptesnosti jako jiné béZné vyuzivané detekéni
techniky (napfiiklad spektrofotometrie). I pfes niz$i piesnost je vSak dotblot oblibenou
screeningovou metodou Vv medicinskych a vyzkumnych laboratofich, zejména diky
jednoduché manipulaci s membranou a moznosti zpracovani velkého mnozstvi vzorki
v prub¢hu jedné analyzy [70]. Nejcastéji se tato metoda vyuziva k analyze proteint,
ale Ize ji vyuzit i k analyze nukleovych kyselin [72]. Dotblot dosahuje stejné, v nékterych
ptipadech 1 vyssi, citlivosti nez ELISA a muze pracovat s Sirokym rozmezim pomérii antigen-
protilatka. Jednou z vyhod je snadnd interpretace vysledkli bez potteby drahého piistrojového
vybaveni jako je naptiklad ¢tecka mikrotitra¢nich desticek [73].

Pii dotblotu mize byt roztok vzorku nandSen na membranu budto pomoci
mikrofiltrace, jak bylo zminéno vySe, nebo manualné za pouziti pipety. Pfimé nanaseni
vzorkli na membranu pipetou se vyuziva vyhradné pii velmi malych objemech.

33



Sofistikovanéjsim zplsobem je vyuziti aparatury napojené na vakuovou pumpu,
kdy je naneseny objem vzorku prefiltrovan pies membranu pomoci podtlaku. Pii tomto
postupu je nutné nanaset vetsi mnozstvi vzorku nez u predchoziho. Naproti tomu je dosazeno
vyssi reprodukovatelnosti analyzy a pomérné pohodIné je mozné nanést vétsi pocet riznych
vzorkt za kratky Cas [74]. Zafizeni uréené k nanaseni zkoumaného vzorku na membranu
muze mit vice podob i velikosti, to zalezi na vyrobci. Jamky pro nanaSeni vzorku
jsou obvykle kulaté, ale mohou mit i ovalny tvar. Jednotliva zafizeni se mohou lisit nejen
uspofadanim jamek (9x 3; 8 x 12 apod.), ale i jejich poétem, velikosti nebo kapacitou.
Na obr. 10 je zobrazeno zafizeni od firmy Scie-Plas (Cambridge, UK), které je vyrobeno
z akrylatu o vysoké hustot¢ a sklada se ze tii zakladnich ¢asti spojenych dohromady pomoci
Sesti Sroubtl.

Vlastnosti membrany maji velky vliv na proces nanaSeni vzorku. Vybér spravné
membrany je tedy jednim ze zasadnich krokl celé analyzy. Dllezitym aspektem je porozita
membrany. Klasicky jsou k dostani membrany o velikosti pora 0,45 pm nebo 0,2 um. Podle
pouzitého materialu rozdélujeme dva zakladni typy membran, nitrocelulézovou a PVDF [70].
PVDF membrany, oproti nitrocelulézovym, 1épe zadrzuji proteiny, jsou znatelné¢ mechanicky
odolngjsi a vykazuji vyssi vazebnou kapacitu (nitrocelul6za: 80 — 100 pg/cmz, PVDF: 100 -
200 pg/cm?) [75]. Pied samotnym nanesenim vzorku musi byt PVDF membrana smo&ena
100% metanolem a nasledné alespoii jednou vzorkovym pufrem bez metanolu [74]. Divodem
pro toto opatfeni je, ze PVDF je polymer s hydrofobnimi vlastnostmi a bez smoceni
Vv alkoholu by nebylo moZné na membranu nanéset roztoky ve vzorkovych pufrech na bazi
vody. Ukotveni proteinti na membran¢ je zajisténo interakci postrannich hydrofobnich skupin
nékterych aminokyselin s hydrofobnimi skupinami polymeru [75]. Membrana se vklada mezi
horni a stfedni dil aparatury, kterd je zndzornéna na obr. 10. SeSroubovanim celé aparatury
je zabezpecena té€snost a piesnd poloha vsech dili a nedochazi tak ke smiseni obsaht
jednotlivych jamek (vzorka). Na hornim dilu je umisténo 96 jamek, do kterych je mozné
davkovat roztok antigenu (doporuceny objem vzorku je 100 pl najamku). Tento dil
je kompatibilni s vicekanalovou pipetou a vysledné skvrny maji primér 3 mm. Davkované
roztoky jsou protahovany pies kandlky skrze umisténou membranu a zbytky jsou sbirany

ve spodnim dile, na ktery je pfipojeno vakuum [76].
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Horni dil

Nerezove
grouby

Stredni dil
- §ablona

Odtah
(privod vakua)

=

Spodni dil - odpadni nadrz

Obrazek 10: Stavba aparatury na dotblot, Upraveno dle zdroj obrazku [10]

Pro detekci imobilizovanych antigeni na membrané¢ se pifi dotblotu, stejné
jako u metody ELISA, vyuzivaji specifické znacené protilatky. V nékterych pramenech je tato
technika nazyvéna dotblot ELISA. Cely proces detekce tedy probiha analogicky
jako u metody ELISA pouze stim rozdilem, Ze antigen je imobilizovan na membrané
a ne na plastovém povrchu jamek mikrotitra¢ni desticky. Membrana se zachycenym analytem
je nejprve inkubovana s vhodné nafedénou primarni protilatkou [75, 77]. Neobsazena vazebna
mista na membrané je nutné zablokovat, aby se zabranilo nespecifické vazbé detekénich
protilatek. K tomuto ucelu se nejcastéji vyuziva roztok hovéziho sérového albuminu (BSA),
protein je, ze nesmi zkiizené reagovat s detekénimi protilatkami. Nékdy mize pii blokaci
dojit k zablokovani i stanovovanych antigenl, coz je nezddouci a pro spravnou detekci
je nutné antigeny znovu odhalit pomoci roztoku neiontovych detergentt (napiiklad: Triton X-
100 nebo Tween 20). Tato ¢inidla ale mohou zpisobit ztratu sledovaného antigenu eluci
Z membrany, v pfipadech nékterych proteinti mohou ztraty dosahovat 80 az 90 %. Blokac¢ni
¢inidlo a podminky blokace je tedy vzdy nutné optimalizovat podle typu pouzité membrany,
stanovovaného antigenu a citlivosti detekéniho systému [64]. Ke zviditelnéni vzniklého
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imunokomplexu (analyt-primarni protilatka) se pouziva znaCeny konjugat se specifitou
K pouzité primarni protilatce. Pokud je k detekci vyuzivan konjugat znafeny enzymem,
je barevna reakce vyvolana piidanim vhodného substratu a chromogenu. Dilezitym bodem
celého postupu jsou promyvaci kroky, které se vkladaji vzdy mezi jednotlivé inkubace.
Cely proces je zavisly na n¢kolika rtiznych faktorech, a proto je pro konkrétni vzorky nutné
je optimalizovat [75, 77].

Pro detekci bilkovin navazanych na membranu mohou byt mimo protilatky znacené
enzymy pouzity napiiklad iorganickd barviva (amido ¢ern), flourescenéni znacky
(fluoreskamin, kumarin) i koloidni ¢astice kovu (zlato, stiibro, méd’, zelezo). Pti detekci
pomoci kovovych ¢astic se vyuziva jejich schopnosti vazat se na bilkovinné ¢astice a zaroven

tvotit barevné komplexy s nékterymi chelatotvornymi ¢inidly [61].

1.5.2.1 Vyuziti metody dotblot v poslednich letech

Jak uz bylo zminéno v pfedchozim textu, metoda dotblot je vyuzivana pfedev§im
pfi screeningu, K éemuz vyrazné prispiva jeji snadné provedeni, ne piili§ nakladna
instrumentace a moznost relativné rychlého zpracovani velkého poctu vzorkl.. Diky témto
vyhodam naSel dotblot uplatnéni 1 v jinych neZz klinickych laboratofich, ptiklady tohoto
vyuziti jsou popsany v nasledujicim textu.

V oblasti jizni a jihovychodni Asie byla tato metoda vroce 2017 vyuzita
M. S. H. Sumem a kol. ke screeningu virové nakazy ryze, ktera vede ke zna¢nému snizeni
produkce této plodiny. BéZné¢ se tato infekce stanovuje posuzovanim symptomil, coz pomérné
Casto vede ke Spatnému urCeni choroby nebo kzaméné s nepatogennimi poruchami,
takové urCeni neni tedy dostatecné spolehlivé. Naopak velice spolehlivé je pfitomnost
patogennich vird prokazana pomoci metod molekularni biologie (napiiklad RT-PCR),
které ale nejsou z ¢asovych a ekonomickych divodi nejvyhodnéjsi pro zpracovani velkého
mnozstvi vzorki. Vysledky studie popisuji velmi dobrou shodu ziskanych vysledki metodou
dotblot ve srovnani s PCR a navrhuje moznost vyuziti dotblotu, jako rychlého testu
k vyclenéni nakazenych vzorki, které mohou byt dale analyzovany [78].

Metoda dotblot ma své uplatnéni i pii zjisStovani bakterialni kontaminace potravin.
M. Singh a kol. z Indie vyvinuly vroce 2017 test na principu dotblotu pro screening
stafylokokového enterotoxinu-A V riznych potravinafskych matricich. I v tomto ptipadé bylo
dosazeno vysoké specifity a citlivosti ve srovnani s metodou PCR. Testovani bylo

prokazatelné rychlejsi nez doposud pouzivana metoda ELISA [79]. Moznost dal$iho vyuziti
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této metody v potravinafstvi muze demonstrovat i italska studie z roku 2013 F. Cecchiniho
a kol., ktera popisuje dotblot test pro rychlé stanoveni Brettanomyces bruxellensis v ¢erveném
ving. Jedna se o kvasinku, kterd plisobi kazeni vina. Znovu bylo dosazeno shody s referen¢ni
metodou PCR [80].

Ptipad vyuziti dotblotu pro analyzu bilkovin ve vzorcich, které nemaji primarné
biologickou povahu, dobie demonstruje Siroky mezioborovy potencial této metody. Prikladem
je stanoveni obsahu kaseinu ve vzorcich barev z uméleckych dél, které popsala ve své praci
v roce 2017 C. Cattd a kol. Nej¢astéji se pro analyzu bilkovin v uméleckych dilech vyuzivaji
chromatografické nebo spektroskopické metody. Nevyhody téchto metod tkvi predevsim
v nutné komplexni upravé vzorku pied analyzou, drahé vybaveni aV neposledni tadé
I vysokou uroven znalosti. Tyto instrumentalné analytické metody také neposkytuji informaci
o biologickém piivodu bilkoviny. Pfi pouziti imunochemické detekce bylo mozné provést
analyzu komplexniho vzorku, ktery byl pfed samotnou analyzou pouze minimalné Upraven.
Interpretace vysledkti byla také velmi jednoducha. Dokonce byly odstranény problémy
s detekci kvuli strukturalnim zménam bilkovin, které vznikaji jejich starnutim [81] .

Jako ptiklad neobvyklého vyuziti dotblotu v klinické diagnostice mize byt uvedena
studie zroku 2013 P. Rodriguez-Rodrigueze a kol., jejiz autofi zavedli tuto metodu
pro stanoveni a kvantifikaci kolagenu ve vzorcich kolagenu ve tkanovych homogenizatech
ziskanych z potkani nebo castecné hydrolyzovaného kolagenu ziskaného extrakci
hydroxidem sodnym. Také se jim podatilo detekovat rozdily v obsahu kolagenu ve vzorcich
ziskanych od potkand trpicich hypertenzi se vzorky zvifat s normalnim tlakem krve.
Ke stanoveni byl pouzit analogicky postup jako pii klasickém dotblotu. Kolagen ze vzorkl
byl imobilizovan na PVDF membrané, na které probihala detekce. V tomto ptfipadé nebyly
ke zviditelnéni analytu pouzity specifické protilatky, ale specifické barvivo Siriusova cerven,
které je pro stanoveni kolagenu bézné vyuzivano. Ve srovnani s klasickou metodou,
zalozenou na detekci hydroxyprolinu, tento postup vyzaduje mnohem mensi objemy vzorku,
minimalni objemy ¢inidel a je Casové méné naroény. Vysledky obou metod byly srovnatelné
[82].

V roce 2014 byla dotblotova technika doporucena pro screening ¢asného stadia syfilis
skupinou veédct tvorenou M. B. Rayevem, M. S. Bochkovou a P. V. Khramtsovem.
Jako antigen imobilizovany na membrané, byl pouzit protein pl7 zpuvodce tohoto
onemocnéni Tremonema pallidum a byla vySetfovana pfitomnost protilatek proti tomuto
proteinu Vv pacientském séru. U tohoto systému byla zjisténa vyssi citlivost stanoveni

pro ¢asné stadium syfilis nez u tradicné vyuzivaného precipitatniho stanoveni piitomnosti
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protilatek v séru, kdy se jako antigen vyuziva kardiolipin [83]. Podobnych vysledki bylo
dosazeno ivpraci S. A. Patila akol (2013) pii testovani pfitomnosti protilatek
proti Mycobacterium tuberculosis Vv cerebrospinalni tekutiné u nemocnych s tuberkulosni
meningitidou. Mykobakterialni antigeny byly v tomto piipadé ziskany usmrcenim kmene
Mycobacterium tuberculosis ozafovanim a naslednou homogenizaci bunék sonikaci [84].
Obé¢ studie byly zamétfeny predevSim na vyvoj jednoduché, rychlé a robustni metody,
ktera by mohla byt bez problému provadéna v omezenych laboratornich podminkach
S nutnosti minimalnich znalosti vySetiujiciho personalu v rozvojovych zemich s vysokym
vyskytem téchto onemocnéni.

Format dotblot analyzy muize byt vyuzit i v oblasti molekularné-biologické
diagnostiky. V zakladnim uspofadani jsou na membranu navazany produkty PCR
amplifikace, které poté hybridizuji se specifickymi zna¢enymi sondami. V ptipadech velkého
poctu vySetfovanych alel nemusi dochdzet ke spravnému navazovani sond. Pro tento ptipad
je vhodné na membranu imobilizovat jednotlivé znacené oligonukleotidové sondy,
které jsou nasledn¢ inkubovany s vySetfovanym PCR produktem [85]. Toto usporadani
je nazyvano reverzni dotblot a je s vyhodou vyuzivano pro genotypizaci chorob zpisobenych

rozmanitym spektrem mutaci jako je cysticka fibroza nebo talasemie [86].

1.5.2.2 Afinitni dotblot

V piipadé, kdy nepotiebujeme znat Ciselnou hodnotu afinitni konstanty pouZzivanych
protilatek, ale chceme si jen ovéfit, které klony protilatek skute¢né reaguji s vybranym
antigenem, je mozné vyuzit techniky afinitniho dotblotu. Tato metoda je zalozena na principu
dotblotu kombinovaného s modifikovanym ELISA testem vyuzivajiciho chaotropni ¢inidlo
pro stanoveni aviditniho a nebo afinitniho indexu protilatek. Na blotovaci membrané
(napiiklad PVDF), ktera ptedstavuje pevnou fazi, dochazi k postupné tvorb¢ imunokomplexd.
Vzorky jsou na membranu nanaSeny za pomoci vakua a aparatury stejné, jak jiz bylo popsano
v kapitole 1.5.2. Membrana s nanesenymi vzorky je nejprve zablokovana, nejcastéji za pouziti
roztoku BSA anasledné je inkubovana sroztokem vhodné nafedéné testované protilatky
nebo s vhodné nafedénym testovanym sérem. Béhem tohoto kroku dojde k vytvofeni
imunokomplexti, které jsou nasledné inkubovany stadou roztokti chaotropniho ¢inidla
(thiokyanatu amonného) o vzriistajici molarité (v rozmezi molarit 0 az 2 molI™).
Mira odolnosti imunokomplexii vic¢i pusobeni chaotropniho c¢inidla koreluje s afinitnim

nebo aviditnim indexem testovanych protilatkek. Plati tedy, Ze ¢im vyS$i koncentraci roztoku
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chaotropniho ¢inidla pfitomné imunokomplexy odolaly, tim vyssi je aviditni (afinitni) index
testovanych protilatek. K detekci pfitomnosti imunokomplexii se vyuziva navazani
enzymaticky znaCeného konjugdtu a po pfidani smési substratu s chromogenem dojde
ke zbarveni skvrn s imunokomplexy [87].

Poprvé byla tato metoda vyuzita v roce 2013 Z. Svobodovou a kol. pro srovnani avidit
osmi kloni komeréné dostupnych monoklonélnich protilatek se specifitou proti adhezivni
molekule epitelidlnich bunék (EpCAM - epithelial cell adhesion molecule). Vybrané
protilatky, vyhovujici pozadavkim, byly nasledné¢ vyuzity pro piipravu magnetického
imunosorbentu pro zachyceni cirkulujicich nadorovych bunék [87]. V nasledujicim roce
B. Jankovicova a kol. pouzila metodu afinitniho dotblotu k ovéfeni ¢ty komeréné
dodévanych monoklondlnich protilatek proti Tau proteinu. Tyto protilatky byly, podobné
jako v predchozim piipad¢, vyuzity k ptipravé magnetického imunosorbentu, ktery slouzil
k separaci Tau proteinu ze séra a mozkomisniho moku [88]. Imunomagnetickou separaci
bakterialnich bun¢k ze vzorku ve své praci z roku 2013 popsala J. Kucerova a kol. V praci
byla dotblot metoda pouzita k vybéru vhodnych protilatek a také ke zjisténi zkiizené

reaktivity s jinymi bakteriemi [89].
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2 Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je otestovat prototyp zafizeni pro paralelni
porovnani vlastnosti protilatek, zejména z hlediska afinity/avidity, koncentrace, specifické
vazby naantigen a zkiizené reaktivity. Ocekavame, ze testované zafizeni pfinese oproti
standardn¢ provadéné dotblot analyze, ze které vychazi, vyhody vedouci k celkovému
urychleni a zjednoduseni prace.

