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ANOTACE

Diplomova prace je vénovana problematice imunochromatografickych testd. Jsou zde
popsany jednotlivé typy imunochromatografickych testi véetné popisu pouzivanych
materiali a reagencii. V praci jsou také wuvedeny konkrétni piiklady
imunochromatografickych testt, které jsou vyuzivany v klinické praxi. Experimentalni
¢ast je vénovana pripraveé zakladnich reagencii pro vlastni imunochromatograficky test a

ovéfeni jejich funk¢Enosti.

KLICOVA SLOVA

Imunochromatografie, biotinylace, konjugat, zlaté nanocastice, Salmonella Enteritidis.

TITLE

Preparation and characterization of reagents for lateral flow assay.

ANNOTATION

The work is focused on the issue of lateral flow immunoassay. There are described
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The work also mentioned the individual examples of lateral flow tests using in clinical
practice. The experimental part is focused to the preparation of basic reagents for own

lateral flow test and their functionality.
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UvoD

Analyza télnich tekutin je zndma od davného starovéku. Jiz ve starovékém Egypté lidé
vyuzivali mo¢ pro prikaz tchotenstvi. V tomto starovékém téhotenském testu moc
téhotné zeny pomohla vykliceni semen pSenice a jeCmene. V piipadé, kdy vyklicila
pSenice méla Zzena ¢ekat hol¢icku, pokud vykli¢il jeémen mél to byt chlapecek. Pokud
semena nevyklicila, Zena nebyla téhotna. Vyvoj metod k urceni téhotenstvi upoutal zajem

Iékara a védcu na dlouha staleti.

Ve 20. letech 20. stoleti védci popsali hormon, ktery se vyskytuje pouze u té¢hotnych Zen,
dnes znamy jako chorion gonadotropni hormon. Na zékladé tohoto hormonu byly
popsany prvni téhotenské testy, které byly nejprve zalozeny na principu aglutinace,
pozd¢ji radioimunoanalyzy a enzymatické imunoanalyzy. Od roku 1927 se k potvrzeni
téhotenstvi pouzival test, ktery byl zaloZzeny na injektovani moce potencidlné te€hotné
zeny do nevyzralé laboratorni mySi. Pokud Zena byla téhotna myS$ zaCala vykazovat
typické znaky ptisobeni estrogenu napf. riist prsnich zlaz [1]. Zatimco v Ceské republice
se tehotenstvi stale potvrzovalo na laboratornich mysSich v zapadni Evrop¢ byl vytvofen
prvni komeréné dostupny téhotensky imunochromatograficky test, ktery se na trhu
objevil vroce 1988. Tento test vyuzival jako detek¢ni znaCku barvené latexové

nanocastice a byl uspofadan, tak jako dnesni téhotenské testy [2].

Ptesto, ze jsou t€hotenské testy nejvice pouzivanymi zastupci imunochromatografickych
testl, existuje nespocet dalSich imunochromatografickych testi pro prikaz
nizkomolekularnich i vysokomolekularnich latek. Piiklady, popis, vyuziti a mnoho
dalSich informaci o imunochromatografickych testech jsou na nasledujicich strankach
teoretické casti této prace. V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byly
pfipravovany reagencie pro imunochromatografické stanoveni specifickych protilatek

proti Salmonella Enteritidis.

Salmonella je dnes béznym kontaminantem potravy a salmoneldzy jsou aktualné velmi
¢astym onemocnénim. Proto by byl imunochromatograficky test pro prikaz salmonely

rychlym diagnostickym néstrojem nejen pro lékate, ale i pro laickou vefejnost.
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1  TEORETICKA CAST

1.1 Imunochromatografické testy

Imunochromatografické testy patii mezi specifické analytické metody, které jsou
zalozeny na specifické interakci mezi protilatkou a antigenem. Testy zaloZené na této
metodé se vyznacuji predev§im svou nizkou cenou, jednoduchym pouzitim, rychle
ziskanymi vysledky i snadnym vyhodnocenim [3]. Je v§ak nutné podotknout, ze vétSina
komer¢nich testi je pouze kvalitativni a vysledek podava pouze informaci, zda
se stanovovany analyt ve vzorku nachdzi ¢i nikoli. V mnoha ptipadech se vSak jedna

o informaci rozhodujici o dalSim postupu diagnostiky a 1écby.

Imunochromatografické testy jsou nejcastéji vyrabény ve formé prouzki a nabizi Sirokou
Skalu vyuziti v klinické diagnostice [4], terapeutickém ,,monitoringu‘ [5], zemedé&lstvi
[6], veterinaiské diagnostice [7] i potravinaiském pramyslu [8]. Tyto testy jsou vhodné

i pro environmentalni analyzy [9] a analyzy vod [10]. Kazdy test je specificky.

Jednotlivé imunochromatografické testy se mohou lisit v mnoha parametrech. Tyto testy
se lisi naptiklad v uspotadani, kde rozliSujeme sendvicové a kompetitivni uspoiadani.
Typ uspofaddani zdvisi hlavné na tom, zda jsou stanovovany protilatky, antigeny
nebo hapteny. Existuji testy, kde Ize stanovit n¢kolik analytti soucasné tzv. multiplexni
testy. Dale se testy liSi pouzitym materidlem, zpusobem aplikace vzorku i riznymi
zpusoby detekce [11]. VSechny tyto parametry jsou podrobné popsany v nasledujicich
kapitolach.
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1.2 Princip imunochromatografického testu

Kapalny vzorek je nanasen na testovaci prouzek a kapilarnimi silami je kapalina unasena
prouzkem pifes nékolik zo6n. V jednotlivych zoénadch jsou vazany molekuly,

které mohou se vzorkem interagovat [12].

Zakladem je reakce antigenu se specifickou protilatkou, za vzniku imunokomplexu
(viz Obrazek 1). Imunokomplex zachyceny v jednotlivych zoénach je vizualizovan
nej¢astéji znacenou protilatkou — konjugatem, ktery mize byt soucasti imunokomplexu
nebo se mize na vznikly imunokomplex vazat. Konjugatem nazyvdme molekulu,
nejCastéji protilatku, s detekéni znackou. Piikladem detekéni znacky, ktera reakci
vizualizuje mohou byt napf. nanocéastice zlata [13], uhlikové nanocastice [14] nebo
barvené latexové nanocastice [15]. Tyto nanocastice maji svou barvu, diky které lze pii
nahromadénim konjugatu v danych zonach okem pozorovat barevné linie. Existuji
ale i dalsi detekéni znacky, které okem rozpoznatelny barevny signal nedavaji, nejsou ale
tak Casto pouzivané, proto i v nasledujicich kapitolach budeme vzdy hovofit o barevnych
liniich pro oznaceni nahromadéni konjugatu, s jakoukoli detekéni znackou. Kompletni

vycet a popis vybranych detek¢nich znacek je v kapitole 1.4.3.

antigen ve vazebném antigen vazebné misto pro antigen

misté pro antigen /

pantova
oblast

[ ] lehky (L) Fetézec

[] tezky (H) Fetézec

Obrazek 1: Schéma imunoglobulinu G s navazanym antigenem upraveno dle [16].
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1.2.1 Molekuly reagujici vimunochromatografickych testech
Antigen