Pro ziskani optimalniho pracovniho postupu, fedéni detekcnich protilatek
a koncentraci chaotropniho ¢inidla bude nejprve provedeno testovani na zvoleném
modelovém systému chymotrypsin a anti-chymotrypsinové praseci sérum metodou dotblot.
Provede se otestovani prototypu s barevnym roztokem methyloranze, abychom vyloucili
protékani aparatury a miseni obsahu jednotlivych jamek mezi sebou. Teprve poté bude
zafizeni pouzito pro praci s modelovym systémem. Vysledky ziskané na novém prototypu
budou nasledné ovéfeny pomoci standardnich metod afinitniho dotblotu a ELISA metodou.
Poté planujeme prejit od modelového systému k praci s dalsimi systémy Ag a Ab. K dispozici
jsou protilatky proti rekombinantnim proteinim ApoE a EpCAM a protilatky proti riznym
bakterialnim antigenim vyskytujicim se na povrchu Salmonella Typhymurium, Listeria

monocytogenes ¢i Escherochia coli.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam chemikalii, pFistroji a pomiicek

3.11

3.1.2

Chemikalie:

Chlorid sodny (NaCl; Lachema, Neratovice, CR)

Chlorid draselny (KCI; Penta, Chrudim, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4: Lach-Ner, Neratovice, CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na;HPO4 x 12 H,0; Penta, Chrudim, CR)
Uhlicitan sodny dekahydrat (Na,CO3; % 10 H,0; Lachema, Neratovice, CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3; Penta, Chrudim, CR)

Peroxid vodiku (H2O;; Lach-Ner, Neratovice, CR)

Kyselina sirova (H,SO4; Lachema, Neratovice, CR)

Thiokyanatan amonny (NH4SCN; Penta, Chrudim, CR)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Glutaraldehyd solution (50% v H,0; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA > 96%, Cat: A7906; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

O-phenylendiamin (> 98%, Cat: P9029; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Metanol (Penta, Chrudim, CR)

Specialni chemikalie:

a-chymotrypsin, z hovéziho pankreatu (Cat: C4129; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Lidsky ApoE 3 (Cat: ABIN573259; BioVision, Milpitas, CA, USA)

Rekombinantni lidsky EpCAM (Cat: 10694-H08H; Sino Biological, Peking, Cina)
Hyperimunni praseci sérum, anti-chymotrypsin 1gG

Hyperimunni berani sérum anti-chymotrypsin 19G

Monoklonalni mysi anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)
Polyklonalni krali¢i anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)

HEA 125, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgGl (Cat: BK61004-N; Progen,
Heidelberg, Némecko)
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C10, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgG1 (Cat: B1610; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA)

323/A3, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgGl (Cat: A0510; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA)

Krali¢i protilatky anti-Salmonella sp. (Cat: 0701; ViroStat, Portland, ME, USA)
Protilatky anti-Salmonella sp. (Cat: 6321; ViroStat, Portland, ME, USA)

Kozi protilatky anti-Salmonella CSA-1, afinitné cisténé (Cat: 01-91-99; KPL,
Gaithersburg, MD, USA)

Mysi monoklonalni protilatky anti-Salmonella (Cat: MBS531315; MyBioSource, San
Diego, CA, USA)

Protilatky anti-Salmonella HRP (Cat: MBS 536004; MyBioSource, San Diego, CA,
USA)

Protilatky anti-Listeria monocytogenes (Cat: PA1-30487; Invitrogen, Rockford, IL,
USA)

Krali¢i protilatky anti-Listeria spp. (Cat: 4201; ViroStat, Portland, ME, USA)
Monoklonalni protilatky anti-L. monocytogenes (Cat: 3L1MabLZH1; HyTest Ltd.,
Turku, Finsko)

Krali¢i protilatky anti-Escherichia coli (Cat: 1001; ViroStat, Portland, ME, USA)
Polyklonalni protilatky anti-E. coli serotyp 0157 (Cat: PA1-30486; Invitrogen,
Rockford, IL, USA)

Krali¢i anti-praseci IgG — znacené HRP (Cat: A5670, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Anti-ovéi 1gG — znacené HRP, (Cat: A0510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kozi anti-mysi 1gG — zna¢ené HRP (Cat: A5278; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kozi anti-krali¢i 1gG — znacené HRP (Cat: A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Krali¢i anti-kozi 1gG — znacené HRP (Cat: A5420; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Opti-4CN™ Substrate Kit (Cat: 170-8235; Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
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3.1.3 Pristroje a pomicky:

e pH metr BOECO BT-600 (BOECO, Hamburg, Némecko)

e Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbHG, Goéttingen, Némecko)

e Stanice na vyrobu redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

e Termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorni pfistroje Praha, Praha, CR)

e Vertikalni spektrofotometr na méfeni mikrotitracnich desticek Labsystem s Multiscan
RC a software Genesis (Labexchange, Burladingen, Némecko)

e Immun-Blot™ PVDF Membrane for Protein Blotting, 0,2 pum, (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)

e Aparatura Dot-Blot Hybridization Manifold 96 unit (Scie-Plas Ltd., Cambridge, UK)

e Membranova vakuova pumpa a kompresor model 22AN (KNF Neuberger, Inc.,
Trenton, NJ, USA)

e Orbitalni tiepacka Grant Bio PMS 1000 Microplate Shaker (Grant Instruments Ltd.,
Cambridgeshire, UK)

e Fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ Systém s Image Lab™

Rad, Hercules, CA, USA)

softwarem (Bio-

e Prototypla?2

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Dotblot
Pouzité chemikalie:

e Chlorid sodny (NaCl; Lachema, Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI; Penta, Chrudim, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nana draselny (KH;PO,. Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na;HPO, x 12 H,0; Penta, Chrudim, CR)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA > 96%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Metanol (Penta, Chrudim, CR)

e Denaturovany lih
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Pouzité roztoky:

e Roztok pro fedéni konjugati a promyvaci roztok: PBS-T pH 7,4 (PB + 0,05% Tween
20 (v/v) + 0,4% NaCl (w/v))

e Roztok pro fed&ni antigenti a ekvilibradni roztok: fosfatovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I™)

e Blokac¢ni roztok: 5% BSA v PBS-T (pH 7,4)

e Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T (pH 7,4)

e Detekéni roztok: Opti-4CN™ Substrate Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) obsahujici
Opti-4CN substrate a Opti-4CN diluent concentrate

Pouzivané antigeny: a-chymotrypsin, z hovéziho pankreatu (Cat: C4129; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Testovana primarni protilatka: hyperimunni prase¢i sérum, anti-chymotrypsin 1gG

Pouzity konjugat: Krali¢i anti-prase¢i 1gG — znacené HRP (Cat: A5670, Sigma-Aldrich, St.

Louis,

Postup:

PVDF membréna je ostfiZzena tak, aby uplné zakryvala vSechny jamky na stfednim
dilu aparatury zndzornéné na obrazku 10. Po dosaZeni pozadovaného tvaru je membrana
ponechana 3 minuty ekvilibrovat v metanolu. Po uplynuti doby ekvilibrace je pfenesena
na aparaturu pro dotblot a upevnéna mezi stiedni a horni dil aparatury. Cela aparatura je dobie
utaZzena pomoci Sroubll. Nasledné je k aparatuie, pies vyvod ve spodni Casti, pfipojena
vakuova pumpa. Za chodu vakua jsou jamky ekvilibrovany 100 ul fosfatového pufru (pH 7,3;
10 mmol.I™). Po tplném odsati roztoku ze viech jamek je davkovano 100 ul roztoku antigenu,
vhodn& nafedného ve fosfatovém pufru (pH 7,3:10 mmol.I™") dle davkovaciho schématu.
Po uplném odsati nadavkovanych roztokd se za chodu vakua povoli Srouby aparatury
a odklopi se horni dil. Poté je mozno opatrné pomoci pinzety uchopit membranu a polozit
ji na savy ubrousek, kde ji nechame pfi laboratorni teploté uschnout. Teprve poté vypneme
vakuum. Jakmile je membrana upIn¢ sucha (do podoby kiidového papiru) je mozné ji podle
potieby rozstiihat na mensi ¢asti. Nasleduje blokace, kdy je membrana umisténa na Petriho
misku (velikosti dle potieby), prevrstvena blokaénim roztokem. Inkubace trvalh
pii laboratorni teploté na orbitalni tfepacce. Po uplynuti doby inkubace Se blokacni roztok
slije amembrana je 3x promyta dostatecnym mnozstvim PBS-T (pH 7,4). Nasledné
je na membranu aplikovan roztok primarni protilatky fedéné 1:1000; 1:2000; 1:3000 a 1:5000
roztokem pro fedéni primarnich protilatek a 1 h inkubovana pii laboratorni teploté na orbitalni
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tiepacce. Roztok primarni protilatky se slije a membrana je tentokrat promyta 3% promyvacim
roztokem (stejn¢ jako pii promyti po blokaci) a potom 3x 5 min na orbitalni tfepacce.
Nasleduje hodinova inkubace s konjugatem fedénym 1:8000 PBS-T (pH 7,4), po jejimz
uplynuti je provedeno stejné promyti jako po primarni protilatce. Pro zviditelnéni
imunokomplexi na povrchu membrany je pfipraven detekéni roztok, ktery je slozen
z tediciho roztoku pfipraveného z 1 dilu Opti-4CN diluent concentrate a 9 dilt redestilované
vody. K fedicimu roztoku je bezprostiedné pied aplikaci na membranu piiddno pomeérné
mnozstvi Opti-4CN substrate (v poméru 0,2 ml Opti-4CN substrate na 10 ml fediciho
roztoku). Po pteliti membrany detekénim roztokem se membrana necha 5-15 min inkubovat
(pti laboratorni teploté na orbitalni tfepacce) dokud neni dosazeno pozadovaného Sedo-
fialového zbarveni skvrn. Po oplachnuti destilovanou vodou se membrana necha uschnout
a je vyfocena za pomoci fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS Systém pi'es software Image

Lab™ kde je provedeno i denzitometrické vyhodnoceni.

3.2.2 Afinitni dotblot

Metoda afinitniho dotblotu vychazi z metody dotblot, jejiz postup, pouZité roztoky
a chemikalie jsou uvedeny v kapitole 3.2.1. Zde jsou uvedeny pouze roztoky nebo chemikalie,
které jsou navic.

Pouzité chaotorpni &inidlo: thiokyanatan amonny (NH4SCN; Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky: roztoky NH;,SCN o koncentracich: 0,5; 1; 1,5; 2; 3 a 4 ve fosfatovém pufru
(pH 7,3; 10 mmol.I™

Pouzivané antigeny:
e a-chymotrypsin, z hoveéziho pankreatu (Cat: C4129; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e Lidsky ApoE 3 (Cat: ABIN573259; BioVision, Milpitas, CA, USA)

Testované primarni protilatky:
e Hyperimunni prase¢i sérum, anti-chymotrypsin 1gG
e Hyperimunni berani sérum anti-chymotrypsin IgG
e Monoklonalni mysi anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)
e Polyklonalni krali¢i anti-ApoE3 1gG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)
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Pouzité konjugaty:
e Kirali¢i anti-praseci IgG — znacené HRP (Cat: A5670, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e Anti-ov¢i IgG — znacené HRP, (Cat: A0510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Kozi anti-mys$i IgG — znacené HRP (Cat: A5278; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)
e Kozi anti-krali¢i IgG — znac¢ené HRP (Cat: A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
Postup:

Pii afinitnim dotblotu je postupovano stejné jako u metody dotblot pouze
S tim rozdilem, ze po promyti po primarni protilatce je PVDF membréana vystavena piisobeni
ruznych koncentraci chaotropniho ¢inidla a az poté probiha inkubace s konjugatem.

Jakmile je membrana po inkubaci s primarni protilatkou promyta, je rozstiihana
namalé Ctverce (co Ctverec to jamka). Kazdy kousek membrany se umisti do samostatné
komory délené misky, kde probiha inkubace s NH;SCN (5 min, laboratorni teplota, orbitalni
trepacka). Pfi davkovani jednotlivych roztokl chaotropniho ¢inidla NH4sSCN na membrany
je potieba postupovat svizn€, aby se minimalizovaly Casové prodlevy a stanoveni bylo
co nejpresnéjsi. Po uplynuti doby inkubace je postupovano v odsavani roztokit NH;SCN
ve stejném sledu, jako byl davkovan. Nasleduje promyti membran dostate¢nym mnozstvim
PBS-T (pH 7,4) 3% rychle po sob¢ a jesté 3x s 5 minutovymi dobami inkubace. Dal$i postup
je totozny jako u metody dotblot. Po inkubaci s konjugatem a promyti nasleduje detekce

(kap. 3.2.1).

3.2.3 ELISA s chaotropnim ¢inidlem
Pouzité chemikalie:

e Chlorid sodny (NaCl; Lachema, Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI; Penta, Chrudim, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,, Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na,HPO,4 x 12 H,0; Penta, Chrudim, CR)
e Uhlicitan sodny dekahydrat (Na,CO3 x 10 H,0; Lachema, Neratovice, CR)

e Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs; Penta, Chrudim, CR)
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Peroxid vodiku (H2O;; Lach-Ner, Neratovice, CR)

Kyselina sirova (H,SO,4; Lachema, Neratovice, CR)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Glutaraldehyd solution (50% v H,O, Lot: BCBS2471V; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA > 96%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
O-phenylendiamin (> 98%, Cat: P9029; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Metanol (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité chaotorpni ¢inidlo: thiokyanatan amonny (NH4SCN; Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:

PBS pH 7,4 (PB + 0,4% NaCl (w/v))

Sodnodraselny fosfatovy pufr (pH 6,2; 0,1 mol.I™)

Promyvaci roztok: destilovana voda

2,5% glutaraldehyd v uhli¢itanovém pufru pH 9,49

Blokac¢ni roztok: 1% BSA v PBS (pH 7,4)

Roztok pro fedéni sér: PBS (pH 7,4) s 0,05% Tween 20 a 0,1% BSA

Roztoky NH,SCN v sodnodraselném fosfatovém pufru (pH 6,2; 0,1 mol.l™")
o koncentracich: 0,5; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2; 2,25; 2,5; 3 a 3,5 mol.I*

Roztok pro fedéni konjugatu: uhlic¢itanovy pufr (pH 9,49) s 0,05%Tween 20 a 0,1%
BSA

Substratovy roztok: sodnodraselny fosfatovy pufr (pH 6,2) s H,O, (5 ul 30% H,0,
na 10 ml roztoku) + 5 mg o-phenylendiamin (nha 10 ml roztoku)

Roztok H,SO, 0 koncentraci 1 mol.I*

Postup:

Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky typu P je napipetovano 150 pl 2,5% roztoku

glutaraldehydu v uhli¢itanovém pufru (pH 9,49) a desticka se 2 h inkubuje pfi laboratorni

teploté. Poté je obsah jamek wvyklepnut a podle zvoleného dévkovaciho schématu

je davkovano 150 ul roztoku antigenu na jamku. Inkubace probiha pfi 4 °C minimalné 20 h

maximalné vSak 5 dni). Po navazani antigenu je desticka vyklepnuta a 3X promyta
g J yKklep p

destilovanou vodou. Nezreagované aldehydické skupiny na povrchu jamek mikrotitracni

desti¢ky jsou blokovany napipetovanim 150 ul bloka¢niho roztoku na jamku. Blokace probiha

po dobu 1h pii teplot¢ 37°C. Po blokaci je destiCka vyklepnuta a podle zvoleného
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davkovaciho schématu jsou do jamek nadavkovana vhodné nafedéna testovana séra v objemu
100 pl na jamku. Znovu nésleduje inkubace 1 h pfi teploté¢ 37 °C. Po uplynuti doby inkubace
je obsah desticky vyklepnut a jamky jsou 1x promyty destilovanou vodou. Podle davkovaciho
schématu je do jamek postupné vicekanalovou pipetou nadavkovano 100 ul roztoki
chaotropniho &inidla NH,SCN v sodnodraselném fosfatovém pufru (pH 6,2; 0,1 mol.I")
0 zvolenych koncentracich. U tohoto kroku je pfi pipetovani nutné postupovat rychle,
aby se minimalizovaly prodlevy mezi davkovanim riznych koncentraci chaotropniho ¢inidla.
Po inkubaci 15 min pi#i teplot¢ 37°C je obsah jamek znovu vyklepnut a desticka
je 5x promyta destilovanou vodou. Do vSech jamek je napipetovano 100 ul zvoleného
a vhodn¢ nafedéného konjugatu (roztokem pro fedéni konjugatu) a desticka je ponechana
inkubovat 1 h pii 37 °C. Po inkubaci je obsah desticky vyklepnut a jamky jsou 5% promyty
destilovanou vodou. Tésné pted aplikaci je pfipraven substratovy roztok, ktery je po 100 pl
napipetovan do jamek. Barevna reakce probiha 15 min ve tmé& pfi teploté 37 °C. Reakce
je zastavena pfidanim 50 pl roztoku H,SO, o koncentraci 1 mol.I'Y. Na spektrofotometru
pro ¢teni mikrotitratnich desti¢ek jsou zméfeny absorbance obsahi jamek pti 492 nm.

Naméfend data jsou vyhodnocena a graficky zpracovéna.

3.2.4 Stanoveni citlivosti a zkFiZzené reaktivity na prototypu 1 a 2
Pouzité chemikalie:

e Chlorid sodny (NaCl; Lachema, Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI; Penta, Chrudim, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,. Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na;HPO4 x 12 H,0; Penta, Chrudim, CR)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA > 96%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Metanol (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:
e Roztok pro fedéni konjugati a promyvaci roztok: PBS-T pH 7,4 (PB + 0,05% Tween
20 (viv) + 0,4% NaCl (w/v))
e Roztok pro fedéni antigent a ekvilibracni roztok: fosfatovy pufr pH 7,3 (10 mmol.l'l)

e Blokacni roztok: 5% BSA v PBS-T (pH 7,4)
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Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T (pH 7,4)
Detekéni roztok: Opti-4CN™ Substrate Kit (Lot: 170-8235; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) obsahujici Opti-4CN substrate a Opti-4CN diluent concentrate

Pouzivané antigeny:

a-chymotrypsin, z hovéziho pankreatu (Cat: C4129; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Lidsky ApoE 3 (Cat: ABIN573259; BioVision, Milpitas, CA, USA)

Rekombinantni lidsky EpCAM (Cat: 10694-HOSH; Sino Biological, Peking, Cina)

Testované primarni protilatky:

Hyperimunni prase¢i sérum, anti-chymotrypsin IgG

Hyperimunni berani sérum anti-chymotrypsin 1gG

Monoklonalni mysi anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)
Polyklonalni krali¢i anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)

HEA 125, monoklonalni mys$i anti-EpCAM IgGl (Cat: BK61004-N; Progen,
Heidelberg, Némecko)

C10, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgG1 (Cat: B1610; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA)

323/A3, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgGl (Cat: A0510; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA)

Pouzité konjugaty:

Krali¢i anti-praseci IgG — znacené HRP (Cat: A5670, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Anti-ovéi IgG — znacené HRP, (Cat: A0510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kozi anti-mysi IgG — znacené HRP (Cat: A5278; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kozi anti-krali¢i IgG — znacené HRP (Cat: A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Postup:

PVDF membrana se zastfihne na pozadovany tvar a ponecha se ekvilibrovat 3 min

vV metanolu. Poté je umisténa do aparatury, kde probiha témét cela analyza kromé posledniho
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deteké&niho kroku. Ekvilibrace membréany fosfatovym pufrem (pH 7,3; 10 mmol.I™) se provadi
naddvkovanim 1 ml pufru na 5 jamek se zapnutym spodnim odtahem. Pfi zapnutém spodnim
odtahu je také davkovano 2x 50 pl zvoleného roztoku antigenu do kazdé jamky. Po odtazeni
roztokt ze vSech jamek je vypnuto vakuum a je nadavkovan blokac¢ni roztok (1 ml na jednu
fadu jamek). Inkubace probiha 1h pii laboratorni teploté. Bloka¢ni roztok je odtazen
zapnutim vakua hornim odtahem pies mikrofluidni kanaly. Membrana je 3x promyta PBS-T
pufrem (pH 7,4) postupnym davkovanim a odsavanim 1 ml pufru na jednu fadu. Pfi vypnutém
vakuu je nadavkovan roztok vhodné nafedéné primarni protilatky (v mnozstvi 1 ml na jednu
fadu), inkubace probiha 1h pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace je roztok
odtazen hornim odtahem a nasleduje promyti PBS-T pufrem (pH 7,4) 3% rychle po sobé
ajesté 3x s5minutovymi dobami inkubace. Roztok zvoleného a vhodné nafedéného
konjugatu je davkovan pfi vypnutém vakuu (v mnozstvi 1 ml na jednu fadu). Po 1 h inkubace
za laboratorni teploty je roztok konjugatu odsat hornim odtahem a membrana je promyta
stejnym zpusobem jako po primarni protilditce. Za chodu vakua je membrana vyjmuta
z aparatury, polozena na savy ubrousek pro odstranéni zbytkl roztoku a prenesena na Petriho
misku, kde probiha detekce pomoci Opti-4CN™ Substrate Kit (piiprava detekéniho roztoku
byla popsana vkap.3.2.1). Membrana prevrstvena detekénim roztokem je vyvijena
5 az 15 min pii laboratorni teploté na orbitalni tfepace dokud skvrny nemaji pozadované
Sedo-fialové zbarveni. Pro odstranéni zbytkli detekéniho roztoku je membrana oplachnuta
destilovanou vodou a po uplném vyschnuti je vyfocena ve fotografovaci stanici ChemiDoc™
XRS Systém za pomoci softwaru Image Lab™, kde je provedeno i denzitometrické
vyhodnoceni analogicky jako u metody dotblot.

V pribéhu testovani zafizeni se systémem chymotrypsin a anti-chymotrypsinoveé
protilatky bylo zjisténo, ze promyti muze byt zkraceno. Membrana je po blokaci promyta
davkovanim 1 ml PBS-T (pH 7,4) na 5 jamek 3x ihned za sebou, po primarni protilatce
6% ihned za sebou a po konjugatu také 6x za sebou (Se stejnym davkovanim jako po blokaci).
Po vyjmuti z aparatury je pak membrana na Petriho misce pfevrstvena dostateCnym

mnozstvim PBS-T (pH 7,4) a 5 min promyvana za laboratorni teploty na orbitalni tfepacce.

3.2.5 Porovnani vlastnosti protilatek na prototypu 2

Pro porovnani afinity/avidity protilatek se vyuziva stanoveni v afinitnim uspotfadani,

které vychazi z postupu uvedeného v kap. 3.2.4.
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PouZzité chaotropni ¢inidlo: thiokyanatan amonny (NH4SCN; Penta, Chrudim, CR)

PouZité roztoky: roztoky NH,SCN ve fosfitovém pufru (pH 7,3; 10 mmol.I")

0 koncentracich: 0,5; 1; 1,5 a2 mol.I*

Pouzivané antigeny:

a-chymotrypsin, z hovéziho pankreatu (Cat: C4129; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Lidsky ApoE 3 (Cat: ABIN573259; BioVision, Milpitas, CA, USA)

Rekombinantni lidsky EpCAM (Cat: 10694-H08H; Sino Biological, Peking, Cina)

Testované primarni protilatky:

Hyperimunni prase¢i sérum, anti-chymotrypsin IgG

Hyperimunni berani sérum anti-chymotrypsin 1gG

Monoklonalni mysi anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)
Polyklonalni krali¢i anti-ApoE3 IgG (Moravian Biotechnology, Brno, CR)

HEA 125, monoklonalni mys$i anti-EpCAM IgGl (Cat: BK61004-N; Progen,
Heidelberg, Némecko)

C10, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgG1 (Cat: B1610; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA)

323/A3, monoklonalni mysi anti-EpCAM IgGl (Cat: A0510; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA)

Pouzité konjugaty:

Krali¢i anti-praseci IgG — znacené HRP (Cat: A5670, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Anti-ov¢i IgG — znacené HRP, (Cat: A0510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kozi anti-mysi IgG — znacené HRP (Cat: A5278; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kozi anti-krali¢i IgG — znatené HRP (Cat: A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
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Postup:
Pracovni postup porovnani avidity/afinity protilatek je analogicky jako postup,

ktery je popsany v kap. 3.2.4. Podobné¢ jako u metody afinitni dotblot (kap. 3.2.2)
je zde po promyti po inkubaci S primarni protilaitkou zafazena 5 minutova inkubace se
zvolenou koncentracni fadou roztokh NH;SCN (davkuje se 1 ml jednotlivych roztoki
chaotropniho ¢inidla na jednu fadu). Pro aplikaci roztokl chaotropniho ¢inidla je nutné za
chodu vakua pfenastavit horni davkovaci dil aparatury, pifi davkovanim roztokd je vSak
vakuum vypnuto. Po uplynuti inkuba¢ni doby jsou roztoky odsaty hornim odtahem pfies
mikrofluidni kanalky a je provedeno promyti davkovanim 1 ml PBS-T (pH 7,4) na jednu fadu
5% ihned za sebou. Pied aplikaci roztoku konjugatu je nutné horni davkovaci dil pti zapnutém
vakuu upravit zpét. Nasledna inkubace s konjugatem a detekce probiha stejné, jako je popsano
v kapitole 3.2.4.

3.2.6 Postup pro praci s bakterialnimi bunikami na prototypu 2
Pouzité chemikalie:

e Chlorid sodny (NaCl; Lachema, Neratovice, CR)

e Chlorid draselny (KCI; Penta, Chrudim, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,, Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na,HPO,4 x 12 H,0; Penta, Chrudim, CR)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Hoveézi sérovy albumin, frakce V (BSA > 96%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Metanol (Penta, Chrudim, CR)

e Ajatin PLUS (1% roztok; Profarma-Produkt, Jablonec nad Nisou, CR)

Pouzité roztoky:
e Roztok pro fedéni konjugati a promyvaci roztok: PBS-T pH 74 (PB +
0,05% Tween 20 (v/v) + 0,4% NaCl (w/v))
e Roztok pro pripravu suspenze bakterialnich bunék: PBS pufr (pH 7,4)
e Blokacni roztok: 5% BSA v PBS-T (pH 7,4)
e Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T (pH 7,4)
e Roztok pro feddni NH4SCN: fosfatovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I™)

52



Roztoky NH,SCN ve fosfatovém pufru (pH 7,3;10 mmol.I*) o koncentracich: 0,5; 1
a1,5mol.I"*

Detekéni roztok: Opti-4CN™ Substrate Kit (Lot: 170-8235; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) obsahujici Opti-4CN substrate a Opti-4CN diluent concentrate

20% roztok denaturovaného lihu

Pouzivané mikroorganismy:

Salmonella Typhimurium
Listeria monocytogenes
Escherichia coli

Bacilus cereus

Testované primarni protilatky:

Krali¢i protilatky anti-Salmonella sp. (Cat: 0701; ViroStat, Portland, ME, USA)

o polyklonalni Ab; produkéni organismus: kralik; specifita k: O a H Ag
Salmonella sp.; skladovano v: lednice (2014)

Protilatky anti-Salmonella sp. (Cat: 6321; ViroStat, Portland, ME, USA)

o monoklondlni Ab; produkéni organismus: mys; specifita k: flagelarni protein
Salmonella sp.; skladovano v: lednice (2014)

Kozi protilatky anti-Salmonella CSA-1, afinitné ¢isténé (Cat: 01-91-99; KPL,
Gaithersburg, MD, USA)

o polyklonalni Ab; produkéni organismus: koza; specifita k: spolecné
strukturalni Ag (CSA) Salmonella sp., sérotypy skupiny A, B, C, D, E;
skladovano v: lednice (2018)

Mysi monoklonalni protilatky anti-Salmonella (Cat: MBS531315; MyBioSource, San
Diego, CA, USA)

o monoklonalni Ab; produkéni organismus: mys; specifita k: Salmonellae;
skladovano v: mrazak (2015)

Protilatky anti-Salmonella HRP (Cat: MBS 536004; MyBioSource, San Diego, CA,
USA)

o polyklonalni Ab; produkéni organismus: kralik; specifita k: O a H Ag
Salmonella sp.; skladovano v: mrazak (2013)

Protilatky anti-Listeria monocytogenes (Cat: PA1-30487; Invitrogen, Rockford, IL,
USA)
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o polyklonalni Ab; produkéni organismus: kralik; specifita k: Listeria
monocytogenes; skladovano v: lednice (2017)
Krali¢i protilatky anti-Listeria spp. (Cat: 4201; ViroStat, Portland, ME, USA)
o polyklonalni Ab; produk¢ni organismus: kralik; specifita k: celé bunky Listeria
monocytogenes; skladovano v: lednice (2017)
Monoklonalni protilatky anti-L. monocytogenes (Cat: 3L1MabLZH1; HyTest Ltd.,
Turku, Finsko)
o monoklondlni Ab; produk¢ni organismus: mys; specifita k: frakce vnéjsi
membrany a celé bunky Listeria monocytogenes; skladovano v: lednice (2017)
Krali¢i protilatky anti-Escherichia coli (Cat: 1001; ViroStat, Portland, ME, USA)
o polyklonalni Ab; produk¢ni organismus: kralik; specifita k: O a K antigenni
sérotypy Escherichia coli; skladovéano v: lednice (2017)
Polyklonalni protilatky anti-E. coli serotyp 0157 (Cat: PA1-30486; Invitrogen,
Rockford, IL, USA)
o polyklonalni Ab; produkéni organismus: koza; specifita k: Escherichia coli
0157, skladovano v: mrazak (2017)

Pouzité konjugaty:

Anti-ovéi 1gG — znacené HRP, (Cat: A0510, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kozi anti-mysi IgG — znacené HRP (Cat: A5278; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kozi anti-krali¢i IgG — znaené HRP (Cat: A8275, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Krali¢i anti-kozi IgG — znacené HRP (Cat: A5420; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Pouzité chaotropni ¢inidlo: thiokyanatan amonny (NH4SCN; Penta, Chrudim, CR)

Postup:

Nejprve je nutné piipravit suspenzi bakteridlnich bun¢k z jednodenni Kkultury

zvoleného mikroorganismu v PBS pufru (pH 7,4) tak, aby podle MacFarlandovy zakalové

stupnice odpovidala bodu 1,5. Tato suspenze je pifed nanesenim na membranu podle potieby

natedéna PBS pufrem (pH 7,4). PVDF membrana je ostfizena na pozadovany tvar

a je ponechana ekvilibrovat 3 min v metanolu. Poté je umisténa do aparatury prototypu 2,
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a je provedena eckvilibrace membrany PBS pufrem (pH 7,4) nadavkovanim 1 ml pufru
na jednu fadu se zapnutym spodnim odtahem. Po ekvilibraci je pfi zapnutém spodnim odtahu
davkovano do kazdé jamky 2x 50 ul nafedéné suspenze mikrobialnich bunék. Po uplném
0dsati suspenze ze vSech jamek je vypnuto vakuum a je nadavkovan bloka¢ni roztok (1 ml
najednu fadu). Inkubace probihd 1 h pii laboratorni teploté. Blokacni roztok je odtazen
zapnutim vakua hornim odtahem pies mikrofluidni kandly. Membrana je 3% promyta PBS-T
pufrem (pH 7,4) postupnym davkovanim a odsavanim 1 ml pufru na jednu fadu. Pfi vypnutém
vakuu je nadavkovan roztok vhodné nafedéné primarni protilatky (v mmnozstvi 1 ml
na 5 jamek) a membrana je ponechana inkubovat 1 h pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby
inkubace je roztok odtazen hornim odtahem a nasleduje promyti PBS-T pufrem pH 7,4 6x
rychle po sobé. Roztoky vhodné nafedénych konjugatl jsou davkovany pii vypnutém vakuu
(v mnozstvi 1 ml na 5 jamek). Po 1 h inkubace za laboratorni teploty jsou roztoky konjugatt
odsaty hornim odtahem a membrana je promyta Stejnym zplsobem jako po primarni
protilatce (tedy 6x PBS-T pufrem, 1 ml na jednu fadu). Za chodu vakua je membrana vyjmuta
z aparatury na Petriho misku, kde je jesté jednou 5 min promyvana PBS-T pufrem (pH 7,4)
pti laboratorni teploté na orbitalni tfepacce. PoO promyti je na membranu aplikovan detekéni

roztok slozeny z Opti-4CN™

Substrate Kit a redestilované vody, jehoZz ptiprava byla popsana
vkap. 3.2.1. Membrana pievrstvena detek¢nim roztokem je inkubovana 5-15min
pii laboratorni teploté¢ na orbitdlni tfepacce az dojde k pozadovanému Sedo-fialovému
zbarveni. Pro odstranéni zbytkl detekéniho roztoku je membréna opladchnuta destilovanou
vodou a po uplném vyschnuti je vyfocena ve fotografovaci stanici ChemiDoc™ XRS Systém
pres software Image Lab™, kde je provedeno i denzitometrické vyhodnoceni. Po ukondeni
prace jsou vSechny nespotfebované suspenze bunék desinfikovany pfidanim dostate¢ného
mnozstvi 1% roztoku Ajatinu a spolecné s infikovanym spotfebnim materidlem specidlné
zlikvidovéany podle zasad zachazeni s biologickym odpadem. V pribéhu prace je nutné dbat
na dodrzovani zasad spravné laboratorni praxe a po ukonceni prace jsou vSechny povrchy
apomucky fadn¢ vydesinfikovany. Velky diraz je kladen i1 na dostateCnou desinfekci
pouzivaného zafizeni. K desinfekci odvodnych kanalkd a hadicek pouzit 20% roztok
denaturovaného lihu. Pro porovnani afinity nebo avidity testovanych protilatek je pouzit

postup, ktery jiz byl popsan v kap. 3.2.5.
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4  Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo zminéno vuvodu této prace, spravny vybér protilatky je jednim
Z klicovych  bodii  uspésného védeckého experimentu. Zejména pii rozsahlych
biotechnologickych ¢i biomedicinskych projektech je opakovatelnost experimenti zcela
zasadni a dle poslednich poznatki na nich jiz fada projektt narazila. Nez dojde Kk napraveé
a standardizaci prodeje protilatek, je vice nez vhodné, zkusit otestovat produkty od nékolika
vyrobcu a vybrat si protilatku s pozadovanymi parametry.

Nize uvedené vysledky popisuji kroky smétujici k vyvoji metody pro testovany
prototyp, déle aby si ovétili spravnost ziskanych vysledkl a abychom je otestovali na riznych
systémech antigenu a protildtky. Vyvoj prototypu probihal od roku 2015 ve spolupraci
Katedry biologickych a biochemickych véd (UPCE) a Ustavu analytické chemie AV CR
v Brné. Z divodu mozného podéavani patentu na prototyp zde nejsou uvedeny podrobnosti

tykajici se konstrukce zatizeni.

4.1 Porovnani protilatek proti chymotrypsinu

Prace byla zahdjena optimalizaci pracovniho postupu pro dotblot na systému
chymotrypsin anti-chymotrypsinové praseci sérum, aby se ziskany protokol nasledné¢ mohl
pouzit pti experimentech na novém prototypu. Jednotlivé dil¢i kroky, které vedly k vysledku,

jsou uvedeny v kapitole 4.1.1 az 4.1.10.

4.1.1 Optimalizace postupu pro dotblot

Jak jiz bylo zminéno pifi optimalizaci pracovniho postupu metody dotblot
pro stanoveni chymotrypsinu se vychdzelo z bézné vyuzivaného postupu pro dotblot.
U zvoleného modelového systému vSak bylo potieba zménit nékolik krokii v zavedeném
postupu, abychom na membrané po detekci dosahly syté zbarvenych Sedofialovych skvrn.
Pfi pouziti zavedeného postupu se objevovaly skvrny antigenu predevs§im mimo detekcni
oblast (viz obr. 12A).