Antigen je cizoroda latka, ktera ma schopnost v sav¢im organismu vyvolat imunitni
odpovéd’. Antigeny lze d¢lit na exoantigeny, které pochaziz vné¢jSiho prostiedi
a autoantigeny, ty jsou soucasti organismu. Aby latka mohla byt nazvana antigenem, musi
spliovat urCité vlastnosti. Prvni vlastnosti je imunogenicita, schopnost vyvolat imunitni
odpovéd’. Aby byl antigen imunogenni musi byt chemicky heterogenni, fylogeneticky
vzdalenou molekulou o velikosti vétsi nez 10 KDa. Mensi antigeny nejsou samy schopny
vyvolat imunitni odpovéd’, potfebuji se navazat na nosi¢ — makromolekulu, kterd
molekulovou hmotnost zvysi. Takové nekompletni antigeny se nazyvaji hapteny. Dalsi
vlastnosti antigenu je antigenicita, coZ je schopnost reagovat s produkty imunitni

odpovédi, pfedevsim se specifickymi protilatkami, a vytvaiet s nimi imunokomplex.

Antigen nereaguje s protilatkou celou svou molekulou, ale pouze strukturami na povrchu
tzv. antigennimi determinantami neboli epitopy. Jeden antigen obvykle obsahuje vice

epitopi, proti kterym existuji specifické protilatky.
Protilatka

Protilatka neboli imunoglobulin je glykoprotein, tvofeny plazmatickymi buinkami
po jejich aktivaci imunitnim systémem pii specifické humoralni imunitni odpovédi
na dany antigen. Protilatky lze d¢€lit do péti tiid, podle typu tézkého fetézce, I1gG, IgM,
IgA, IgD, IgE. V imunochromatografickych testech jsou vyuzivany pifedevsim protilatky
ttidy IgG (viz Obrazek 1).

RozliSujeme protilatky polyklonalni a monoklondlni. Polyklonalni protilatky jsou
namifeny proti riznym epitoptim antigenu, naopak monoklonalni protilatky reaguji pouze
s jednim epitopem. V imunochromatografickych testech se pro priikaz antigenu ukazaly
vyhodnéjsi protilatky monoklonalni, protoZe reaguji specificky pouze s jednou antigenni
determinantou. Tim je zabranéno kiiZovym reakcim a je sniZen vyskyt faleSné pozitivnich
vysledkli. Mnoho antigennich determinant, pfedev§im u bakteridlnich antigend,

si je podobnych, proto miize ke kiizovym reakcim dochézet.
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1.3 Komponenty testovaciho prouzku imunochromatografického

testu

Kazdy imunochromatograficky test, ktery je ve formé¢ prouzku, je tvofen plastovou
podlozkou, na kterou jsou navrstveny dalsi funk¢éni ¢asti testu. Cely test je slozen z mnoha
komponent. Zdkladem je membrana, na kterou nasedé saci podlozka pro kapalny vzorek,
saci podlozka pro aplikaci konjugatu a absorp¢ni podlozka [13]. VSechny komponenty
testu musi byt vzajemné kompatibilni, spravné navrstvené a spojené, tak aby kapalny
vzorek bez problému prochazel celym testovacim prouzkem. [3]. Zakladni uspofadani
(viz Obrazek 2) je spole¢né pro mnoho testl, ale je konkrétn€é uzptisobeno podle ucelu
a typu analytu. LiSit se mize naptiklad odliSnou aplikaci vzorku, zpisobem analyzy

nebo jinym vyhodnocenim. Jednotlivé slozky jsou podrobnéji popsany nize.

AL
() /\ (= vzorek
U testovaci zona kontrolni zéna
s
saci podlozka pro kapalny vzorek membrana absorpcm podlozka

pIastova podlozka

saci podloZka pro aplikaci konjugatu

Obrazek 2: Zakladni komponenty imunochromatografického testu upraveno dle [17].
1.3.1 Membrana

Membrana je vytvotfena z materidlu s definovanou porozitou a naséklivosti. Vlastnosti
membrany jsou velmi dualezité pro celkovou funkénost testu. Hlavnimi parametry
jsou kapilarni tok a schopnost véazat proteiny. Nejcastéji pouzivanym materidlem
je nitroceluléza [18, 19]. Dalsim materidlem pro vyrobu membrany je napiiklad
modifikovany nylon nebo polyestersulfon. Dané¢ materialy se li$i pfedev§im vazebnymi
silami, kterymi jsou interakce s proteiny uskute¢fiovany. U nitrocelul6zové membrany
a membrany z modifikovaného nylonu je vazebny mechanismus zaji§tén iontovymi
silami. Membrana z polyestersulfonu vyuziva sil hydrofobnich [20]. Membrana musi byt

dostatecné hydrofilni a zaru¢it kontinualni tok vzorku [21].
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Nitrocelulézova membrana

Nitroceluloza je nejcastéji pouzivanym materidlem pro vyrobu
imunochromatografickych testti. Nicmén¢ 1 ptes jeji funkCnost a pfivétivou cenu neni
Gplné idealnim materidlem pro imunochromatografické testy. Uskali spo&ivaji
v nedokonalé reprodukovatelnosti mezi jednotlivymi testy, trvanlivosti a odolnosti vii¢i
vngj$im podminkam, jako je vlhkost. Po chemické strance se jedna o hydrofobni material,
proto je nutna Uprava pridanim povrchovée aktivnich latek. Povrchové aktivni latky povrch
smaci a membrana se stava hydrofilni, coz je pro funkénost a analyzu kapalnych

biologickych materiald stézejni [11].

Kapilarni tok zavisi na poréznosti membrany. Dostupné jsou membrany s velikosti pori
od 0,05 do 12 pum. Vzhledem k nerovnomérné distribuci poru je ale vhodnéjsi vybirat
membranu podle doby pritoku, ktery je obvykle vyrobcem uddvan v sekundach

na centimetr [22].
1.3.2 Saci podlozka pro kapalny vzorek

Nejdtlezitéjsi ulohou saci podlozky pro kapalny vzorek je nasati dostate¢ného objemu
vzorku v relativné kratkém cCase a zajisténi jeho rovnomérné distribuce na saci podlozku
pro aplikaci konjugatu. Pro lepsi prutok a kontrolu pfesného mnozstvi kapaliny
jsou obvykle podlozky impregnovany solnymi roztoky, pufry, detergenty nebo proteiny.
Tyto impregnacni slozky mohou také slouzit k zabranéni sorpce analytu na podlozku

a brani zpétnému chodu kapaliny [21].

Dalsi neméné dulezitou ulohou saci podlozky pro kapalny vzorek je filtrace vzorku.
Vzhledem k tomu, Ze kapalny vzorek neni pied analyzou upravovan, je vhodné nékteré
kontaminujici slozky filtrovat. Napftiklad pfi testovani plné krve, jsou krevni bunky
zachyceny podlozkou a dale pokracuje pouze kapalna ¢ast krve obsahujici stanovovany

analyt [23].