Pro dosazeni pozadovaného vysledku jsme museli provést postupné zmény nékterych
parametr stanoveni. Nejprve jsme zménili davkovaci pufr pro antigen z pivodniho PBS-T
(pH 7,4) na fosfatovy pufr (pH 7,3, 10 mmol.I"") a snizili koncentrace antigenu. Vysledné

membrany jsou zobrazeny na obr. 12B. Tmavé mapy rozpitého antigenu na membrané byly

56



viditelné v mensi mife nez v piipadé¢ ptvodniho postupu (obr. 12A). V detekéni oblasti,
jiz byly viditelné naznaky skvrn s homogennim zbarvenim. Na jejich okrajich se vSak stale
vyskytovaly tmavé, rozpijejici se prstence. Pfi nékolikanasobném zvySeni koncentrace
antigenu mély ziskané skvrny podobné svétlé zbarveni jako ty predchozi (z porovnani
obr. 12B a 12C), naopak rozpijejici se okraje detekénich oblasti byly vyrazné&jsi. Také jsme
zjistili, Ze se tmavé skvrny antigenu ve vét$i mife objevuji i narubové strané membrany,
ktera by ve standardnim pfipadé neméla byt pro antigen propustna (viz obr. 11). Rozhodli
jsme se tedy pro Uplné vylou€eni Tweenu 20 z procesu nandSeni antigenu na membranu.
Nakonec byl fosfatovy pufr (pH 7,3, 10 mmol.I™) pouzit nejen jako roztok pro fedéni
antigenu, ale také jako ekvilibra¢ni roztok. Oproti pfedchozim pokusim jsme nechali
membranu po vytazeni zaparatury uschnout na savém materialu (naptiklad papirové
ubrousky nebo filtracni papir). Vysledky tohoto experimentu jsou znidzornény na obrazku
12D. Byly ziskany skvrny s homogennim zbarvenim a ostrymi okraji, které bylo mozné
denzitometricky vyhodnotit (viz obr. 12D). Vysledny postup (popsany v kap. 3.2.1) byl pouzit

u dalSich stanoveni.

Obr. 11: Rubova strana PVDF membrany pfi stanoveni chymotrypsinu metodou dotblot. Sipkou jsou oznaceny
tmavé skvrny zptsobené prusakem Ag pies membranu.; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad).
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Ekvilibr. pufr: PBS-T | ddvkovaci roztok Ag: PBS-T | konc. Ag.: 10, 20. 30, 40 pug/100 pl

Prim. Ab: 1:1000

1:1000 1:2000 1:3000 1:5000

OO
QGO0

Ekwilibr. pufr: PBS-T | ddvkovaci roztok Ag: fosf. pufr (10 mM) | konc. Ag.: 1. 3, 5 png/100 ul

Prim. Ab: 1:1000 1:2000 1:3000 1:5000

|
OO00O/e @ 9, @ g€ ¢ a® 0 o

Ekvilibr. pufr: fosf. pufr (10 mM) | ddvkovaci roztok Ag: fosf. pufr (10 mM) | konc. Ag.: 1. 3, 5 pg/100 pl

Obr. 12: Znazornéni vysledkli optimalizace parametric pracovniho postupu pro stanoveni chymotrypsinu
metodou dotblot (ekvilibraéni pufr, davkovaci roztok Ag, koncentrace Ag, koncentrace primarni Ab);
A. Vysledné PVDF membrany po pouziti PBS-T pufru (pH 7,4) k ekvilibraci i k nanaseni Ag. V detekéni oblasti
neni viditelné téméf zadné zbarveni. Vysoka intenzita zbarveni pozadi a okoli detekcni oblasti.; B. Vysledné
PVDF membrany po pouziti PBS-T pufru (pH 7,4) K ekvilibraci a fosfatového pufru (pH 7,3; 10 mmol.I"") pro
davkovani Ag. Viditelny niz8i signal na pozadi, néz v ptfipadé A. V davkovaci oblasti jsou viditelné naznaky
skvrn. Patrné mirné rozpiti v okoli detekéni oblasti.; C. Vysledné PVDF membrany s pouzitim vyssi konc. Ag
nez v piipadé B (jinak stejné podminky jako B.). Signal na pozadi i mira rozpijeni Ag Vv okoli detekcni oblasti je
znatelné vyrazné€jsi nez v pripadé B.; D. Vysledné PVDF membrany po pouziti fosfatového pufru (pH 7,3;
10 mmol.I™) pro ekvilibraci i davkovéani Ag (stejné konc. Ag jako v ptipadé C.). Ziskané skvrny maji homogenni
zbarveni a ostré okraje, také je viditelna niz$i intenzita pozadi nez v ptipadé C.; V piipadech A, B a C byla
PVDF membrana po vyjmuti z aparatury poloZena na uschnuti na potravinovou folii, v pfipadé D na savy papir.;
Redéni konjugatu: 1:8000, Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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4.1.2 Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce pro dotblot

Citlivost kolorimetrické detekce chymotrypsinu byla testovana na koncentracni fadé
chymotrypsinu metodou dotblot. Jako slepy vzorek byl davkovan cisty fosfatovy pufr (pH
7,4; 10 mmol.I"") a jako negativni kontrola byl pouzit roztok BSA ve fosfatovém pufru (pH
7,4; 10 mmol.I"Y) o koncentraci 3 pg/100 pl. Kazdy bod fady byl na membranu nanesen
v triplikatu podle uvedeného davkovaciho schématu (obr. 13A). Ziskané skvrny byly
denzitometricky vyhodnoceny a od naméfenych intenzit byla odectena hodnota slepého
vzorku.

Ziskand grafickd zavislost intenzity zbarveni skvrn na koncentraci antigenu
je znazornéna na obr. 13C. Z prubéhu kiivky je viditelné, ze az do koncentrace chymotrypsinu
0,1 ng/100 pl vykazuje linearni charakter. U vyssich koncentraci antigenu dochazi k tzv. platd
efektu, ktery je zptisobeny prehlcenim vazebné kapacity membrany. Mez detekce této metody
se nachazi vrozmezi koncentraci chymotrypsinu 0,001 az 0,005 ng/100 pl. Pro afinitni
dotblot byl z této koncentraéni fady vybran bod z linearni oblasti, u kterého byla neméfena
dostatecnd intenzita na to, aby bylo mozné pozorovat ubytek signalu pii odmyvani protilatek
pusobenim chaotropniho ¢inidla. Témto parametriim pro optimalizaci pracovniho postupu

nejlépe odpovidala koncentrace chymotrypsinu 0,02 ng/100 pl.

59



& &

clelo)

30000,0 -

25000,0 -

20000,0 -

15000,0 -

Intenzita-Blank

10000,0 -

5000,0 -

§ & e a %

,‘\

0,0

0,2 04 0,6 0,8
Koncentrace Ag

C

Obr. 13: Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce chymotrypsinu metodou dotblot na PVDF membrang;
A. Davkovaci schéma, c(Ag) v pg/100 pl, BL — slepy vzorek, BSA — negativni kontrola; B. Vysledné PVDF
membrany (V triplikdtu) — Zbarveni ziskanych skvrn je homogenni a se vzristajici konc. Ag roste i jejich
intenzita.; C. Graficka zavislost intenzity zbarveni skvrn na koncentraci Ag — Linearni oblast zavislosti
se nachazi v rozmezi koncentraci chymotrypsinu 0,001 az 0,1 ug/100 ul. V oblasti vysokych c(Ag) je viditelny
platé efekt.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové praseéi sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000; Detekce:

Opti-4CN (Bio-Rad)
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4.1.3 Optimalizace koncentraci chaotropniho ¢inidla pro afinitni dotblot

Pro nasledujici experimnet jsme pouzili koncentrace chymotrypsinu 0,02 pg/100 pl.
Primarni protilatka byla fedéna v poméru 1:2000 a fedéni konjugatu bylo 1:8000.

Byly testovany tifi koncentratni fady NH;sSCN (viz obr. 14) rozpusténého
ve fosfatovém pufru  (pH 7,3; 10 mmol.I%). Kazda koncentratni fada odmyvala
imunokomplex s jinou rychlosti. Z vysledkti na obr. 14B je patrné, ze zavislost intenzity
zbarveni na koncentraci chaotropniho ¢inidla klesala nejpomaleji u 2. fady. Lépe na tom byly
fady 1 a 3, u kterych byla rychlost klesani zavislosti srovnatelnd. Jako vhodnéjsi vSak byla
vybrana 3. fada (0 koncentracich NH;SCN 0,5; 1,5 a 3. mol.l‘l), ktera zahrnovala vé&tsi

rozmezi koncentraci NH,SCN.
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Obr. 14: Vysledky optimalizace koncentra¢ni fady chaotropniho ¢inidla metodou afinitniho dotblotu;
A. Vysledné PVDF membrany — Koncentrace NH,SCN jsou uvedeny v mol.I™.; B. Grafické zavislosti intenzity
zbarveni na koncentraci NH;SCN pro jednotlivé fady — Nejpomaleji klesa zavislost 2. fady. Strmost klesani
zbylych dvou fad je velmi podobna.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové prase¢i sérum fedéné 1:2000; Redéni
konjugatu: 1:8000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

61



4.1.4 Porovnani kvality protilatek afinitnim dotblotem

Podle postupu popsaného v kapitole 3.2.2, byla provedena analyza avidity
hyperimunniho praseciho a beraniho séra se specifitou proti chymotrypsinu. Koncentrace
antigenu zustala stejna (0,02 png/100 pl), testovana séra (primarni Ab) byla fedéna v poméru
1:2000 a konjugaty 1:8000, koncentrace chaotropniho ¢inidla NH4SCN byly 0,5; 1,5
a3mol.I". Stanoveni bylo provedeno v triplikatu (obr. 15A). Ziskané skvrny byly
denzitometricky vyhodnoceny, hodnoty pro odpovidajici koncentrace byly zprimérovany
azdat byla vynesena zavislost intenzity zbarveni skvrn (po odecteni hodnoty blanku)
na koncentraci chaotropniho ¢inidla (viz obr. 15B). Z fotografie membran i z vyneseného
grafu je patrné, Ze skvrny oSetiené beranim sérem maji oproti prase¢imu svétlejsi intenzitu

zbarveni.
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2000 - ""--‘_,__‘_‘_-‘ \

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
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Obr. 15: Vysledky srovnani avidity prase¢iho a beraniho séra metodou afinitniho dotblotu; A. Vysledné PVDF

v

svwr

NH,4SCN pro ob¢ s¢ra — Strméji klesla zavislost praseciho séra.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové praseéi a berani
sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Naméfend intenzita spot oSetfenych roztokem NH4SCN o koncentraci 3 mol.I* byla
niz§i nez intenzita slepého vzorku, proto byl cely experiment zopakovan jest¢ jednou
s koncentracemi chaotropniho &inidla 0,5; 1 a 2 mol.I"". Koncentrace chymotrypsinu, fedéni
sér 1 fedéni konjugati zlstalo stejné. Data byla zpracovdna analogicky jako v pfedchozim
stanoveni a ziskané vysledky vykazovaly podobnou zavislost jako vysledky piedeslé
(viz obr. 16).
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Obr. 16: Vysledky srovnani avidity prase¢iho a beraniho séra metodou afinitniho dotblotu; A. Vysledné PVDF
membrany — Koncentrace NH,SCN jsou uvedeny v moll™; B. Grafické zavislosti intenzity zbarveni

na koncentraci NH;,SCN pro ob¢ séra — Stejné jako v pfedchozim stanoveni strmg&ji klesala zavislost pro prase¢i
sérum.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové prase¢i a berani sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000;
Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

Pro kazdou koncentraci chaotropniho ¢inidla bylo také spocitdno procento vazby obou
sér, jehoz zlogaritmovana hodnota byla vynesena do grafické zavislosti (viz obr. 17). Z jejiho
prubéhu je ziejmé, ze praseci sérum odolavalo zvySujici se koncentraci chaotropniho ¢inidla

0 néco huife nez sérum berani.
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Obr. 17: Vysledky srovnani avidity prase¢iho a beraniho séra metodou afinitniho dotblotu; A. Vztah
pro vypocet procenta vazby protilatek; B. Zavislost logaritmu procenta vazby testovanych sér na koncentraci
NH,SCN (uvedeno v mol.I') — Vynesena kiivka pro prase¢i sérum klesa méné strmé&ji nez kiivka pro sérum
berani.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové prase¢i a berani sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000

Pokud porovname vysledky obou sér, tak z intenzit zbarveni skvrn je zfejmé,
Ze praseCi sérum obsahuje veEtSi mnoZstvi anti-chymotrypsinovych protildtek nez sérum
ziskané imunizaci berana. Jak zdvislost vynesend z naméfenych intenzit zbarveni spot,
tak i z logaritmt procent vazby praseciho séra, vykazuje oproti beranimu séru vice klesajici
zavislost. Zda se, Ze protilatky obsaZené v prase¢im séru maji tedy niz$i aviditu nez protilatky

berani.
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4.1.5 Ovéieni vysledki pomoci metody ELISA s chaotropnim ¢inidlem

Pro potvrzeni vysledki porovnani avidity testovaného praseciho a beraniho séra
ziskanych metodou dotblot byla jako ovéfovaci metoda zvolena metoda ELISA s chaotropnim
¢inidlem. Na povrch jamek mikrotitracni desticky byl imobilizovan antigen (chymotrypsin)
o koncentraci 4 pug/100 ul. Zvolena koncentraéni fada roztoki chaotropniho ¢inidla
(NH4SCN) obsahovala body o této koncentraci: 0,5; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2; 2,25; 2,5; 3 a 3,5
mol.I". Pro kazdé sérum byly body vyneseny v triplikatu. Na spektrofotometru pro méfeni
mikrotitracnich desticek byly zmétfeny absorbance jednotlivych jamek pii 492 nm.
Odpovidajici si hodnoty byly zprimérovany a byly od nich odec¢teny hodnoty slepého vzorku.
Ze ziskanych dat byla vynesena zédvislost absorbance na koncentraci chaotropniho c¢inidla
(obr. 18A). Také bylo spocitano procento vazby podle vzorce uvedeného na obr. 17,
jehoz dekadicky logaritmus byl v zavislosti na koncentraci NH,;SCN taktéz vynesen do grafu
(viz obr. 18B).

Zejména z grafu zobrazujici zavislost naméfenych absorbanci je viditelné, ze vysledky
ziskané metodou ELISA koreluji s vysledky ziskanymi metodou dotblot. Jamky oSetfené
prase¢im sérem davaji vySSi odezvu nez jamky po aplikaci beraniho séra, coz s nejvetsi
pravdépodobnosti poukazuje na vyssi obsah anti-chymotrypsinovych protilatek v prase¢im
séru. Berani sérum vSak oproti praseCimu vykazuje pomaleji klesajici zavislost absorbance
proti koncentraci NH;SCN a zfejmé ma tedy vétsi aviditu k antigenu. Z grafu znazornujiciho
zavislost koncentrace logaritmu procenta vazby na koncentraci chaotropniho ¢inidla
(obr.18B) nelze jednozna¢né urcit, které sérum ma podle tohoto stanoveni vyssi aviditu
K antigenu, zavislosti pro ob¢ séra jsou si velmi podobné.

Pro zjisténi zda je mozné metodou ELISA detekovat 1 tak nizkou koncentraci
chymotrypsinu, jaka byla pouzivana u metody dotblot, byl na povrch dvanécti jamek navazan
chymotrypsin v koncentraci 0,02 pg/100 ul vzdy v Sesti opakovanich pro kazdé sérum.
Tyto jamky byly oSetfeny ptisluSnou kombinaci séra a konjugatu, oboji ve stejném fedéni
jako zbytek mikrotitracni desticky. Jamky nebyly vystaveny ucinktim chaotropniho ¢inidla,
misto n¢j byl davkovan sodnodraselny fosfatovy pufr (pH 6,2; 0,1 mol.l'l). Namétené hodnoty
absorbance jamek po detekci byly zprimérovany a vyslednd absorbance namétfena u jamek
oSetfenych praseCim sérem byla 0,118 a u téch beranim sérem 0,098 (méfeno pii 492 nm),
tedy pod absorbanci slepého vzorku, jenz byla pro prase¢i sérum 0,256 a pro berani 0,260.
Po porovnani primérné absorbance jamek s Ag a absorbance slepého vzoru pro kazdé sérum

bylo jasné, ze tak nizké koncentrace chymotrypsinu neni mozné za pouzitych podminek
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metodou ELISA piesn¢ stanovit. Metodou dotblot 1ze stejny experiment provést s 200x nizsi
koncentraci chymotrypsinu nez je tomu u metody ELISA, je tedy mnohem citlivejsi a Casove
mén¢ narocna. Metoda ELISA totiz vyzaduje pfipravu ve dvou dnech, kdy je nejprve nutna
aktivace povrchi jamek mikrotitracni desticky, na které je pak navazan pozadovany antigen.
Az po uplynuti minimdlné 20 hodinové inkubac¢ni doby je teprve mozné, na takto
pfipraveném povrchu desticky, provést analyzu vybranych protilatek. Metodou afinitniho

dotblotu vsak mtizeme ziskat vysledky zhruba do 4 h od pocatku analyzy.
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Obr. 18: Grafy stanoveni avidity vySetfovanych sér metodou ELISA s chaotropnim ¢inidlem; A. Zavislost
naméfené absorbance na koncentraci NH,SCN (uvedeno v mol.I") — Graf pro prasedi sérum vykazuje vice
klesajici tendenci nez graf pro sérum berani., B. Zavislost dekadického logaritmu procent vazby na koncentraci
NH;SCN — Zavislosti pro obé séra maji velmi podobny priubéh a strmost klesani ptimek.; Prim. Ab: anti-
chymotrypsinové praseéi a berani sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000
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Zda je vhodnéjsi pouzit berani ¢i praseci sérum pro detekci chymotrypsinu by zélezelo
na dal$im pouziti protilatek, tedy v jaké aplikaci by se dané protilatka pouzivala. V prase¢im
séru je vyssi titr protilatek, sice s nizsi aviditou nez maji protilatky berani, ale vytéznost
pii jejich purifikaci bude vysoka. Avidita téchto protildtek pro aplikaci, jako je napiiklad
ELISA, je vsak zcela postacujici. Berani protilatky maji vyssi aviditu, ale zase je jich v séru
méng¢, pii purifikaci tedy bude nizsi vytéznost. Pokud by ale byly pozadovany vysokoafinitni

protilatky, bylo by lepsi pouzit protilatky berani.