Vybér materidlu saci podlozky pro kapalny vzorek zélezi na pozadavcich pro danou
analyzu. NejCastéji pouzivanymi materiadly je celuloza [24] sklenéna vlakna [25]

nebo viskoza [26].
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1.3.3 Saci podlozka pro aplikaci konjugatu

Saci podlozka pro aplikaci konjugatu je ¢ast, ktera slouzi k fixaci konjugatu. Konjugéat
je stézejni pro vyhodnoceni testu. Z tohoto divodu je nutné, aby saci podlozka pro
aplikaci konjugatu zachovala definované mnozstvi konjugéatu stabilni po celou dobu
skladovani testu. Zaroven musi byt konjugat pti styku s kapalnym vzorkem okamzité

uvolnén [27].

Pted aplikaci daného konjugatu je podlozka oSetfena povrchové aktivnimi latkami,
blokovacim roztokem a sachar6zou nebo jinymi uhlohydraty. Uhlohydraty slouzi
jako konzervant a resolubiliza¢ni ¢inidlo. Na takto oSetfenou a vysuSenou podlozku
je mozné davkovat konjugat. Konjugat Ize aplikovat ponofenim prouzku do roztoku
konjugatu. Tato metoda ale nezaru¢i rovnomérné rozlozeni konjugatu po podlozce [28].
Nejvhodnéj$im zplsobem je kvantitativni aerosolizace naptiklad davkovacem
AirJet Quanti od firmy BioDot. Tento pfistroj je sloZzen z nékolika davkovacu, které pod
tlakem vstfikuji aerosol konjugatu na saci podlozku pro aplikaci konjugatu. Kazdy
davkovac obsahuje dvé vsttikovaci pumpy, které se sttidaji, ¢imz je zajiStén konstantni
tlak. Pumpy dokdzou odméfit pfesné mnozstvi aerosolu, proto je konjugat nanesen

v rovnomérné vrstvé a je umoznéna kontrola naneseného mnozstvi konjugatu [29].

Nejcastéji pouzivany materidl saci podlozky pro aplikaci konjugatu je sklenéné vlakno

[30], polyester [25] nebo viskédza [11].
1.3.4 Absorp¢ni podlozka

Funkce absorpéni podlozky je =zajisténi absorpce a toku kapaliny membranou,
po prechodu pfes testovaci a kontrolni zonu kapalinu jimat a zabrdnit zpétnému toku.
Diky absorpéni podlozce lze aplikovat vétsi mnozstvi vzorku, nez je nasaklivost

samotného prouzku [31].

Materidl musi mit vysokou absorp¢ni kapacitu. Objem vzorku obsahujiciho hledany
analyt je vyznamny faktor ovlivilujici citlivost metody. Absorpéni podlozky
jsou nejéastéji vyrabény z celulozovych filtrd [3] nebo kombinaci sklenénych vlaken

a baviny [32].
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1.3.5 Testovaci a kontrolni zona

Testovaci a kontrolni zona jsou ¢asti membrany, kde jsou na membranu vazany specifické
molekuly. Tyto molekuly reaguji se stanovovanym analytem, v piipad¢ testovaci zony,
nebo pouze s konjugatem, v ptipadé kontrolni zony. Nahromadénim konjugatu v téchto

zOnach jsou vytvoteny barevné linie vypovidajici o vysledku testu.
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1.4  Detekéni slozky imunochromatografického testu

Pro detekci stanovovaného analytu je v imunochromatografickych testech klicovy
konjugat. Konjugatem je nejcastéji specificka protilatka, kterd je konjugovana detekéni
znackou. Nejnoveisi studie se pokousi nahrazovat drahé protilatky syntetickymi aptamery
[33].

Ukolem konjugitu je navézat se na stanovovany analyt a vytvofit s nim komplex,
ktery je poté zachycen v testovaci zon€. Zaroven se konjugat musi navazat i na protilatky
fixované v kontrolni zong. Znacky, kterymi jsou protilatky nebo aptamery konjugovany

pak vytvoti pozadovany vizualni signal.
1.4.1 Protilatky

Protilatky, jako detekéni molekuly byly v imunochromatografickych testech pouzivany
Jiz od jejich pocatku. Vybér kvalitnich protilatek je stéZejni nejen pro citlivost testu.
Vyvoj robustniho testu vyzaduje vysoce specifické protilatky s vysokou afinitou
ke stanovovanému cili [11]. Protilatky reagujici s analytem, se kterym vytvofi specificky
imunokomplex, jsou nazyvany primarnimi. Znafené protilatky, které se vazi
na specificky imunokomplex protilatky a cilového analytu jsou nazyvany konjugatem.
Sekundarni protilatky jsou v imunochromatografickych testech takové, které jsou vazany

Vv kontrolni zoné a reaguji s nadbytkem konjugatu [27].
1.4.2 Aptamery

Aptamery jsou jednovldknové ligandy DNA nebo RNA o velikosti 10 az 100 bp,
které se dokazi s vysokou specifitou vazat na rizné struktury od iontl az po celé buiiky.
V imunochromatografickém testu tak mizou reagovat s cilovym analytem obdobné

jako protilatky [34].

Aptamery jsou vyrabény synteticky a selektovany metodou SELEX. Technologie SELEX
je nejcastéji zalozena na principu afinitni chromatografie a ma nékolik zakladnich kroki,
které se v cyklu opakuji. V prvnim kroku se vytvofené aptamery pfidaji k cilovym
molekulam, které jsou navazany na koloné. Na koloné se tedy zachyti pouze ty aptamery,
které s cilovou molekulou reaguji. V dal$im kroku jsou navdzané aptamery eluovany.

Tretim krokem je amplifikace selektovanych aptamert metodou PCR. PCR produkty
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vstupuji do dalsiho cyklu, kde se opakuji prvni tti kroky. Obvykle se opakuje 10 az 15
cykli, kde je mozné po prvnich cyklech pozitivni selekce zaradit nékolik cykld negativni

selekce, ktera dale zvysuje selektivitu danych aptamera [35].

knihovna aptamer(

l cilova molekula

selektované aptamery
¥, /L/N\E/ CS ,
\ vazba na cilovou
\l molekulu
—_— Q/;g_/s
10 - 15 cykla )
promyti
PCR amplifikace
) ﬁb(%

'\_/

eluce

Obrazek 3: Schéma principu selekce aptamerii technologii SELEX upraveno dle [36].

Aptamery maji oproti protilatkhim znaéné vyhody. Jejich praktické vyuziti

za protilatkami ale stale zaostava [37]. Vyhody aptameri jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Vyhody aptamerii Oproti protilatkam vV imunochromatografickych testech

[38].
Aptamery Protilatky
Vazba na jakékoli imunogenni i BéZné se vazi pouze na proteiny nebo
neimunogenni cile. hapteny.

Vyroba a selekce in vitro za stanovenych , e N
. Vyroba zavisi na imunizaci zvifat.

podminek.

Efektivni syntéza s nizkymi néklady. Casové naro¢na a nakladna vyroba.

U polyklonélnich protilatek se 1isi

Stalost v Sarzich. . i
jednotlivé Sarze.

Dlouhodobd trvanlivost. Trvanlivost obvykle 6 az 24 mésict.

Snadna chemicka modifikace. Slozit€jsi postup imobilizace.

Stabilni pfi nizkych i vysokych teplotach.  Stabilni pouze v niz§ich teplotach.
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1.4.3 Detekéni znacky

Nanocastice zlata a latexové nanocCastice patii k nejpouzivanéjsim znackam,
které zajiStuji vizualizaci vytvofenych imunokomplexii zachycenych v testovaci
nebo kontrolni zoné [39,40]. Detekénich znacek je ale velké mnozstvi. DalSimi priklady
mohou byt uhlikové [14], latexové [15], selenové [17] nebo celulozové znacky [41],
které mezi tzv. ptimé znacky. Tyto znacky je mozné vyhodnotit okometricky.
Pro vyhodnoceni fluorescen¢nich znacek [30], feromagnetickych nanocastic [42]
nebo kvantovych tecek [43] je nutné vyuzit detektor. V ptipadé, Ze je detekéni znackou
enzym [44], jsou nutné dal$i analytické kroky, jako pfidani substratu, vedouci

ke zviditeInéni vysledku.

Kazd4d znacka musi spliiovat urcité naleZitosti. Nesmi ménit vlastnosti protilatky,
na kterou je vazana, piedev§sim vazebnou aktivitu a specifitu. Méla by byt dlouhodobé

chemicky stabilni a detekovatelna jiz ve velmi malych koncentracich [37].
Zlaté nanocastice

Zlaté nanocCastice jsou vilbec nejoblibenéjsi znackou [13,45,46]. Oblibenost ziskaly
pravdépodobné kviili svym jedineCnym vlastnostem, mezi které patii: vysokd afinita
k biomolekulam, dokonaly tvar Castic, inertnost, snadna modifikace a okometricka

detekce.

Zlaté nanocastice lze relativné levné vyrobit pfimo v laboratofi redukci Kkyseliny
chlorzlatité [47]. Zlaté nanocastice jsou ale samoziejmé K dispozici od mnoha vyrobct
jako naptiklad Sigma-Aldrich nebo Orion High Technologies. Velkou vyhodou
je dostatecna intenzita barvy zlatych nanocastic, diky cemuz Ize testy vyhodnotit pouhym
okem bez vyuziti detektord. Zlaté nanocastice jsou dostupné v nepieberném mnozstvi,
co se tyce velikosti i modifikace. V praxi nejpouzivanéjsi je velikost 40 nm, v nabidce
ale nalezneme velikosti jiz od 5 nm [48]. Existuji nanocastice koloidniho zlata
nebo modifikované zlaté nanocastice, na které jsou navazany rizné funkéni skupiny

napiiklad karboxyly, aminy, thioly, fosfiny, isothiokyanaty [49].
Latexové nanocastice

Latexové nanocastice byly pouzivany k vizualizaci v imunochromatografickych testech

jiz od jejich poc¢atku a jsou oblibené dodnes [40]. Latexové ¢astice jsou dostupné v mnoha
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barevnych verzich od modré az po oranzovou. Lze je snadno modifikovat karboxylovou
skupinou, aminoskupinou nebo fluorescencnimi barvivy. Na trhu jsou dostupné
ve velikostech od 50 nm do 3 000 nm [50]. Oproti zlatym nanocasticim jsou latexové
nanocastice podstatné levnéjsi. Pro vyrobu konjugatu je ale nutna vyssi koncentrace
latexovych ¢astic nez zlatych nanocastic. Vysledna cena pro vyrobu konjugatu

z latexovych nanocastic je pak podobna jako u zlatych nanocastic [51].
Uhlikové nanoc¢astice

Stejné jako u zlata je velkou vyhodou uhliku jeho Cernd barva, kterd je dost intenzivni
pro vyhodnoceni pouhym okem [14]. Piiprava téchto ¢astic je mozna ze sazi, uhlovodik,
dextrini apod. nebo z ptirodniho uhliku. Prvni moznost je vcelku jednoducha, nicméné
saze jsou heterogenni smeés a vyrobené ¢astice nemaji presné definované slozeni. Syntéza
Z uhlovodiki a dalSich sloucenin je pomérné drahd a slozita. Nejlepsi metodou je vyroba

uhlikovych nanocastic z ptirodniho uhliku ultrazvukem [22].
Kvantové tecky

Kvantové tecky jsou zastupcem detek¢nich znacek, které nelze vyhodnotit pouhym okem,
je nutny detektor. Kvantové tecky jsou polovodicové nanokrystaly, které maji schopnost
fluorescence. Vyhodou oproti klasickym organickym fluoroforim je jejich vysoka
fotostabilita. Velikost kvantovych tecek je od 1 do 10 nm, mohou existovat samostatné
nebo jsou uspotfadany do klastria [52]. Kvantové tecky liSici se svoji velikosti emituji
zéafeni jiné vinové délky. Jejich unikatni optické vlastnosti vytvaii z kvantovych tecek
vysoce citlivou detekéni znacku. Kvantové teky jsou zastupcem detekénich znacek,

které nelze vyhodnocovat pouhym okem. Pro vyhodnoceni je nutny detektor, coz piindsi

vvvvv

1.4.4 Analytické parametry imunochromatografickych testu

Citlivost a mez detekce patii mezi klicové analytické  parametry
imunochromatografického testu. Citlivost je zavisla mimo jiné na afinité pouzité
protilatky ke stanovovanému analytu. Proto je nutné vénovat vybéru protilatek velkou
pozornost [11]. Svou roli také hraje typ pouzité znacky. Podle pouzité znacky je volen

typ detekce. VéEtSina komeréné dostupnych imunochromatografickych testli nevyuziva
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detektory, detekce je mozna okometricky, proto je nutné vybér znacky s dostateCnou

intenzitou signalu [54].

Mez detekce (LOD) vyjadiuje takovou koncentraci analytu, kterd jesté¢ dava spolehliveé
pozitivni vysledek. Mez stanovitelnosti (LOQ) je koncentrace analytu, kterou lze
spolehlivé kvantitativné vyhodnotit. LOD i LOQ jsou zavislé na chybé meéfeni,
ktera je vyjadiena Sumem. Vypocty LOD a LOQ pro linearni kalibra¢ni zavislost jsou

uvedeny nize.

(@) (b)

3xh LOQ = 10xh h... ustalena hodnota signalu Sumu

sm sm sm... smérnice kalibra¢ni zavislosti

LOD =

Obrazek 4: Vyjadieni meze detekce (a) a meze stanovitelnosti (b) ve vzorcich [55].

Kazda detek¢ni znacka ma jinou mez detekce. Mezi jednotlivymi testy se ale LOD stejné
znacky muze také liSit, souvisi to opét s afinitou protilatky k analytu [55]. Piiklady
imunochromatografickych testl s riiznymi typy detek¢nich znacek a jejich mez detekce

jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Mez detekce vybranych detekénich znacek pouzivanych v imunochromato-
grafickych testech.