4.1.6 Uvodni experimenty na prototypu 1

Jak jiz bylo zminéno, testované zafizeni pracuje na principu klasické dotblot analyzy.
Diky tomu mohl byt pouzit pro testovani stejny postup a podminky stanoveni
jako v kapitole 3.2.1 (pouze s malymi zménami). Nejprve vsak bylo nutné ovéfit samotnou
funkénost prototypu. Ovérovala se zejména tésnost celé aparatury. Pozorovalo se, zda dochazi
ke spravnému odsavani davkovanych roztokl a také jestli nedochazi k miseni roztokd mezi
jednotlivymi jamkami. Za timto G¢elem jsme provedli n€kolik experimentd, pii kterych jsme
do aparatury davkovali barevny roztok methyloranze. Zjistili jsme, ze dochazi k protékani
mezi jamkami zafizeni. V jinych ohledech vSak zafizeni spliiovalo své funkce, proto jsme
naném provedli prvni experimenty s protilatkami. Pouzili jsme koncentraci chymotrypsinu
0,025 pg/100 pl. Po kolorimetrické detekci mély vSechny skvrny na membrané srovnatelnou
intenzitu zbarveni. Vysledky tohoto pokusu sice potvrdily protékani jamek, na druhou stranu
bylo poprvé prokazano, ze na novém zafizeni je mozné provést vSechny kroky
jako u standardniho dotblotu, nedochazi K nespecifické sorpci a lze tak ziskat pozadované
skviny na membrané. Cely experiment byl znovu zopakovan, tentokrat pouze s jednou
koncentraci chymotrypsinu (0,025 pg/100 ul), vysledna membrana je zobrazena na obr. 19.

VSechny ziskané skvrny mély srovnatelné tmavé zbarveni. V okoli skvrn a na rubové
stran¢ membrany byly viditelné tmavé mapy, které byly zpisobeny nespecifickou sorbci
(eliminace tohoto jevu je popsana v kapitole 4.1.8). Témito pokusy bylo potvrzeno, Ze pomoci

nového zatizeni je mozné provést stanoveni antigent.
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Obr. 19: Stanoveni chymotrypsinu pomoci prototypu 1; A. Fotografie licové strany vysledné PVDF membrany
— Do vsech jamek byl davkovan roztok o c(Ag) 0,025 pg/100 ul. VSechny skvrny maji srovnatelnou intenzitu
zbarveni. Témét kolem vsech skvrn je viditelny tmavy prstenec zplsobeny nespecifickou sorbcei.; B. Fotografie
rubové strany PVDF membrany — Na rubové strané PVDF membrany se v dusledku nespecifické sorbce
vyskytuji tmavé mapy (oznaceno Sipkami).; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové praseéi sérum fedéné 1:2000;
Redéni konjugatu: 1:8000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

4.1.7 Optimalizace metody pro prototyp 2

Na zaklad¢ ptedchozich vysledkii a testovani, jsme nechali vyrobit prototyp novy,
ktery po otestovani s barevnymi roztoky spliioval pozadované parametry, abychom na ném
mohli otestovat protokol pro modelovy systém s chymotrypsinem. Roztok chymotrypsinu
o koncentraci 0,025 pug/100 ul byl davkovan stiidavé s fosfatovym pufrem (pH 7,3;
10 mmol.I""), ktery slouzil jako slepy vzorek (viz obr. 20A). Jako primarni protilatka bylo
znovu pouzito hyperimunni praseéi sérum. Redéni séra i konjugétu zistalo stejné. Fotografie
vysledné membrany je znazornéna na obr. 20B. Podle ocekavani je intenzita skvrn,
oSetfenych antigenem stejna. Jak je vidét, nc¢které skvrny nejsou kulaté, ale maji srpkovity
tvar. Zjistili jsme, ze je to zpusobeno vznikem bublin pii davkovani vzorku na membranu.
Kolem nékterych skvrn a na rubové strané membrany se znovu objevily znamky nespecifické

sorbce (jeji eliminace je popsana v kapitole 4.1.8).
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Obr. 20: Stanoveni chymotrypsinu pomoci prototypu 2; A. Davkovaci schéma; B. Vysledna PVDF membrana —
Skvrny, na které byl davkovan Ag, maji stejné zbarveni. Srpkovity tvar nékterych skvrn byl zptisoben tvorbou
bublin p¥i davkovani.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové praseéi sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000;
Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

4.1.8 Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce na prototypu 2

Stejné jako u klasického dotblotu byla i pii experimentech s pouzitim nového zatizeni
stanovena citlivost pouZivané kolorimetrické detekce. Na PVDF membranu byla nenesena
koncentratni fada chymotrypsinu rozpusténého ve fosfatovém pufru (pH 7,3; 10 mmol.I™),
ktera obsahovala tyto koncentrace: 0,01; 0,05; 0,1 a 1 ug/100 ul (viz davkovaci schéma
obr. 21A). Jako primarni protilatka bylo pouzito hyperimunni prase¢i sérum fedéné 1:2000,
fedéni konjugatu bylo 1:8000. V ramci jednoho pokusu byla tato koncentra¢ni tada
aplikovdna na membranu celkem Cctyfikrat v uspofadani tak, Ze v lichych ftadcich byla
davkovana od nejvyssi k nejnizs$i koncentraci a v sudych naopak, aby se ovéfilo, ze nedochazi
K miseni obsahtl jamek a k diikazu tésnosti celé aparatury. S cilem zabranit vzniku tmavych
prstencii kolem skvrn a lepSimu zafixovani davkovaného antigenu na membranu, nebylo
jako doposud davkovano 100 pl roztoku antigenu, ale 2x 50 ul do kazdé jamky, tak jak je
uvedeno v kapitole 3.2.4. Ve snaze eliminovat nespecifickou sorbci detekénich protilatek
jsme provedli zménu i ve zptisobu promyti pred detekci. Membrana byla nejprve jako obvykle
3% rychle promyta davkovanim 1 ml PBS-T pufru (pH 7,4) na jednu fadu jamek, nasledné
byla vytazena z aparatury a jeSt¢ 3% promyta v Petriho misce na orbitlni tfepacce
s 5 minutovymi dobami inkubace. Fotografie vysledné membrany je na obr. 21B.

Odpovidajici si intenzity zbarveni byly zprimérovany, od ziskanych hodnot byla
odeCtena primérnd hodnota intenzity slepych vzorkli a vSe bylo vyneseno v zévislosti

na koncentraci antigenu do grafu (viz obr. 21C). V oblasti vysokych koncentraci
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chymotrypsinu dochézi k platd efektu, pii kterém s rostouci koncentraci naméfena intenzita

jiz neroste.
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Obr. 21: Vysledky stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce chymotrypsinu na prototypu 2; A. Davkovaci
schéma — c(Ag) jsou uvedeny v ug/100 ul; B. VyslednA PVDF membrana — Ziskané skvrny maji klesajici
intenzitu. Na pozadi membrany nejsou viditelné zadné znamky nespecifické sorbce.; C. Graficka zavislost
intenzity zbarveni na koncentraci Ag — Intenzita namétena u nejnizsiho bodu fady je mnohem vyssi nez intenzita
namétena u slepych vzorki. V oblasti vysokych c(Ag) je viditelny platd efekt.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové
prase&i sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000; Detekci Opti-4CN (Bio-Rad)

Bod o nejnizsi koncentraci 0,01 pg/100 ul mél pomérné tmavé zbarveni detekcni
oblasti, proto jsme se rozhodli zménit koncentra¢ni fadu na: 0,005; 0,01; 0,0250; 0,05
a 0,1 pug/100 pl. Vysledna data byla zpracovana analogicky jako Vv predchozim stanoveni.

Z vysledktl znazornénych na obr. 22 je ziejmé, ze dolni hranice detekce tohoto stanoveni
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chymotrypsinu se tedy nachazi v oblasti koncentraci nizSich nez 0,005 pg/100 pl, tedy patrné

kolem hranice 1 ng/100 pl.
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Obr. 22: Vysledky stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce chymotrypsinu na prototypu 2; A. Davkovaci
schéma — c(Ag) jsou uvedeny v pg/100 pl; B. Vysledna PVDF membrana — Intenzita zbarveni ziskanych skvrn
klesalas klesajici c(Ag).; C. Grafickd zavislost intenzity zbarveni skvrn na c(Ag) — Intenzita namétena

v v

platé efekt.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové praseéi sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatu: 1:8000; Detekce:
Opti-4CN (Bio-Rad)

Vyse zminénymi zménami v postupu bylo dosazeno doposud nejlepSich vysledkd.
Zcela bylo odstranéno rozmyvéani antigenu do okoli skvrn, také uz se na membrané

nevyskytuji tmavé mapy zpusobené nespecifickou sorbci. Intenzity zbarveni skvrn se stejnou
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koncentraci chymotrypsinu byly stejné, ¢imz tedy bylo znovu potvrzeno, Ze novy prototyp

pracuje tak, jak je pozadovano.

4.1.9 Porovnani avidit praseciho a beraniho séra na prototypu 2

Vzhledem k vysledkim z ptedchoziho pokusu, byla jako vhodna koncentrace
chymotrypsinu pro testovani avidity beraniho a prase¢iho hyperimunniho séra zvolena
0,02 pug/100 pl. Pti analyze bylo postupovano tak, jak je uvedeno v kapitole 3.2.5. Obé séra
byla fedéna jako obvykle v poméru 1:2000, pfislusné konjugaty byly fedény 1:8000 a fada
roztok® chaotropniho &nidla NH4SCN zahrnovala tyto koncentrace: 0,5; 1; 1,5; 2 mol.I™.
Stanoveni bylo provedeno v n¢kolika opakovanich. Nejprve byla testovana ob¢ séra oddéleng,
kazdé na jiné membrané¢ a v jiném dni, a az nasledné bylo provedeno testovani obou sér
V rdmci jednoho pokusu béhem jednoho dne. Fotografie membran a grafickd vyhodnoceni
ziskanych dat jsou zobrazeny na obr. 23 a 24.

Pti testovani sér oddélené i soucasné bylo dosazeno stejnych vysledki. Podobné jako
u metody afinitniho dotblotu byla intenzita skvrn oSetfenych beranim sérem niZsi
nez intenzita skvrn po aplikaci praseciho séra, coz koreluje s vysledky pfedchoziho testovani
na klasickém dotblotu a pomoci ELISA metody. Zavislost intenzity zbarveni skvrn
na koncentraci chaotropniho c¢inidla prasec¢iho séra klesa rychleji neZz u séra beraniho.
| zavislost dekadického logaritmu procent vazby na koncentraci NH4SCN vykazuje
U beraniho séra nepatrné méné klesajici tendenci. Vysledky porovnani avidit sér pomoci
nového zafizeni odpovidaji vysledkiim ziskanych jak testovanim metodou afinitniho dotblotu,

tak i metodou ELISA s chaotropnim ¢inidlem.
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Obr. 23: Vysledky porovnani avidity beraniho a prase¢iho anti-chymotrypsinového séra na prototypu 2;
A. Fotografie vysledné PVDF membrany — prase¢i sérum; B. Fotografie vysledné membrany — berani sérum;
C. Fotografie vysledné membrany — praseci a berani sérum zaroven.; D. Graficka zavislost namétené intenzity
zbarveni na koncentraci NH,SCN, pouzité koncentrace NH,SCN jsou uvedeny v mol.I"; Vice klesajici zavislost
byla zjisténa u praseciho séra. Stejnych vysledkd bylo dosazeno, jak pfi testovani sér zvlast tak i na jedné
membrané. Intenzita spot po aplikace beraniho séra je niz$i nez u skvrn oSetfenych sérem prasecim.
Se vzrustajici koncentraci NH4SCN je u obou sér viditelny pokles intenzit zbarveni.; Prim. Ab: anti-
chymotrypsinové praseéi a berani sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugatii: 1:8000; Detekce: Opti-4CN (Bio-

Rad)
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Obr. 24: Grafické zndzornéni zavislosti logaritmu procent vazby na koncentraci chaotropniho ¢inidla
pii srovnani avidity beraniho a prasec¢iho séra na prototypu 2 — Ziskané zavislosti pro obé séra jsou velmi
podobné, nepatrné méné klesajici zavislost vSak vykazuje berani sérum.

4.1.10 Optimalizace promyvani u prototypu 2

Jednim z divodt vyvoje nového zafizeni na dotblot je zjednoduSeni prace a zkraceni
doby analyzy. Proto jsme provedli fadu pokusti (ve stejném usporadani jako bylo provedeno
porovnani avidit beraniho a prasec¢iho sér na jedné membrang), pii kterych byly postupné
zkracovany promyvaci kroky. Jako modelovy systém bylo pouzito porovnani avidity
praseciho a beraniho séra na jedné membrané v totozném uspoiadani jako v kapitole 4.1.9.

Nejprve jsme nahradili dlouhé promyvani po aplikaci primarni protilatky (z ptivodniho
3x 1 ml PBS-T pH 7,4 / tadu rychle za sebou a nasledné jesté 3x 1 ml / fadu po 5 minutach)
na 6x rychle za sebou. Promyti po inkubaci s NH;SCN zustalo zachovano (tedy 5x rychle
po NH;SCN). Po konjugatu byla membrana 3x promyta nadavkovanim 1 ml PBS-T na fadu,
nasledné vytazena z aparatury a 3x 5 minut promyvana PBS-T v Petriho misce na orbitalni
tiepacce. Po detekci jsme na ziskané membrané (obr. 25A) nezpozorovali zadné znamky
rozpijeni ani nespecifické sorbce.

Ve snaze dosahnout maximalni Gspory ¢asu pfi stanoveni jsme v dal§im experimentu
vynechali promyti v Petriho misce na orbitalni tfepatce a membranu jsme po vytazeni

z aparatury pouze oplachli PBS-T. Fotografie membrany po kolorimetrické detekci
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je uvedena na obr. 25B. Kolem n¢kterych skvrn jsou patrné tmavé prstence zplisobené
nespecifickou sorbci detek¢nich protilatek, i takovd membrana je ale bez problému

hodnotitelna.
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Obr. 25: Vysledky zkracovani promyvani na prototypu 2: A. Fotografie vysledné PVDF membrany po prvnim
zkraceni promyti — pro myti po prim. Ab 6x rychle a po konjugatu 3% rychle a 3x po 5 min mimo zatizeni PBS-
T pufrem (pH 7,4); B. Fotografie vysledné PVDF membrany po dal$im zkraceni promyti — promyti po pro myti
po prim. Ab 6x rychle a po konjugatu 3x rychle PBS-T pufrem (pH 7,4) a nasledné oplachnuti membrany PBS-
T pufrem (pH 7,4) po vytazeni zaparatury.; U membrany zobrazené na obr. B jsou viditelné znamky

pozadi.; Prim. Ab: anti-chymotrypsinové prase¢i a berani sérum fedéné 1:2000; Redéni konjugati: 1:8000;
¢(NH,SCN): 0,5; 1; 1,5 a 2 mol.I""; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

Zjistili jsme, Ze pro uplné omyti zbytkll detekénich roztokt staci provést promyvani
podle vySe popsaného postupu a po vyjmuti z aparatury membranu pouze jednou 5 min
promyt v Petriho misce na orbitalni tfepacce. Celkova doba promyti pii pouziti ptivodniho
protokolu je asi 35 min (v pfipad¢ afinitniho uspotfadani pak asi 55 min). Popsanymi zménami
jsme dosahli zkraceni doby analyzy o téméi 20 min a v pfipad¢ afinitniho uspotadani
0 30 min, coz spole¢n¢ s faktem, ze celd analyza (vyjma detekce) probiha v zatizeni a odpada
tedy manipulace s membranou béhem stanoveni, vyrazné urychluje a uzivatelsky zptijemmuje

celou préci.
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4.2 Porovnani protilatek proti apolipoproteinu E na prototypu 2

Po ovéteni funkénosti vyvijeného =zafizeni a optimalizaci pracovniho postupu
na systému chymotrypsinu a anti-chymotrypsinovych protilatek, bylo na zatizeni provedeno
testovani dalSich protildtek namifenych proti jinym antigenim. Jako prvni byly srovnany dvé

protilatky proti apolipoproteinu E (ApoE).

4.2.1 Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce

Analogicky jako u systému s chymotrypsinem byla citlivost detekce stanoveni
testovana pomoci zvolené koncentraéni ftady roztokli antigenti, ktera zahrnovala
tyto koncentrace: 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 a 1 ug/100 ul. Jako slepy vzorek byl
pouzit fosfitovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I"). Pro testovani byly vybrany tyto primarni
protilatky: polyklonalni krali¢i anti-ApoE3 IgG (PADb1) a monoklonalni mysi anti-ApoE3 19G
(MADB2), ob¢ od firmy Moravian Biotechnology v fedéni 1:1000 (tedy o koncentraci 1 pg/ml).
Konjugaty jsme fedili v poméru 1:5000. Po provedeni kolorimetrické detekce byla membrana
vyfocena a denzitometricky vyhodnocena. Od namétenych intenzit zbarveni skvrn byla
odectena pramérna hodnota ptislusného slepého vzorku a z dat jsme vynesli zavislost denzity
skvrn na koncentraci ApoE. Fotografie membrany a jeji grafické vyhodnoceni jsou zobrazeny
na obr. 26 a 27.
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Obr. 26: Vysledky stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce ApoE na prototypu 2; A. Davkovaci schéma
roztoki antigenu — ¢(Ag) uvedena v ug/100 ul; B. Vysledna PVDF membrana — V oblasti vyssich koncentraci
ApoE intenzita skvrn roste pomaleji.; Redéni prim. Ab 1:1000; Redéni konjugata 1:5000; Detekce: Opti-4CN
(Bio-Rad)
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Obr. 27: Vysledky stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce ApoE na prototypu 2: Graf zavislosti naméfené
intenzity ziskanych skvrn na koncentraci ApoE (v pg/100 pl) — Intenzita namétend u nejnizsich c(Ag) fady byla
u obou testovanych protilatek mnohem vyssi nez intenzita slepych vzorkd. V oblasti vyssich koncentraci u obou
protilatek dochazi k plato efektu.; Redéni prim. Ab 1:1000; Redéni konjugatii 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-
Rad)

Z grafické zavislosti (obr. 27) je ziejmé, ze pti zvolené koncentraéni fad¢ antigenu
nebylo dosazeno dolni hranice detekce metody. Jak je patrné z tvaru kiivek, v oblasti
vysokych koncentraci nedochézi ke kvantitativnimu navazani antigenu na povrch membrany
a namétfené intenzity odpovidajicich skvrn nekoreluji se skute€nou koncentraci antigenu.
Pro urceni citlivosti metody tedy byla zvolena nova koncentracni fada ApoE, ktera zahrnovala
niz§i koncentrace antigenu (0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005 a 0,01 pug/100 pl). Zména byla
provedena také v fedéni primarnich protilatek, ty byly na rozdil od ptfedchoziho pokusu
fedény v poméru 1:3000 (koncentrace protilatek tedy byla 0,3 pg/Iml). Redéni konjugatu
zlstalo stejné jako u pfedchoziho stanoveni 1:5000. Namétené intenzity zbarveni skvrn byly
graficky zpracovany. Fotografie membrany a grafické zavislosti intenzity skvrn
na koncentraci antigenu obou testovanych protilatek jsou znazornény na obr. 28.