ICHT prokazujici Detekéni znacka LOD [ng-mL?]  Zdroj
Fenyletanolamin A Zlaté nanocastice 5 [56]
Metyl paraoxon Feromagnetické Castice FesOs 1,7 [42]
Tiabendazol Uhlikové nanocastice 0,08 [14]
C-reaktivni protein Kvantové te¢ky 0,3 [57]
Zearalenon Polystyrenové mikrosféry 1 [58]
Melamin Koloidni selen 50 [17]

Autofi Katis a kol. [59] wuvedli novou moznost pro zvySeni citlivosti
u imunochromatografického testu vyuzivajiciho zlaté nanocastice jako detekcéni znacku.

Zjistili, Ze zOzenim testovaciho prouzku v testovaci oblasti z klasickych 5 mm
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na 1 mm dojde k zakoncentrovani molekul ucastnicich se reakce v testovaci zoné a diky
konjugatu vznikne intenzivnéj$i zbarveni vytvotreného prouzku. Timto zptisobem se zvysi
mez detekce az na tficetinasobek, coz je vhodné predevSim pro analyty vyskytujicich

se v nizkych koncentracich.

Dalsi moznosti zvySeni citlivosti testu je pouziti dvojitého konjugatu. Na ptikladu zlatych
nanocastic bude konjugat obsahovat dvé velikosti ¢astic. Prvni konjugat bude vypadat
klasicky naptiklad mySi protilatka proti analytu znacend zlatymi nanocasticemi.
Na tento konjugat bude navazan dalsi, tedy anti mysi protilatka proti Fc oblasti konjugétu
znacena opét zlatymi nanocasticemi, ale jiné velikosti. Timto zplsobem lze zvysit
citlivost az 10x. Dalsi moznosti je vyuziti vysoce rozvétvenych komplexii nanocastic

zlata, u kterych se ukazalo pétinasobné snizeni detek¢niho limitu [60].

Pfi vyrobé imunochromatografickych test, které vyzaduji vyssi citlivost, vyrobci
piechazi z detekce zlatymi nanoc¢asticemi na fluorescenéni barviva. Fluorescenéni znacky
ale nelze detekovat okometricky. Je tedy nutné vyuzit detektor [61]. Detektory lze
ale vyuzit i u vyhodnoceni testa s klasickym zna¢enim zlatymi nebo jinymi barevnymi

nanodasticemi.

Ptikladem je detektor vyuzivajici tepelny kontrast. VyuZzitim tohoto detektoru Ize zvysit
citlivost testu 32x az 100x. Tepelny kontrast Ize vyuzit u vS§ech imunochromatografickych
testll, jejichz konjugat obsahuje kov — typicky u zlatych nanocastic. Vzniklé prouzky
V testovaci a kontrolni linii jsou v detektoru ozéateny laserem. Po ozafeni kovové Castice

generuji teplo, které je méfeno infraervenou kamerou [62].

Detektory dokazi rozlisit takovou intenzitu barvy vzniklého prouzku, kterou lidské oko
Jiz nezaznamena. Existuji detektory, které naskenuji imunochromatograficky prouzek
se vzniklymi liniemi v testovaci a kontrolni zoné a nasledné vyhodnoti intenzitu vzniklé

linie a porovna ji s databazi standardnich vzorkid o danych koncentracich [63].
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1.5 Usporadani imunochromatografickych testi

Imunochromatografické testy Ize podle usporadani délit na sendviCové a kompetitivni.
Uspotfadani je dano typem stanovovaného analytu, jeho fyzikdIlné-chemickymi

vlastnostmi.
1.5.1 Sendvi¢ové usporadani imunochromatografickych testu

Sendvi¢ové uspotradani je zalozeno na stejném principu jako sendvicova ELISA. Nazev
je odvozen od situace, kdy v ptipadé pozitivniho vzorku vznika tzv. sendvic¢, ktery mize
vypadat nasledovné [64]. Primarni protilatka navazana v testovaci zoné specificky vaze
antigen ze vzorku, ktery do testovaci ¢asti doputuje jiz jako komplex s konjugatem
fixovanym na konjugatové podlozce (viz Obrazek 5a). Jiny sendvi¢ lze pozorovat
pii stanoveni protilatky. V testovaci zon€ je navazan antigen, na ktery se vaze komplex
protilatky ze vzorku a znafené protilatky fixované na konjugatové podlozce

(viz Obrazek 5b).

(a) (b) x
‘ ...antigen

A & _..konjugat
A v

Obrazek 5: Priklady utvdrejicich se sendvicii v imunochromatografickych testech
(a) u stanoveni antigenu, (b) u stanoveni protilatek.

... primarni protilatka

Princip sendvi¢ového usporadani imunochromatografickych testi

Sendvicové usporadani je vyuZivano u latek, jejichz antigeny maji vice antigennich
determinant. Jedna se o vysokomolekularni latky, konkrétni piiklady stanoveni

vysokomolekularnich latek jsou uvedeny v kapitole 1.8.1.

U sendvicového uspofadani stanovovany analyt prochdzi zonou konjugatu, kde je na néj
konjugat navazan. Vytvofeny komplex vzlind kapildrnimi silami dale po prouzku
do testovaci zony. V této zoné jsou navazany primarni protilatky se specifitou proti
stanovovanému analytu ve vzorku. V tomto okamziku vznika sendvic, a sice konjugat —

antigen stanovovaného analytu — primarni protilatka vazana v testovaci zoné (Viz
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Obrazek 5a). V testovaci zon¢ dojde k zakoncentrovani vzniklého sendvice a diky
konjugatu Ize pozorovat barevnou linii. Nadbytek vytvoteného sendvice nebo samotny
konjugat je unasen dale do kontrolni zony, kde je zachycen sekundarnimi protilatkami

[27].

Barevna linie v kontrolni z6n¢ je nezbytna u vSech imunochromatografickych testu.
Potvrzuje, ze analyt putoval celym testovacim prouzkem az na konec. Pokud linie

Vv kontrolni z6n€ nevznikne, test je neplatny a vysledek nelze odecitat.

V piipadé, Ze je vzorek pozitivni, objevi se barevna linie v testovaci 1 v kontrolni zong.
Pokud je ale vzorek negativni na stanovovany analyt, nevznika v prvnim kroku komplex
analytu s konjugatem a Vv testovaci zoné nema co reagovat s primarnimi protilatkami.

Primarni protilatky vazané v testovaci zon¢ jsou totiz specifické pouze k analytu [65].

A x +
4, t
* i

‘ ... stanovovany antigen
& ... konjugat se specifitou k antigenu
Y ... primarni protilatka se specifitou k antigenu

.. sekundarni protilatka se specifitou ke konjugatu

Obrazek 6: Sendvicové usporadani imunochromatografického testu pro stanoveni
vysokomolekuldrnich latek.

Princip imunochromatografickych testi pro prikaz specifickych protilatek

Vzhledem k tomu, ze protilatky patii mezi vysokomolekularni latky, jejich stanoveni

probihd také sendvicovou metodou. Rozdil je ve vzniklém sendvi¢i. V piipade
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pozitivniho vzorku putuje stanovovana protildtka ze vzorku prouzkem a v prvnim kroku
reaguje s konjugatem. Vznikly komplex vzlina k testovaci zon¢, kde komplex reaguje
s antigenem, ktery je v testovaci zoné zafixovan. Vznika sendvi¢ antigen-stanovovana
protilatka-konjugat (viz Obrazek 5b). Nadbytek konjugatu pokracuje do kontrolni zony,
tam se navaze na sekundarni protilatku. Vzniknou barevné linie v obou zénach, testovaci

i kontrolni. U negativniho vzorku vznika linie pouze v kontrolni z6n¢ [66,67].

f .

N
x -

Y ... stanovovana protilatka se specifitou k antigenu
#'. ... konjugat se specifitou ke stanovované protilatce
‘ ... antigen fixovany v testovaci zoné

... sekundarni protilatka se specifitou ke konjugatu

Obrazek 7: Usporadani imunochromatografického testu u stanoveni specifickych
protilatek.

Pii stanoveni protilaitek je také hojné vyuzivana silnd bioSpecifickd vazba
biotin- streptavidin. Vznik tohoto komplexu v kontrolni linii, odstrafiuje komplikace

s nadbytkem znacenych protilatek [39].
Vazba streptavidin — biotin

Obecné znama reakce avidin-biotin patii mezi nejsilnéj$i nekovalentni vazby. Avidin
je glykoprotein o ¢tyfech identickych podjednotkach, ktery se nachazi ve vaje¢ném bilku.
Streptavidin je protein avidinu velmi podobny, hlavnim rozdilem je to, Ze streptavidin
pochazi z bakterie Streptomyces avidinii. Na kazdou podjednotku at avidinu

nebo streptavidinu se miize navazat jedna molekula biotinu neboli vitaminu H [68].
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Vazba mezi streptavidinem a biotinem se fadi k nejsilnéjsi nekovalentni vazbé vykazujici
disociaéni konstantu asi 1,3x107%°, Interakci streptavidinu s biotinem lze pfirovnat
K interakcim mezi antigenem a protilatkou (viz kapitola 1.2). Uz samotna struktura
streptavidinu je rezistentni vic¢i denaturaci v extrémnich teplotach, pH, v pfitomnosti
denatura¢nich ¢inidel, detergentd, i proteolytickych enzymii. Vazbou na biotin se tato
rezistence jesté¢ zvysi a vznika velmi stabilni komplex. Dalsi vyhoda je také vysoka
rychlost vzniku vazby mezi streptavidinem a biotinem. Streptavidin i avidin je mozné

konjugovat s jinymi proteiny a stale si udrzi svou vazebnou silu pro biotin [69]

Nevyhodou je tendence streptavidinu vytvaret nespecifické vazby s jinymi molekulami.
Nespecifické interakce streptavidinu ale nejsou tak casté jako u avidinu. Proto

je streptavidin pro vétSinu analyz vhodnéjsi [70].

B o
I I_‘l_‘
‘bh‘ |
+ I-'l'__‘ —_
T - 4 ,_FJI 1 ‘
)
Avidin Biotin conjugate Avidin-Biotin Complex

Obrazek 8: Interakce mezi avidinem/streptavidinem a biotinem upraveno dle [71].

Interakce streptavidin/avidin-biotin je hojné vyuzivana v metodach ELISA,
imunohistochemii, v blotovacich metodach, znaceni buné¢nych povrchu, pii purifikaci
proteini i  nukleovych  kyselin a také v nanobiotechnologiich  [71].
V imunochromatografickych testech se tato vazba vyuziva predevsim ke zvySeni signdlu
odezvy. Streptavidin je obvykle fixovan do testovaci zony a diky biotinylaci protilatek
ptipadné antigend, které vychytavaji stanovovany analyt dochazi k rychlé a pevné vazbé

V testovaci zoné [60].
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.. stanovovana protilatka se specifitou k antigenu
.. konjugat se specifitou ke stanovované protilatce

.. biotinylovany antigen

Ak

.. streptavidin fixovany v testovaci zon¢

.. sekundarni protilatka se specifitou ke konjugatu

Obrazek 9: Usporadani imunochromatografického testu u stanoveni specifickych
protilatek s vyuZitim specifické vazby streptavidin-biotin.

1.5.2 Kompetitivni uspoi-adani imunochromatografickych testi

Jak nazev vypovida, v tomto uspotadani analyty soutézi o vazebné misto na protilatce.
Zpravidla se jedna o kompetici dvou antigenti. Jeden pochazi ze stanovované¢ho vzorku
a druhy je jiz fixovan na testovacim prouzku. Antigen, ktery nepochazi ze vzorku je bud’
fixovan v testovaci zon¢€ (viz format A) nebo je znaceny detekéni znackou, zastava tedy
funkci konjugatu a je fixovany na saci podloZce pro konjugat (viz format B). Antigen ze
vzorku soutézi o vazebné misto na primarni protilatce S antigenem fixovanym

na testovacim prouzku [72].

Toto uspotfadani je vhodné pro nizkomolekularni latky, které nemaji dostatek vazebnych
mist pro dvé protilatky najednou a nelze tedy pouzit sendvicové usporadani. Priklady
imunochromatografickych testli stanovujici nizkomolekularni latky jsou uvedeny

v kapitole 1.8.2.
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Princip kompetitivniho uspoiadani imunochromatografickych testi
Format A

Prvni format usporadani ma v testovaci zon¢€ fixovany stejny antigen, ktery je obsazen ve
vzorku. Pokud je vzorek pozitivni, tak v ¢asti saci podlozky pro konjugat vytvofi antigen
ze vzorku komplex s konjugatem, ale v testovaci zoné€ se nema komplex, jak na fixovany
antigen navazat, protoze vazebné misto na konjugatu je jiz zaplnéné. Proto v testovaci
z6n¢ nevznikne barevna linie. Komplex antigen ze vzorku-konjugat pokracuje dale ke
kontrolni zong, kde jsou fixované sekundarni protilatky schopné vazat konjugat. Zde
je komplex zachycen spole¢né s nadbytkem konjugatu a vznika barevna linie. V situaci,
kdy je vzorek negativni, v prvnim kroku nevznikd komplex. Konjugat je samotny undsen
kapalinou do testovaci zony, kde se reaguje s antigenem fixovanym V testovaci zoné
a vytvaii barevnou linii. V kontrolni zon¢ je nadbytek konjugatu zachycen sekundarnimi

protilatkami a vznika druha linie [73].

vt , >t

44 4

F & -

A ... stanovovany antigen
i ... konjugat obsahujici znacenou protilatku se specifitou k antigenu

... sekundarni protilatka se specifitou ke konjugétu

Obrazek 10: Kompetitivni usporadani imunochromatografického testu —format A.

Format B

V druhém formatu kompetitivniho uspotfddani dochazi ke kompetici mezi antigenem

obsazenym ve stanovovaném analytu a zna¢enym antigenem — konjugatem. Antigeny
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soupefi o vazebné misto primarni protilaitky fixované v testovaci zong. Antigen
zZ pozitivniho vzorku obsadi vazebné misto na protilatce, a protoze nema zadnou detekéni
znaCku, nevznika barevna linie. Zbylé antigeny pokracuji do kontrolni zony,

kde se znaCeny antigen vyvaze na sekundarni protilatky a vznikne barevna linie.