U bodi o nejnizs$i koncentraci ApoE (0,0001 pug/100 ul) byla u obou protilatek
naméiena intenzita zbarveni niZsi neZ intenzita slepého vzorku. Predpokladame tedy, Ze dolni
mez stanoveni pti pouzitych fedéni detekcnich protilatek lezi v intervalu koncentraci antigenu

od 0,0001 do 0,0005 pug/100 pl. Slepé vzorky osettené polyklonalni krali¢i protilatkou (PAb1)
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mély tmav$i zbarveni neZz ty oSetfené monoklonalni mysi protilatkou (MAb2). Ztoho

A 4

vyplyva, ze PAbl vykazuje vyss$i miru nespecifické sorbce nez MAb2.
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Obr. 28: Vysledky stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce ApOE na prototypu 2; A. Davkovaci schéma
roztokl antigenu — c(Ag) uvedeny v pg/100 pl; B. Vysledna PVDF membrana — Intenzita skvrn s nejnizsi c(AQ)
byla u obou protilatek nizsi nez hodnota slepého vzorku. I pfesto, ze intenzity skvrn u PAbl se na prvni pohled
zdaji tmavsi nez u MAb2, konecna intenzita PAbl byla po odecteni hodnot slepych vzorki nizsi (viz obr. C).;
C. Graf zavislosti naméfené intenzity skvrn na koncentraci ApOE — V oblasti vysokych c(Ag) se u obou
protilatek projevuje plato efekt.; Redéni prim. Ab 1:3000; Redéni konjugatti 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-
Rad)
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4.2.2 Porovnani vybranych protilatek

Pro porovnanim avidity vybrané polyklonalni krali¢i protilatky anti-ApoE3 IgG
(PADb1) a afinity monoklonalni mysi anti-ApoE3 1gG (MAb2) jsme jako vhodnou koncentraci
ApoE, vzhledem k vysledkiim ze stanoveni meze detekce metody, zvolili 0,01 pug/100 pl.
Jako slepy vzorek byl pouzit fosfatovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I"). Ob& priméarni protilatky
byly fedény v poméru 1:3000. Sada roztoki chaotropniho c¢inidla NH4sSCN se skladal
7 roztokd o téchto koncentracich: 0,5; 1 a 1,5 mol.I* (davkovaci schéma viz obr. 29A).
Konjugaty byly fedény 1:5000. Po denzitometrickém vyhodnoceni ziskanych skvrn byla
od namétenych dat odectena pramérna hodnota piislusného slepého vzorku (fotografie

vysledné membrany viz obr. 29B).
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Obr. 29: Vysledky srovnani avidity PAb1 a afinity MAb2 na prototypu 2; A. Davkovaci schéma — pouzita c(Ag)
0,01 ug/100 pl, c(NH,SCN) jsou uvedeny v mol.I'*; B. Fotografie vysledné PVDF membrany — Intenzita
vyslednych skvrn klesa se vzristajici koncentraci NH,SCN .; Redéni prim. Ab 1:3000, Redéni konjugati
1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

Stanoveni bylo provedeno celkem Cctyfikrat. Z primérmych hodnot pro jednotlivé
koncentrace NH4SCN vypocitanych ze vSech opakovani byl sestaven graf zavislosti intenzit
zbarveni na koncentraci chaotropniho ¢inidla (viz obr. 30A). Ze stejnych hodnot byla
také vypocitana procenta vazby, kterd byla po zlogaritmovani také vynesena do grafu
v zavislosti na koncentraci chaotropniho ¢inidla (viz obr. 30B). Z vynesenych zavislosti
je viditelna zna¢na podobnost obou vysetiovanych protilatek. U PAb1 byla naméfena vyssi
intenzita zbarveni skvrn a také vyssi hodnota slepého vzorku nez u MAb2. Vyssi specifity lze

tedy dosdhnout s mySimi monoklonalnimi protildtkami.
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Obr. 30: Grafické znazornéni vysledkl porovnani avidity PAbl a afinity MAb2 na prototypu 2; A. Graficka
zavislost intenzity zbarveni skvrn na koncentraci NH;SCN — Kfivky obou protilatek maji klesajici tendenci.
U PAb1 byly oproti MAb2 naméfeny vyssi intenzity zbarveni skvrn.; B. Zavislost logaritml procent vazby
na koncentraci NH,SCN — Jak je viditelné z prub&hu ktivek je avidita PAbl srovnatelna s afinitou MAb2.;
Koncentrace NH,SCN jsou uvedeny v mol.I".; Redéni prim. Ab 1:3000; Redéni konjugati 1:5000; Detekce:
Opti-4CN (Bio-Rad)
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4.2.3 Ovéreni vysledku z prototypu 2 afinitnim dotblotem

Pro ovéfeni vysledki srovnani avidity PAbl a afinity MAb2, které byly
ziskany pomoci testované¢ho zafizeni, bylo provedeno srovnani avidity/afinity ve stejném
usporadani i metodou klasického dotblotu s chaotropnim cinidlem. ApoE byl nanesen
na membranu v koncentraci 0,01 pg/100 ul. Jako slepy vzorek byl pouzit fosfatovy pufr
(pH 7,3; 10 mmol.I™"). Testované protilatky byly fedény v poméru 1:3000 a konjugaty byly
1:5000. Pouzité koncentrace chaotropniho c¢inidla NH,;SCN byly 0,5, 1 a 1,5 mol.I"%.
Pro kazdou protilatku jsme stanoveni provedli Vv triplikatu (fotografie vyslednych membran
jsou na obr. 31). Po detekci bylo provedeno denzitometrické vyhodnoceni, od dat byly
odecteny primérné hodnoty odpovidajicich slepych vzorkdi a byly sestaveny grafické
zavislosti intenzit zbarveni skvrn a dekadickych logaritmt procent vazby na koncentraci
NH4SCN (viz obr. 32A a 32B). Vysledné zavislosti maji podobny pribéh jako ty, které byly
ziskdny pomoci testovaného prototypu. U skvrn oSetienych PAbl byly stejné
jako u ptedchozi metody naméfeny vyssi hodnoty slepych vzorkd. Timto pokusem jsme
ovérili spravnost dat ziskanych pii pouziti prototypu 2 a také vzajemnou podobnost obou

testovanych protilatek.

Obr. 31: Vysledné PVDF membrany srovnani avidity PAbl a afinity MAb2 metodou afinitniho dotblotu —
Skvrny odpovidajici MAb2 maji niz§i intenzitu nez ty odpovidajici PAbL.; Koncentrace NH;SCN jsou uvedeny
v mol.I"; Redéni prim. Ab 1:3000; Redé&ni konjugati 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Obr. 32: Grafické znazornéni vysledkl srovnani avidity PAbl a afinity MAb2 metodou afinitni dotblot;
A. Zavislost intenzity zbarveni skvrn na koncentraci NH,;SCN; B. Zavislost logaritmii procenta vazby
na koncentraci NH,SCN — V obou piipadech klesa zavislost pro MAb2 oproti PAb1 rychleji.; Koncentrace
NH,SCN jsou uvedeny v mol.I".; Red&ni prim. Ab 1:3000, Redéni konjugatii 1:5000
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4.3 Porovnani protilatek proti EpCAM na prototypu 2

Dalsi protilatky, jejchz parametry byly porovnavany na vyvijeném prototypu, jsou
namifeny proti adhezivni molekule epitelidlnich bunék (EpCAM), jednalo se o klony
monoklonélnich protilatek HEA 125 (Progen), C10 (Santa Cruz Biotechnology) a 323/A3
(Santa Cruz Biotechnology).

4.3.1 Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce

Pro stanoveni citlivosti detekce EpCAM pomoci testovaného zafizeni byla zvolena
fada roztokli antigenu o téchto koncentracich: 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 pg/100 ul. Jako slepy
vzorek byl davkovan fosfatovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I"). Sohledem na cenu
rekombinantniho Ag a jeho spotfebu, bylo stanoveni provedeno pouze jednou. Jako primarni
protilatku jsme pouzili mysi monoklonalni protilatku HEA 125 (Progen), ktera byla fedéna
v poméru 1:3000 (koncentrace protilatky tedy byla 0,3 pg/1ml). Konjugat byl fedén v poméru
1:5000. Po provedeni kolorimetrické detekce byla membrana usuSena a vyfocena
(viz obr. 33B). Po zhodnoceni vysledki jsme zjistili, Ze skvrny na membrané jsou velice

svétlé a témer nehodnotitelné.
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Obr. 33: Stanoveni citlivosti kolorimetrické detekce EpCAM na prototypu 2; A. Davkovaci schéma — c(AQ)
v ug/100 pl; B. Vysledna PVDF membrana — Ziskané skvrny jsou velmi svétlé.; Prim. Ab: HEA 125 IgG1
(Progen); Redéni 1:3000; Redéni konjugatu: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Za ucelem urceni vhodné koncentrace EpCAM pro nasledné stanoveni afinity
testovanych protilatek, byla koncentraéni fada upravena na tyto hodnoty: 0,1; 1; 5;
10 pg/100 pl. Jelikoz jsou tyto koncentrace velmi vysoké, bylo z diivodu Setfeni materidlem
stanoveni provedeno pouze v jednom opakovani. Primarni protilatka HEA 125 (Progen) byla

pouzita ve vyssi koncentraci 1:2000 (koncentrace Ab byla tedy 2 pug/Iml). Redéni konjugatu
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zustalo stejné 1:5000. Po detekci byla membrana vyfocena (viz obr. 34B) a bylo provedeno
denzitometrické vyhodnoceni. Od naméfenych intenzit zbarveni skvrn byla odectena hodnota
intenzity slepého vzorku a z dat byla vynesena zavislost intenzit na koncentraci EpCAM
(viz obr. 34C). Z grafu vyplyva, Ze intenzita zbarveni se vzrustajici koncentraci antigenu roste
velmi pomalu. Dostatecné vysoka hodnota intenzity zbarveni, vhodna pro tcely porovnani

afinit protilatek, byla naméfena az u koncentrace EpCAM 10 pg/100 pl.
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Obr. 34: Vysledky stanoveni citlivosti detekce EpCAM na prototypu 2; A. Davkovaci schéma EpCAM — c(Ag)
v ug/100 pl; B. Fotografie vysledné PVDF membrany — I pies velké navyseni c(Ag) byla vétsina skvrn velmi
svétla. Dostate¢né tmavého zbarveni bylo dosazeno pouze u skvrny s ¢(Ag) 10 pug/100 pl.; C. Graficka zavislost
naméfené intenzity zbarveni skvrn na koncentraci antigenu — Z pribéhu kiivky je viditelné, Ze v oblasti nizkych
c(Ag) nedochazi k téméF Zzadnému vzestupu intenzit zbarveni.; Prim. Ab: HEA 125 IgG1 (Progen); Redéni
1:2000; Redéni konjugatu: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

4.3.2 Porovnani afinity tFi monoklonalnich protilatek

Za pomoci prototypu 2 bylo provedeno porovnani afinity téi vybranych mysich
monoklonalnich protilatek klondi HEA 125 (Progen), C10 (Santa Cruz Biotechnology)
a 323/A3 (Santa Cruz Biotechnology). Z vysledkt pfedchoziho pokusu stanoveni citlivosti
metody byla jako vhodna koncentrace antigenu EpCAM urcena 10 pug/100 pl. Provedeni
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stanoveni ve vice opakovanich s tak vysokou koncentraci antigenu by bylo velmi nakladné
a Vv naSem piipad¢ z divodu nedostatku EpCAM nebylo mozné. Proto byla kazdéa protilatka
testovana pouze v jednom opakovani. VSechny primdrni protilatky byly fedény v poméru
1:2000. Jako slepy vzorek byl pouzit fosfatovy pufr (pH 7,3; 10 mmol.I™"). Pouzity konjugat
byl fedén v poméru 1:5000. Zvolena koncentracni fada chaotropniho c¢inidla NH4SCN
zahrnovala tyto koncentrace: 0,5; 1; a 1,5mol.I"Y. Po usuSeni byla vysledna membréana
vyfocena (viz obr. 35B) a denzitometricky vyhodnocena. Od namétenych intenzit zbarveni
jednotlivych skvrn byla odectena hodnota intenzity piislusného slepého vzorku a byly
sestaveny zavislosti intenzit na koncentraci NH;SCN (36A).

Dostate¢né tmavého zbarveni skvrn bylo dosazeno pouze u klonu Ab C10 (Santa Cruz
Biotechnology), pouze pro tuto protilatku tedy byla vypocitana procenta vazby a jejichz
dekadicky logaritmus byl vynesen v zavislosti na koncentraci NH4SCN do grafu (obr. 36B).
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Obr. 35: Vysledky porovnani afinity monoklonalnich protilatek proti EpCAM na prototypu 2; A. Davkovaci
schéma - koncentrace NH,SCN jsou uvedeny v mol.I'*; B. Vysledna PVDF membrana — Intenzita zbarveni skvrn
se vzrustajici ¢( NH4SCN) u vSech testovanych Ab klesa. Dostate¢né tmavé zbarveni maji pouze skvrny
odpovidajici klonu C10 (Santa Cruz Biotechnology). Skvrny ostatnich protilatek byly nehodnotitelné.; c(Ag) -
10 pg/100 pl; Redéni prim. Ab: 1:2000; Redéni konjugatu: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Obr. 36: Grafické znazornéni vysledki porovnani afinity monoklonalnich protilatek proti EpCAM
na prototypu 2; A. Zavislost intenzity zbarveni skvrn na ¢(NH,SCN) — Intenzita zbarveni skvrn pro protilatky
kloni HEA 125 a 323/A3 je oproti klonu C10 téméf nulova a to i v pfipadé skvrn, které nebyly oSetieny
chaotropnim ¢inidlem.; B. Zavislost logaritmi procenta vazby na c(NH;SCN).; c(NH,SCN) jsou uvedeny
v mol.I".
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Vysledky naznacuji, ze ze vSech tii testovanych protilatek se dostatecné vaze pouze
klon C10 (Santa Cruz Biotechnology). Pro ovéfeni spravnosti vysledkii by bylo vhodné
stanoveni afinity jeSté zopakovat. Dale je nuté vzit v potaz i stafi a skladovani protilatek,
jejichz funkce mohla byt témito faktory zna¢né ovlivnéna. S ohledem na cenu antigenu
aprotilatek vSak jiz bylo od dalSich experimneti upusSténo a je mozné, Zze cCerstvé
by reagovaly zcela jinak. Nicméné pokud porovnavame tyto konkrétni klony, jediny

pouzitelny je klon C10 od (Santa Cruz Biotechnology).

4.4 Porovnani protilatek proti bakterialnim antigeniim na prototypu 2

Jednou z velkych vyhod pouziti membrany pro zafixovani antigenu je, Ze antigen mizZe
byt v rizné formé, at’ uz rekombinantni ¢i purifikovany protein, bunéény lyzat, neupraveny
vzorek napf. séra nebo suspenze bunék (eukaryotickych ¢i prokaryotickych).
V této diplomové praci jsme pouzili suspenze bakteridlnich bun¢k jako pfirozeny zdroj
antigenu pro paralelni porovnani vlastnosti protilatek proti riznym patogentim vyskytujicim
se v kravském mléce. Jednalo se o pét protilatek proti Salmonella Typhimurium, tii protilatky
proti Listeria monocytogenes a dvé proti Escherichia coli. U vsech protilatek byla nejprve
uréena optimalni koncentrace bakteridlnich buné€k, pak se provedlo paralelni porovnani
vlastnosti protilatek a nasledné se testovala zkfizena reaktivita vybranych protilatek s jinymi
bakteridlnimi kmeny. Nésledovalo zhodnoceni, které protildtky jsou pro dalsi aplikaci
nejvhodnéj$i. Zakoupené protilatky se pouzivaji pro imunomagnetické vychytavani

bakteridlnich bunék z mléka v ramci projektu LOVEFOOD?2.

4.4.1 Srovnani vlastnosti vybranych protilatek proti Salmonella Typhimurium

Nejprve jsme provedli stanoveni optimalni koncentrace bakteridlnich bunék
na prototypu 2. Suspenze bun¢k (1,5 MacFarlanda v PBS pufru pH 7,4) Salmonella
Typhimurium byla fedéna PBS pufrem v téchto pomérech: 1:10; 1:5; 1:1 a 2:1. Tyto roztoky
byly, spolecné se slepymi vzorky (PBS pufr pH 7,4), naneseny na membranu podle
davkovaciho schématu znazornéného na obr. 37A. Bylo testovano téchto pét protilatek:
polyklonalni krali¢i protilatky (ViroStat), monoklonalni mysi protilatky (ViroStat), kozi
polyklondlni protildtky (KPL), monoklonalni mys$i protilaitky (MyBioSource) a kralici
polyklonalni protilatky znacené HRP (MyBioSource). Vsechny protilatky byly nafedény tak,
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aby jejich koncentrace byla 1 pg/ml (tedy v poméru 1:1000). Pouzité konjugaty byly fedény
PBS-T pufrem v poméru 1:5000. Primarni krali¢i protilatka od firmy MyBioSource byla
uz znacena HRP, proto byl do jamek oSetienych touto protilatkou misto konjugatu davkovan
pouze cCisty PBS-T pufr. Po detekci byla membrana vysuSena, vyfocena a bylo provedeno
denzitometrické vyhodnoceni. Od naméfenych intenzit zbarveni skvrn byla odeCtena
odpovidajici hodnota slepého vzorku az vyslednych dat byly sestaveny grafy zavislosti
intenzity zbarveni na mnozstvi bakterialnich bun¢k (viz obr. 37C).