Pokud je vzorek negativni, nemd znaCeny antigen s c¢im soutézit a navaze

se jak v testovaci, tak v kontrolni zon¢. Barevny prouzek je viditelny v obou liniich [73].

x +

x -

‘ ... stanovovany antigen ze vzorku
‘t ... znaéeny antigen — konjugat
Y ... primarni protilatka se specifitou k antigenu fixovana v testovaci zoné

... sekundarni protilatka se specifitou ke konjugatu

Obrazek 11: Kompetitivni usporadani imunochromatografického testu — formdat B.

Vyhodnoceni testii s kompetitivnim uspofdddnim je odliSné od testii sendviCovych.
Pokud je vzorek pozitivni znamena to, ze antigen ze vzorku vyhraje soutéz o vazebné
misto primarni protilatky, na kterou se jiz nemiize navazat konjugat. Z toho divodu
je v testovaci zoné barevna linie. U pozitivniho vzorku tedy najdeme pouze jednu
barevnou linii, a to Vv kontrolni zon€. Negativni vzorek ma barevné linie dvé
v zoné testovaci i kontrolni. V pfipadé, Ze se stanovovany antigen ve vzorku nenachazi,
miiZze se konjugat navéazat na primarni protilatku, proto vznik4d barevna linie také

v testovaci zoné [74].
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1.6 Biologické materialy vySetfované imunochromatografickymi

testy

Imunochromatografickymi testy lze stanovit Sirokou S$kalu analyti nachazejicich
se v ruznych biologickych materidlech. Testovany vzorek musi byt vzdy v kapalném
stavu. To pfinasi vyhodu, ze vzorky, které jsou odebirany v kapalném stavu nemusi byt
pied analyzou nijak upravovany. Jedinou Gpravou mtze byt fedéni [14]. Na druhou stranu
u vzorku v pevné fazi musi byt do procesu zafazena preanalyticka uprava vzorku, prevod
do faze kapalné. Timto procesem je nejcastéji extrakce [31]. Konkrétni postup extrakce

je popsan v kapitole 1.6.1 podkapitola Tkan nebo v kapitole 1.8.2.

Jednotlivé typy vzorkt, véetné piikladl stanovovanych analytii v nich, jsou podrobnéji

popsany v nasledujicich kapitolach.
1.6.1 Klinické materialy
Krev

Jeden z nej¢astéjsich typt vzorki pro imunochromatograficka vysetieni v klinické praxi
je krev. U domacich testli piipadné u testovani v terénu je analyzovana periferni krev

[75], vhodné&jsi jsou ale analyzy séra piipadné plazmy [33].

U plné krve dochazi béhem postupu pies membranu k filtraci krevnich elementt,
a to nejen ve vzorkové podlozce, ale 1 samotnou membranou. Nevyhodou je mnohem
pomalej$i pritok ve srovnani s plazmou. Z experimentu provedenym Li a kol. [76] byla
stanovena doba prutoku plné krve membranou na 80 sekund. Oproti tomu plazma

prouzkem prosla za 11 sekund.

Pro imunochromatografické testy prakticky neni dualezité, zda je pouzita plazma
nebo sérum. VétSina odbornych publikaci ale uvadi pouziti séra [5,45,67]. Rozdil mezi
plazmou a sérem je predev$im v typu odbéru. Plazma je odebirdna do zkumavek
s antikoagulacnimi roztoky. Sérum je ze srazené krve, oproti plazmé tedy neobsahuje

srazeci faktory.

Z krve lze imunochromatografickym testem stanovit C-reaktivni protein (CRP) [57],
hormony [77], ale nejcastéji je vyuzivan pro stanoveni protilatek proti riznym antigeniim,

alergenti [78] i toxintim [79].
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Moé

Mo¢ je dalsi hlavni zastupce vzorki analyzovanych imunochromatografickymi testy.
Diky neinvazivnimu odbéru je idealni pro domadci ,,screeningové™ testy, ve kterych
je vyuzivan nejCastéji. Typickym zastupcem imunochromatografického testu,
kde je vzorkem mo¢, je t€hotensky test, piipadné test pro stanoveni drog [80]. Aplikace
moce na prouzek mize probihat dvojim zpisobem. V prvnim piipadé¢ musi byt vzorek
odebran do nadobky a nasledné nakapan v definovaném objemu na saci podlozku pro
vzorek [81]. Druhou mozZnosti jsou testovaci prouzky, které se ptimo vlozi do proudu
moce [82]. Pfipadn¢ se testovaci prouzek do odebrané moc¢i v nadobé¢ na nékolik sekund

ponofi [83].

V nékterych piipadech je moc€ stocena na centrifuze a testuje se pouze mocovy sediment.
U stanoveni bakterialnich polysacharidi je moc pied centrifugaci jeSté smichana

s lyza¢nim pufrem [84].
Stéry slizni¢nich povrchu

Pti rychlé diagnostice dychacich infekci jako vzorky slouzi nazofaryngedlni stéry. Stér
se provadi vatovymi tampony v oblasti nosohltanu a obou nosnich direk [85]. Stejné
tak test pro prukaz chlamydii se provadi z vaginalniho stéru [86]. Tampon se po odbéru
vlozi do zkumavky s pfislusnymi reagenciemi, do kterych se ziskané antigeny z tamponu

uvolni.

Tato metoda je vyuzivana napiiklad pro uréeni streptokokovych antigenid [87]

nebo antigent chiipkového viru [88].
Sliny

Dosud nejhojné€jsi vyuziti slin je pfi testovani drog [89]. Aktudlni vyzkumy usiluji
0 uznani slin jako alternativy ke krevnim analyze. Sliny obsahuji mnoho proteinti, DNA
i RNA, bakterie i viry, znichz lze rozpoznat abnormality indikujici onemocnéni
a podobng. Odbér slin je jednoduchy, rychly a neinvazivni a lze jej bez problémui

opakovat, a tak sledovat zménu stanovovanych analytii v ¢ase [90].
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Stolice

Typickym ,,screeningovym* vysetieni stolice je test na okultni krvaceni. Test je zalozen
na detekci lidského hemoglobinu ve vzorku stolice. Odbér je provadén specidlni
odbérovou ty¢inkou do zkumavky s extrakénim pufrem. Po protfepani je kapalina
aplikovina na imunochromatograficky prouzek pfimo ze sbémé zkumavky,

ktera ma integrované kapatko [91].

Ze stolice Ize ale urcit i jiné analyty naptiklad lipopolysacharid Vibrio cholerae, ptivodce
cholery [4].

Tkan

V piipadé stanoveni analytu z tkané je nutné nejprve prevést tkan do kapalného vzorku.
homogenizovéna a v pritomnosti PBS pufru 10 minut povafena ve vodni lazni. Nasledné
je smés pies noc inkubovana pii 37 °C s kyselinou chlorovodikovou. Po inkubaci
je ptidan hydroxid sodny v PBS. Smés je centrifugovana pii 5000 rpm ve 4 °C 20 minut.

Supernatant je po finalni apravé pH nanesen na testovaci prouzek [46].