Intenzita obou testovanych monoklonalnich mysSich protilatek byla téméf nulova,
proto nebyly pro tyto protilatky zavislosti sestaveny. U znacené krali¢i protilatky od firmy
MyBioSource byla naméfena velmi vysoka intenzita zbarveni spot uz pfti fedéni suspenze
bun¢k 1:5, pfi vysSich koncentracich bunc¢k zacCala intenzita zbarveni skvrn klesat
a nereprezentovala tak skutetné mnozstvi bunék. Vzhledem k témto skute¢nostem bylo
pro srovnani avidity a afinity péti testovanych protilatek zvoleno fedéni suspenze bunék
vpoméru 1:5 (tedy 1 dil suspenze a 5 dild PBS pufru pH 7,4), pii kterém vykazovaly
dostate¢né tmavé zbarveni i Skvrny oSetfené polyklonalni primarni protilatkou od firmy
ViroStat i polyklonalni kozi protilatky od firmy KPL.

Nasledné jsme provedli porovnani vlastnosti testovanych protilatek pomoci afinitniho
uspofadani na prototypu 2. Pro tento pokus bylo pouzito zjisténé optimalni fedéni suspenze
bakterialnich bun¢k (1:5), vSechny protilatky byla fedény na koncentraci 1 pg/ml (tedy
vpoméru 1:1000) a i fedéni konjugath zistalo stejné (1:5000). Zvolend fada roztokl
chaotropniho c¢inidla NH4SCN byla sloZzena z téchto koncentraci: 0,5; 1 a 1,5 mol.I™.
Po kolorimetrické detekci byla membrana usuSena, vyfocena (viz obr. 38B) a denzitometricky
vyhodnocena. Od ziskanych intenzit zbarveni skvrn byla odectena hodnota odpovidajiciho
slepého vzorku. Stanoveni bylo provedeno celkem tiikrat. Z primérnych hodnot dat
ziskanych v jednotlivych opakovanich byly sestaveny zéavislosti intenzit zbarveni a logaritm

procent vazby na koncentraci NH;SCN (viz obr. 39).
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Obr. 37: Vysledky urceni optimalni koncentrace bakterialnich bun¢k Salmonella Typhimurium na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma — poméry fedéni suspenze bakteridlnich bun¢k (1,5 MacFarlanda); B. Fotografie vysledné
PVDF membrany — Zbarveni skvrny oSetfenych mysimi protilatkami ViroStat a MyBioSource je velmi svétlé.,
C. Grafy zavislosti intenzity zbarveni skvrn na koncentraci bakterialnich buné¢k pro kozi protilatky KPL a krali¢i
protilatky ViroStat a MyBioSource.; Redéni prim. Ab: 1:1000; Redéni konjugatii: 1:5000; Detekce: Opti-4CN
(Bio-Rad)
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Obr. 38: Vysledky porovnani afinity protilatek proti Salmonella Typhimurium na prototypu 2; A. Davkovaci
schéma — ¢(NH,SCN) jsou uvedeny v mol.I"; B. Fotografie vysledné PVDF membrany — Intenzita zbarveni
skvrn se vzristajici ¢(NH;SCN) klesa. V detekénich oblastech mySich protilatek ViroStat a MyBioSource
nejsou viditelné téméf 7adné skvrny.; Redéni suspenze bakterialnich bungk (1,5 MacFarlanda): 1:5; Redéni
prim. Ab 1:1000; Redéni konjugati 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

Z grafického vyhodnoceni namétenych intenzit zbarveni skvrn (obr. 39A) je ziejmé,
ze intenzity skvrn oSetfenych mySimi monoklonalnimi protilatkami (od firem ViroStat
a MyBioSource) jsou mnohem niz$i nez u skvrn oSetfenych polyklonalnimi protilatkami
atodo té miry, Ze nemélo smysl provadét snimi vyhodnoceni. Pro ovéfeni stavu
téchto protilatek byla provedena elektroforéza na 12% polyakrylamidovém gelu s dodecyl
sulfatem sodnym (1 pg/jamku). Na vysledné fotografii gelu (obr. 40) je prouzek u protilatky
od firmy ViroStat v oblasti znazorfujici celé molekuly IgG (150 kDa), oproti o¢ekavani
u davkované koncentrace, téméf neviditelny. U protilatky od firmy MyBioSource je sice
0 poznani vys$i koncentrace molekul IgG, na gelu se ale objevuji tmavé prouzky i v oblastech
50 kDa, které pravdépodobné odpovidaji tézkym fetézcim IgG. Duvody pro¢ protilatky
ve vzorku nejsou, ¢ijsou Castecné rozpadlé, mize byt vice (nekvalitni Sarze od vyrobce,
nevhodné skladovani Ab pfed odeslanim, pfi transportu ¢i po pievzeti protilatek).

Zhodnocenim ostatnich polyklondlnich protilatek z hlediska zavislosti intenzit
zbarveni na koncentraci chaotropniho ¢inidla bylo zjisténo, Ze nejméné klesajici zavislost
vykazuji kralici protilatky (ViroStat), nasledné kozi protilatky (KPL) a nejvice klesa intenzita
zbarveni u znacenych krali¢ich protilatek, ackoliv signdl u vzorku bez ptidavku chaotropniho
¢inidla byl nejvys§i (MyBioSource). Z grafi zavislosti logaritmii procent vazby
na koncentraci NH4SCN je viditelné, ze nejvétsi aviditu k bunkam Salmonella Typhimurium
vykazuji krali¢i protilatky (ViroStat), jejichz vazba nebyla pusobenim chaotropniho ¢inidla

témer ovlivnéna. O néco hite, i kdyz stale velmi dobte, odolavaly piisobeni NH;SCN kozi
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protilatky (KPL) a nejvice byla NH4SCN ovlivnéna vazba znacenych krali¢ich protilatek HRP
(MyBioSource).
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Obr. 39: Grafické znazornéni vysledkll porovnani afinity a avidity protilatek proti Salmonella Typhimurium
na prototypu 2; A. Zavislost intenzity zbarveni skvrn na C(NH,;SCN) - Intenzity odpovidajici mySim
monoklonalnim protilatkdm ViroStat a MyBioSource jsou oproti ostatnim velmi nizké.; B. Zavislost logaritmQ
procent vazby na ¢(NH,SCN) — Z prubéhu ktivek je vidét, ze nejvysi afinitu maji krali¢i Ab ViroStat o néco

v
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Obr. 40: Fotografie polyakrylamidového gelu SDS elektroforézy mysich monoklonalnich protilatek od firem
ViroStat a MyBioSource — V oblasti 150 kDa neni, na rozdil od Ab MyBioSource, u Ab ViroStat viditelny
prouzek znazoriujici celé molekuly IgG. U Ab MyBioSource je navic, v rozmezi molekulovych hmotnosti 50 —
75 kDa pruh, ktery odpovida rozpadlym molekulam IgG. I pfesto, Ze byly obé testované protilatky fedény stejné,
skute¢na koncentrace IgG je u Ab MyBioSource mnohem vyssi.; SDS PAGE elektroforéza: 12% délici gel a 5%
zaostiovaci gel; MM — molekulovy marker; barveno AgNO3

Pro otestovani, zda vybrané krali¢i protilatky (ViroStat a MyBioSource) a kozi
protilatka (KPL) reaguji pouze s antigeny na povrchu bun¢k Salmonella Typhimurium, jsme
u nich provedli zkousku kiizové reaktivity. Na membranu jsme tedy, mimo bunék Salmonella
Typhimurium (PK), nanesli jest¢ bunky Listeria monocytogenes, Bacilus cereus a Escherichia
coli, které slouzily jako kontrola kiizové reaktivity. Stejn¢ jako pfi ostatnich stanovenich jsme
nejprve pripravili suspenzi bun€k (1,5 MacFarlanda) vSech pouzitych druhli mikroorganismd,
kterou jsme nasledné natedili PBS pufrem (pH 7,4) vpoméru 1:5. Na membranu byly
testované protilatky naneseny tak, jak je zndzornéno na davkovacim schématu na obr. 41A.

Po kolorimetrické detekci byly ziskané skvrny denzitometricky vyhodnoceny a z dat byly
sestaveny grafy (viz obr. 41C).
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Obr. 41: Vysledky testovani kiizové reaktivity protilatek proti Salmonella Typhimuriu na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma - suspenze vSech bakterialnich bun¢k (1,5 MacFarlanda) byla fedéna v poméru 1:5;
B. Fotografie vysledné PVDF membrany — Pozitivni kontrola (PK) se nachazi ve druhém sloupci., C. Grafy
naméfenych intenzit zbarveni po reakci testovanych Ab s vybranymi kmeny bakterii.; U krali¢ich Ab (ViroStat)
je vidét mirna zktizena reakce s E. coli a u kozich Ab (KPL) silna zki. reaktivita s L. monocytogenes a B.
cereus.; Redéni prim. Ab: 1:1000; Redéni konjugatii: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Z hlediska kiizové reaktivity dopadly nejlépe znalené kralici protilatky
(MyBioSource), u kterych byla naméfena intenzita zbarveni skvrny odpovidajici Salmonella
Typhimurium nejtmavsi. U vSech ostatnich bakteridlnich kment bylo v ptipadé této protilatky
Zbarveni vyrazné niz$i. Krali¢i protilatky (ViroStat) vykazovaly pouze mirnou zkiiZenou
reaktivitu i s Escherichia coli. Na opak zk#izena reaktivita ve vysoké mife byla pozorovana
v ptipadé kozich protilatek (KPL), u kterych namétena intenzita u Listeria monocytogenes
a Bacilus cereus dokonce pfevySovala intenzitu naméfenou u skvrn se Salmonella
Typhimurium.

Pro dal$i vyuziti, naptiklad k vazbé na magnetické nosi¢e, bychom s ohledem
na vysledky provedenych experimentti (vysoké avidité, niz$i cené a mirné zkiizené reaktivite)
doporucili spise krali¢i polyklonalni protilatky od firmy ViroStat nez kozi polyklonalni

protilatky KPL, ackoliv jejich avidita k antigenu byla srovnatena s kralicimi [90, 91].

4.4.2 Srovnani vlastnosti vybranych protilatek proti Listeria monocytogenes

Jako dal$i v poradi byly, s vyuZitim imobilizace bakteridlnich bun€ék na membrané,
testovany dvoje polyklonalni krali¢i protilatky od firem Invitrogen a ViroStat a jedny
monoklonalni mysi protilatky od firmy HyTest vSechny se specifitou proti Listeria
monocytogenes. Analogicky jako u porovnani vlastnosti protilatek proti Salmonella
Typhimurium (kap. 4.4.1) bylo nejprve stanoveno optimalni fedéni suspenze bunék. Suspenze
bakterialnich bunék v PBS pufru (pH 7,4), ktera odpovidala bodu 1,5 MacFarlandovy
zékalové stupnice, byla nafedéna stejnym pufrem vpomérech 1:10, 1:5, 1:1 a2:l.
Tyto roztoky byly spole¢né s Cistym PBS pufrem (pH 7,4), jako slepym vzorkem, naneseny
na membranu podle davkovaciho schéma zobrazeného na obr. 42A. VSechny primarni
protilatky byly fedény na koncentraci 1 pg/ml (tedy 1:1000) a konjugaty v poméru 1:5000. Po
detekci byla membrana vysusena, vyfocena (obr.42B) a bylo provedeno denzitometrické
vyhodnoceni ziskanych skvrn. Od naméfenych hodnot intenzit byly odecteny hodnoty
odpovidajicich slepych vzorkii a z koneénych dat byl sestaven graf se zavislostmi intenzit
zbarveni skvrn na koncentraci bakterialnich bunék pro kazdou protilatku (obr. 42C).

Z fotografie membrany a vynesenych grafickych zavislosti je viditelné, ze intenzita
zbarveni skvrn po aplikaci monoklondlni mysi protilatka (HyTest) je velmi podobna hodnoté
slepého vzorku. Pro tuto protilatku tedy nemélo smysl sestavovat vySe zminénou zavislost.

Na jeji kvalité se pravdépodobné odrazily podminky jejiho skladovani. Pro srovnani avidity
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polyklonalnich protildtek bylo jako optimalni vybrano fedéni suspenze bakterialnich bun¢k
1:5, kdy byla u obou protilatek ViroStat namétena dostatecné vysoka intenzita, kterda mohla
byt pouzita pro porovnani jejich avidity/afinity. U mensich fedéni vychozi suspenze bunék

dochazelo u obou krali¢ich protilatek k plato efektu.
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Obr. 42: Vysledky stanoveni optimalni koncentrace bakterialnich bunék Listeria monocytogenes na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma — pomér fedéni suspenze bakterialnich bunék (1,5 MacFarlanda); B. Fotografie vysledné
PVDF membrany — Zbarveni skvrn oSetfenych mysi protilatkou HyTest je velmi svétlé.; C. Grafy zavislosti
intenzity zbarveni skvrn na koncentraci bakterialnich bunék pro krali¢i protilatky Invitrogen a ViroStat.; Redéni
prim. Ab: 1:1000; Redéni konjugatii: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)

Zjisténé optimalni fedéni suspenze bunék bylo nasledné pouzito pfi srovnavani avidity
a afinity testovanych protilatek. VSechny primarni protilatky byly fedény na koncentraci
1 pg/ml, konjugaty byly fedény v poméru 1:5000 a pouzitd koncentracni fada chaotropniho
¢inidla zahrnovala tyto koncentrace NH;SCN: 0,5; 1 a 1,5 mol.I"t. Davkovani vech roztoki

je popsano na davkovacim schématu (obr. 43A). Po kolorimetrické detekci byla membrana
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usuSena a vyfocena (obr. 43B) a nasledné denzitometricky vyhodnocena. Pro obé krali¢i
polyklondlni protilatky bylo stanoveni provedeno v duplikatu. Mysi protilatky byly
na membranu davkovany pouze v jednom opakovani z divodu velmi nizkych intenzit
zbarveni skvrn naméfenych pii stanoveni optimalni koncentrace bakteridlnich bunék. Cely
pokus byl dvakrat opakovan az primémych hodnot byly sestaveny zavislosti intenzit
a logaritmu procenta vazby na koncentraci NH;SCN (obr. 44A a 44B).

Podle grafu zavislosti intenzit skvrn na koncentraci NH4SCN je zfejmé, Ze nejvyssi
intenzity dosahuji skvrny oSetfené krali¢i polyklondlni protilatkou od firmy ViroStat,
0 néco svétlej$i zbarveni mély skvrny po aplikaci krali¢i polyklonédlni protilatky firmy
Invitrogen. Odezva mysich monoklonalnich protilatek HyTest byla opakované velmi nizka,
stejné jako pfi stanoveni optimalniho fedéni suspenze bunék. Ze zobrazeného grafu zavislosti
logaritmil procent vazby obou polyklonalnich protilatek je jasné, Ze jejich avidita k antigeniim

na povrchu buné¢k Listeria monocytogenes je stejna.
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Obr. 43: Vysledky porovnani avidity a afinity protilatek proti Listeria monocytogenes na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma — c(NH,SCN) jsou uvedeny v mol.I*; B. Fotografie vysledné PVDF membrany —
Intenzita zbarveni skvrn se vzrastajici ¢( NH;SCN) klesa. Skvrny po aplikaci my$i Ab (HyTest) jsou téméf
neviditelné.; Redéni suspenze bakterialnich bunék (1,5 MacFarlanda): 1:5; Redéni prim. Ab: 1:1000; Redéni
konjugatd: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Obr. 44: Grafické znazornéni vysledkd porovnani afinity a avidity protilatek proti Listeria monocytogenes
na prototypu 2; A. Zavislost intenzity zbarveni skvrn na ¢(NH;SCN) — Intenzity zbarveni naméfené u skvrn
po aplikaci mysi protilditky HyTest jsou mnohem niz§i nez hodnoty intenzit nameéfené u ostatnich skvrn.;
B. Zavislost logaritmi procent vazby na ¢(NH,;SCN) — Kiivky vynesené pro obé testované krali¢i protilatky

se prekryvaji.
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Podobné jako u protilatek proti Salmonella Typhymurium jsme testovali také zkiizenou
reaktivitu u obou krali¢ich protilatek proti Listeria monocytogenes skmeny bakterii:
Salmonella Typhimurium, Bacilus cereus a Escherichia coli. Pfipravené suspenze bakterialnich
bunék vSech kment (1,5 MacFarlanda) jsme nafedili v poméru 1:5 PBS pufrem (pH 7,4)
a podle davkovaciho schématu (obr. 45A) jsme je nanesli na membranu. Po kolorimetrické
detekci byly ziskané skvrny denzitometricky vyhodnoceny a pro kazdou protilatku byl sestaven
graf, ktery znédzornuje velikost naméfené intenzity zbarveni skvrn u kazdého bakteridlniho

kmene (obr. 45C).
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Obr. 45: Vysledky testovani kiizové reaktivity protilatek proti Listeria monocytogenes na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma - suspenze vSech bakteridlnich bun€k (1,5 MacFarlanda) byla fedéna v poméru 1:5;
B. Fotografie vysledné PVDF membrany — Pozitivni kontrola (PK) se nachazi v prvnim sloupci.; C. Grafy
naméfenych intenzit zbarveni po reakci testovanych Ab s vybranymi kmeny bakterii — U obou testovanych
protilatek nebyla odhalena nijak vyraznd zktizend reaktivita s vybranymi bakteridlnimi kmeny. Vysledky ziskané
u obou protilatek jsou si velice podobné.; Redéni prim. Ab 1:1000; Redéni konjugatt: 1:5000; Detekce: Opti-4CN
(Bio-Rad)
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Intenzita skvrn naméfena u obou testovanych protilatek v detekéni oblasti Listeria
monocytogenes byla mnohem vyS$§i nez intenzita zbarveni detekénich oblasti u ostatnich
bakterii. Muzeme tedy fici, Ze ob¢& testované protilatky s pouzitymi bakteridlnimi kmeny
nevykazuji nijak zvlast vysokou zkiizenou reaktivitu. Znovu se tedy potvrdila velka podobnost
téchto protilatek, coz dokazuji i vysledky srovnani jejich avidit.

Pro dalsi pouziti, vzhledem k dosaZzenym vysledkim testovani, by byly bez pochyby
vhodné polyklonalni protilatky od obou firem (ViroStat i Invitrogen). S ohledem na vyrazné

niz8i cenu kralic¢ich protilatek ViroStat, bychom ale doporucovali prave je [92, 93].

4.4.3 Srovnani vlastnosti vybranych protilatek proti Escherichia coli

Na zavér bylo na prototypu 2 provedeno srovnani vlastnosti dvou polyklonalnich
protilatek se specifitou proti Escherichia coli (krali¢i od firmy ViroStat a kozi od firmy
Invitrogen). Postupovali jsme stejné, jako u predchozich experimenti s bakterialnimi bunikami
(kap. 4.4.1 a 4.4.2). Nejprve jsme stanovili optimalni fedéni pfipravené suspenze bakterialnich
bunck (1,5 MacFarlanda). Tu jsme natedili PBS pufrem (pH 7,4) v pomérech 1:10, 1:5, 1:1 a
2:1 a spole¢né s Cistym PBS pufrem (pH 7,4), jako slepym vzorkem, jsme tyto roztoky nanesli
na membranu podle davkovaciho schéma zobrazeného na obr. 46A. Obé& primarni protilatky
byly fedény na koncentraci 1 ug/ml (tedy 1:1000) a fedéni konjugat bylo 1:5000. Po detekci
byla membrana ususena, vyfocena (obr. 48B) a bylo provedeno denzitometrické vyhodnoceni
ziskanych skvrn. Po odecteni ptisluSnych hodnot slepych vzorkii od naméfenych intenzit, byl
pro kazdou protilatku sestaven graf zavislost intenzity zbarveni skvrn na koncentraci
bakterialnich buné¢k (obr. 46C).

Z fotografie vysledné membrany a zobrazenych grafii je vidét, Ze nejvyssi intenzita
zbarveni spot byla v pfipadé obou testovanych protilatek naméfena pifi fedéni suspenze
bakterialnich bun¢k 1:1. Toto fedéni jsme tedy vybrali jako nejvhodné&jsi pro srovnani avidit

testovanych protilatek i pro stanoveni jejich zkiizené reaktivity.
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Obr. 46: Vysledky stanoveni optimalni koncentrace bakterialnich bun€k Escherichia coli na prototypu 2;
A. Davkovaci schéma — poméry fedéni suspenze bakterialnich bunék (1,5 MacFarlanda); B. Fotografie
vysledné PVDF membrany — U obou testovanych protilatek byla nejvyssi intenzita zbarveni skvrn namétena
u fedéni suspenze bakterialnich bunék 1:1. Intenzity skvrn naméfené u fedéni 1:5 byly u obou protilatek nizsi
neZ hodnota slepého vzorku.; Redéni prim. Ab 1:1000; Redéni konjugati: 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-
Rad)

Pro srovnani avidit, byly obé& testované polyklonalni protilatky fedény jako ve vétSing
experimenti na koncentraci 1 ug/ml, fedéni konjugati také zistalo stejné (1:5000). Pouzili
jsme tyto koncentrace NH4SCN: 0,5; 1 a 1,5 mol.I". Davkovani vech roztoki je popsano
na davkovacim schématu (obr. 47A). Po kolorimetrické detekci byla membrana vyfocena
aprovedli jsme denzitometrické vyhodnoceni ziskanych skvrn. Od naméfenych dat byla
odectena hodnota ptislusného slepého vzorku a odpovidajici si hodnoty byly zprimérovany
(experiment byl proveden ve tiech opakovanich). Nasledné byly sestaveny zavislosti intenzity

zbarveni skvrn a také dekadického logaritmu procenta vazby na koncentraci NH4SCN
(obr. 47C).
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Obr. 47: Vysledky porovnani avidity protilatek proti Escherichia coli na prototypu 2; A. Davkovaci schéma —
¢(NH,SCN) jsou uvedeny v mol.I"; B. Fotografie vysledné PVDF membrany — Intenzita zbarveni skvrn klesa
se vzrustajici ¢( NH4;SCN).; C. Grafické zavislosti intenzity zbarveni skvrn a dekadického logaritmu procenta
vazby na c(NH,SCN) — V piipadé obou zobrazenych zavislosti klesa rychleji zavislost pro kozi protilatku
(Invitrogen) nez zavislosti pro krali¢i protilatku (ViroStat).; Redéni suspenze bakteridlnich bunék
(1,5 MacFarlanda): 1:1; Redéni prim. Ab 1:1000; Redéni konjugatt 1:5000; Detekce: Opti-4CN (Bio-Rad)
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Z fotografie vysledné membrany a zobrazenych grafii je jasné vidét, ze intenzita
zbarveni skvrn u kozi protilatky (Invitrogen) rychle klesd se zvySujici se koncentraci
chaotropniho ¢inidla. Naopak intenzita skvrn po aplikaci krali¢i protilatky (ViroStat) klesa
jen nepatrné. Podobné je tomu také u zavislosti dekadického logaritmu procenta vazby
na koncentraci chaotropniho cinidla, kdy kiivka znazoriiujici kozi protilatky (Invitrogen)
klesa zfetelné rychleji nez kiivka pro krali¢i protilatky (ViroStat). Z vysledku tedy vyplyva,
ze je vazba krali¢ich protilatek (ViroStat) pevné;jsi.

Cilem posledniho experimentu bylo otestovat kiizovou reaktivitu obou protilatek
s bakterialnimi kmeny Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium a Bacilus cereus.
Vsechny piipravené suspenze bakterialnich bunék (1,5 MacFarlanda) jsme nafedili v poméru
1:1 PBS pufrem (pH 7,4) apodle davkovaciho schématu jsme je nanesli na membranu
(obr. 48A). Po kolorimetrické detekci a denzitometrickém vyhodnoceni byl pro kazdou
protilatku ze ziskanych dat sestaven graf znazoriiujici intenzitu zbarveni skvrn (obr. 48C).

Z vysledku je vidét, ze jak krali¢i protilatky (ViroStat) tak i kozi protilatky (Invitrogen)
vykazuji stfedné silnou zkiiZzenou reaktivitu s kmenem Salmonella Typhimurium. U kozich
protilatek (Invitrogen), vSak byla navic prokazana i velmi silna reakce s kmeny Bacilus cereus
a Listeria monocytogenes. Intenzita namétena v detekéni oblasti odpovidajici témto kmenim
byla dokonce vyssi nez intenzita naméfena u kmene Escherichia coli, proti kterému maji byt
protilatky primarné namiteny.

Vsechny vysledky testovani protilatek proti Escherichia coli naznacuji, ze pro dalsi
pouziti by byly vhodnégjsi krali¢i protilatky (ViroStat), u kterych byla sice naméfena nizsi

intenzita zbarveni skvrn, ale z hlediska avidity a kiizové reaktivity dosahuji lepSich vysledki.

102



A B

Rabbit Ab (ViroStat)

Salmonella
Typhimurimmw O |O
Bacilus cerens O |O.

Escherichia coli O IOI

Goat Ab (Invitrogen) . . .
4

QIO

A
g BL
§
C
80000 . RabbitAb (Virostat) Goat Ab (Invitrogen)
; Escherichia 45000 - Bacilus
coli (PK
7000,0 - (PK) cereus

Intenzita- Blank
Intenzita- Blank

40000 4 = .
Listeria
6000,0 - 35000 -monocytogenes Escherichia
. . coli (PK)
5000,0 - 0000
S Salmonelia 25000 - Salmonella
’ Typhimurium ? Typhimurium
20000 -
3000,0 -
15000 -
20000 - Bacilus
fisteria cereus 10000 -
1000,0 -{monocytogen: 5000 -
0,0 J 0 -

Obr. 48: Vysledky testovani kiizové reaktivity protilatek proti Escherichia coli na prototypu 2, A. Davkovaci
schéma - suspenze vSech bakteridlnich bunék (1,5 MacFarlanda) byla fedéna v poméru 1:1; B. Fotografie
vysledné PVDF membrany — Pozitivni kontrola (PK) se nachazi ve ctvrtém sloupci.; C. Grafy naméfenych
intenzit zbarveni po reakci testovanych Ab s vybranymi kmeny bakterii. — U krali¢i protilatky ViroStat byla
odhalena stfedné silna zkiizena reaktivita pouze s kmenem Salmonella Typhimurium, kozi protilatka Invitrogen
reagovala se vSemi testovanymi kmeny (s Bacilus cereus a Listeria monocytogenes siln¢ a se Salmonella
Typhimurium stiedn& silng).; Redéni prim. Ab: 1:1000; Redéni konjugatt: 1:5000; Detekce: Opti-ACN (Bio-
Rad)
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S5 Zavér

Hlavnim zdmérem této prace bylo otestovat nové zatizeni, zavést pro néj optimalni
pracovni postup a nakonec provést srovnani protilatek od riznych vyrobcu s deklarovanou
specifitou proti uréitému antigenu s cilem urcit ty nejvhodnéjsi pro naslednou aplikaci.

Jako prvni byla provedena optimalizace postupu pro klasicky dotblot na modelovém
systému chymotrypsin a anti-chymotrypsinové prasec¢i sérum. Postupnou upravou podminek
stanoveni jsme odstranili vS§echny nezadouci jevy, jako bylo rozpijeni antigenu mimo detek¢ni
oblast, vysoky signal na pozadi nebo naruseni vazby antigenu na membranu ucinkem
Tweenu 20. Pomoci optimalniho pracovniho postupu jsme na klasickém dotblotu provedli
jesté testovani citlivosti kolorimetrické detekce chymotrypsinu. Zjisténa mez detekce
se pohybovala v rozmezi koncentraci antigenu 0,001 az 0,005 pg/100 pl. Z vysledki srovnani
vlastnosti prase¢iho a beraniho anti-chymotrypsinového séra pomoci afinitniho dotblotu
vyplynulo, 7ze praseCi sérum obsahuje ve&tSi mnozstvi protilatek, které ale maji
oproti tém beranim niz$i aviditu. Spravnost vysledkt tohoto stanoveni jsme ovéftili metodou
ELISA a chaotropnim cinidlem. Zjistili jsme, Ze metodou dotblotu miiZze byt stanovena
asi 200x nizs§i koncentrace chymotrypsinu nez metodou ELISA. Dalsi vyhodou dotblotu
je bezpochyby i relativné kratka doba analyzy. Podle zru¢nosti analytika je mozné ziskat
vysledky uz do 4 h od zacatku analyzy (v pifipadé metody ELISA je nutné z divodu dlouhé
inkubace pfinavazovani antigenu na povrch mikrotitraéni desti¢ky stanoveni provadét
ve dvou dnech). Cilem této série pokusu bylo sestavit pracovni postup, ktery se pak pouze
s malymi zménami pienesl na testovany prototyp.

V ramci této diplomové prace byly postupné testovany dva prototypy zafizeni.
Jesté pred aplikaci oveéfeného postupu, byla testovéna tésnost nové aparatury. Za timto tcelem
byla provedena fada experimentl, kdy byl na membranu misto roztoku antigenu nandsen
barevny roztok methyloranze a sledovalo se, jestli nedochdzi k protékani mezi jednotlivymi
jamkami. U prvniho prototypu byly odhaleny netésnosti zejména odvodnych kanalku,
I presto vSak byl proveden experiment s modelovym systémem Ag-Ab (chymotrypsin a anti-
chymotrypsinové praseci sérum), jehoz vysledky potvrdily, Ze za pomoci nového zatizeni
Ize provést navazani vSech ¢asti imunokomplexu pfimo v aparatufe. Na zaklad¢
vypozorovanych nedostatkii  prototypu 1 jsme nechali vyrobit prototyp novy,
u kterého uz nebyly  zjistény  zadné  problémy s protékanim.  Pristoupili  jsme
tedy k experimentim, které se zabyvaly srovnanim vlastnosti protilaitek namifenych

proti riznym antigenim. U kazdého systému jsme nejprve provedli stanoveni citlivosti
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detekce, najejimz zakladé jsme vybrali nejvhodnéjsi koncentraci Ag pro testovani
na prototypu 2.

Jako prvni jsme srovnavali vlastnosti beraniho a praseciho anti-chymotrypsinového
séra. Stejné jako pii testovani téchto sér metodou afinitniho dotblotu, vykazovaly berani
protilatky vyssi aviditu, ale ve srovnani s prase¢imi jich v séru bylo mensi mnozstvi. Béhem
testovani anti-chymotrypsinovych sér jsme také provedli optimalizaci promyvani, které bylo
oproti klasicky vyuzivané metod¢ dotblot vyrazné zkraceno. VSechna promyti s5 min
inkubacemi byla postupné nahrazena stejnym poctem kratkych promyti a po vytaZeni
Z aparatury, jeSt¢ pfed aplikaci detekéniho roztoku, bylo zavedeno 5 minutové promyti
membrany na Petriho misce a orbitalni tfepacce. Timto jsme docilili zkraceni doby promyvani
témef o polovinu.

Jako dalsi jsme testovali dvojici protilatek proti ApoE: polyklonalni krali¢i anti-
ApoE3 IgG a monoklonalni mysi anti-ApoE3 IgG od firmy Moravian Biotechnology.
Z hlediska porovnani avidity/afinity byly u obou protilatek zjiStény srovnatelné vlastnosti.
U polyklonalni krali¢i protilatky vsak byla opakované naméfena vys$i intenzita zbarveni
slepého vzorku nez u testované monoklonalni protilatky. Z tohoto diivodu bychom pro dalsi
vyuziti doporucili pravé mysi monoklonalni protilatku anti-ApoE3 1gG.

Pfi srovnani trojice monoklonalnich protilatek se specifitou k EpCAM (HEA 125
lgG1, Progen; EpCAM (C10) IgGl, Santa Cruz Biotechnology; EpCAM (323/A3) IgG1,
Santa Cruz Biotechnology) jsme museli na membranu nanést velmi vysoké koncentrace Ag
nez u pifedchozich stanoveni (asi 1000x vice nez u porovnani protilatek proti ApoE).
S ohledem na vysokou cenu rekombinantniho EpCAM antigenu jsme stanoveni provedli
pouze jednou. Nejlepsi vysledky byly ziskany u monoklonalni protilatky klonu C10 (Santa
Cruz Biotechnology).

Po ukonceni testovani protilatek proti proteinovym antigeniim jsme jesté provedli fadu
experimentl, které se zabyvaly testovanim protilatek proti Ag na povrchu bakterialnich
bunék. S vyuzitim nového zatizeni jsme provedli srovnani péti protilatek proti Salmonella
Typhimurium (krali¢i a mys$i Ab Virostat; kozi Ab KPL; krali¢i znaéené HRP a mysi Ab
MyBioSource), tii protilatek proti Listeria monocytogenes (krali¢i Ab Invitrogen a ViroStat;
mysi Ab HyTest) a dvou protilatek proti Escherichia coli (krali¢i Ab Invitrogen a ViroStat).
Tato testovani byla provedena zejména za ucelem vybrat vzdy tu nejvhodnéjsi pro dalsi
aplikace. Pfi vybéru jsme zohlednovali s jakou specifitou a aviditou/afinitou dané protilatky
vazi antigen a zda nevykazuji zkfizenou reaktivitu s jinymi kmeny bakterii. Nemalou roli

vSak také hrala cena protilatek.
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Z testovanych protilatek proti bunkam Salmonella Typhimurium jsme dosahli
hodnotitelnych vysledkli pouze u tii z péti testovanych (kralici Ab ViroStat, kozi Ab KPL
akrali¢ci znacené HRP MyBioSource). Jako nejvhodngjsi bychom doporucili kralici
polyklonalni protilatky od firmy ViroStat, které mély ze vSech testovanych protilatek nejvyssi
aviditu k antigenu a byla u nich zji§téna pouze mirna zk¥izena reaktivita s Escherichia coli.
SDS elektroforézou v polykrylamidovém gelu byl u zbyvajici dvojice protilatek prokazan bud’
rozpad IgG molekul (my$i monoklonalni Ab ViroStat) nebo velmi mald koncentrace IgG
(my$i monoklonalni Ab MyBioSource). Nakvalit¢ téchto protilatek se pravdépodobné
podepsal i zpusob skladovani a prosla doba exspirace. Ze tii testovanych protilatek
proti Listeria monocytogenes (dvoje krali¢i polyklonalni a jedny mysi monoklonalni) byly
naméfeny dobré vysledky pouze u krali¢ich protilatek Invitrogen a ViroStat.
Tyto protilatky byly z hlediska avidity téméf totozné a ani jedny nevykazovaly nijak vyraznou
zkiizenou reaktivitu s vybranymi kmeny bakterii. Vzhledem k nizsi cené bychom vsak pouzili
protilatky od firmy ViroStat. Z vysledkii ziskanych pfi testovani protilatek proti Escherichia
coli jsme usoudili, ze vhodné&jsi pro dal§i pouziti by byly krali¢i polyklonalni protilatky
(ViroStat). Oproti druhym testovanym protilatkdm (kozi protilatky Invitrogen) vykazovaly
vyssi aviditu a stfedné silnou zk¥iZzenou reaktivitu pouze se Salmonella Typhimurium.

Pomoci testovaného prototypu jsme dosahli urychleni a celkového zptijemnéni prace.
AzZ po detekci jsou vSechny kroky analyzy provadény ptimo v aparatufe. To pfinasi vyhodou,
Ze jiZ neni nutné membranu stiihat a Ize se vyhnout zdlouhavé manipulaci pfi promyvani
ainkubaci jednotlivych ctvereckli s reagenciemi, zejména pii provadéni porovnani
afinity/avidity protilatek. Béhem testovani zkiiZzenych reaktivit protilatek bylo nékolikrat
ovéteno, Ze je mozné pohodiné provadét analyzu nékolika rtznych protilatek a nékolika
riznych antigeni v jeden Cas na jedné membran¢. Pouziti testovaného prototypu je z pohledu
davkovani roztokii chaotropniho ¢inidla pfesnéjsi nez metoda afinitni dotblot, jelikoZz dochazi
k odsavani roztoku ze vSech jamek najednou. VEétime, ze zafizeni mize najit své nezastupitelé
misto ve vyzkumnych laboratotich, kde se pracuje s protilatkami a klade se zfetel na jejich

spravny vybér a oveteni jejich funkEnosti.
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