Analyza tkan¢ je vyuzivana identifikaci puvodu masa [92]. Nebo u veterinarnich kontrol

naptiklad p#i hledani ristovych hormont a antibiotik v mase [46].
1.6.2 Potraviny

Testovani potravin a ndpoji se zaméfuje predevSim na rezidua pesticidd, herbicidi
nebo toxinll a alergeny. Mlzeme ale najit 1 testy, které odhaluji falSovani produktu.
Takovym zastupcem je test na prikaz sdjového proteinu [72]. S6jové mléko je relativné
levné, a tak se Casto pridava do mléka kravského, ¢imz vyrobce znané zvysi sviij zisk

[93].

V oblasti zeméd¢lstvi se také Casto stanovuji viry, napadajici dané rostliny. Prikladem

muze byt stanoveni protilatek proti viru listt vinné révy [94].

Vzorky potravin a plodin musi byt pfed analyzou pifevedeny do kapalné formy.
U testovani napoji a Stav lze aplikovat vzorky piimo poptipadé je pfediedit vzorkovym

pufrem [14].
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1.7  Vyhodnoceni imunochromatografickych testa

Velka cast zdostupnych imunochromatografickych testi je pouze kvalitativni.
K dispozici jsou také prvni semikvantitativni testy, pfedev§im pro stanoveni CRP,
které ur¢i piiblizné rozmezi koncentrace analytu ve vzorku. Aktudlni vyzkumy
se zaméfuji na  novy  vyvoj  semikvantitativnich a  kvantitativnich
imunochromatografickych test. Moznost kvantifikace analyzy ma vysoky potencial

M v

pro ,,screening* a ,,monitoring‘‘ napti¢ vS§emi diagnostickymi obory.
1.7.1 Imunochromatografické testy s kvalitativnim vyhodnocenim

Kvalitativni testy podavaji pouze informaci o tom, zda se stanovovany analyt ve vzorku
nachazi ¢i nikoli. Tato forma testl je jednoducha a uzivatelsky velmi piivétiva. Vysledek
vyhodnoti i laik bez pouziti instrumentace. Vysledek se opird pouze o to, zda
se V testovaci zon¢ objevi nebo neobjevi barevna linie. Soucasti vyhodnoceni je i odecet
vysledku v kontrolni z6n€. V kontrolni zon¢ musi barevna linie vzniknout vzdy, jinak
je test neplatny. Toto zdanlivé primitivni vyhodnoceni ma ale sva tskali. Nékteré vzorky
nemusi dat dostatecné silny signal, to znamena, ze vytvoiena linie mize byt velmi slaba
a Spatné rozeznatelna. V takovém piipadé mize dojit k chybnému vyhodnoceni testu,

fale$n¢ pozitivnimu nebo fale$né negativnimu vysledku [23].

Kvalitativni testy v pfipadé¢ pozitivity obvykle vedou k dalsSimu vySetieni
nebo kvantitativnimu stanoveni standardnimi metodami, na specialnich pfistrojich
a kvalifikovanymi pracovniky [11]. Typickym piikladem je hojné vyuzivany domaci
téhotensky test. Tento test si kazdad Zena jednoduse udé€ld a vyhodnoti sama. V ptipadé
pozitivniho vysledku ale vyhleda lékate, ktery téhotenstvi potvrdi vySetienim. Dal§im
ptikladem je testovani na pfitomnost drog. Pozitivni ,,screening* drog je vzdy potvrzen
laboratorné napiiklad  plynovou chromatografii s hmotnostni detekei.
Imunochromatografické testy pro prikaz drog jsou dnes ¢asto tzv. multiplexni. Takové

multiplexni testy stanovuji n€kolik drog naraz.
Multiplexni usporadani imunochromatografickych testi

Multiplexni uspofdddni umoziiuje analyzu nckolika analyti z jednoho vzorku nardz.
Principem se jedna o jedno zuspotfddani popsanych v kapitole 1.5, sendvicové

nebo kompetitivni, ale s vétsim poctem testovacich zon [44].
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Prouzek pro multiplex 1ze uspofadat do riznych formati. Je mozné prodlouzit prouzek
a dat nckolik testovacich zon za sebe. Nebo kombinovat nékolik jednotlivych prouzki
napiiklad do tvaru kiize nebo hvézdy. Vybér formatu zalezi na poctu stanovovanych

analytt [95].

Multiplexni testy jsou velmi vyhodné vzhledem k malé spotfebé vzorku, ispofe Casu
a snizeni nakladt na vyrobu testu. Velkou vyhodou je i moznost analyzovat vice analyti

za stejnych podminek [96].
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Obrazek 12: Vybrané priklady multiplexniho usporadani upraveno dle [95].

1.7.2 Imunochromatografické testy se semikvantitativnim vyhodnocenim

V piipad€ semikvantitativniho stanoveni je intenzita vzniklého prouzku v testovaci linii
porovnavana s referen¢ni intenzitou dané¢ho standardu. Stejné jako u kvalitativniho
stanoveni je vysledek odecitan pouhym okem. Proto je stanovena koncentrace stale pouze
orienta¢ni. Existuje n¢kolik moZnosti odecitani vysledku. U prvni moZnosti je intenzita
prouzku vtestovaci z6né¢ porovnana s kolorimetrickou kartou. Na karté
je vytvorena koncentra¢ni fada vytvofenych standardi. Pro kazdou koncentraci ma

prouzek jinou intenzitu zbarveni [66].

Dal8i moznosti je test, ktery ma referencni linii o dané koncentraci ptimo nad testovaci

zonou (viz Obrazek 13a). Intenzita vzniklé linie v testovaci zoné je pak okamzité
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porovnana s referen¢ni linii a odhadnuta koncentrace analytu ve vzorku, nizsi, vyssi nebo

rovna koncentraci referencni linie [97].

Typickym zéastupcem komeréné dostupnych testti se semikvantitativni detekci je test pro
urceni CRP. Tyto testy maji vétSinou odliSny zpusob odecitani vysledku, nez bylo
popsané vyse. Jedna se o zpusob, kdy koncentrace CRP ve vzorku stoupd s poctem

vzniklych barevnych linii (viz Obrazek 13b) [98].

(a) ) (b)
c c c c
T3 T3 T3 T3
T2 T2 T2 T2
T T1 T T1
10mg/l 40mg/l 80mag/l <10mg/I
<10 pgiml 30 pg/ml > 30 pg/ml POZItlvnl Negatlvnl

Obrazek 13: Priklady semikvantitativniho vyhodnoceni imunochromatografickych testii.
(a) Semikvantitativni vyvhodnoceni podle referencni linie vyobrazené v testovaci zoné
upraveno dle [97], (b) Semikvantitativni vyhodnoceni podle poctu vytvorenych linii
V testovacich zénach upraveno dle [98].

1.7.3 Imunochromatografické testy s kvantitativnim vyhodnocenim

U kvantitativni analyzy je vzorek porovnavan s koncentra¢ni fadou vytvofenych
standardd. Barevné linie Vv testovaci zoné jsou vyhodnocovany detektory. Neékteré
detektory mohou vysledek testu pouze naskenovat a denzitometrem zméfit intenzitu
vzniklé linie. Tento typ detektoru je nejjednodussi a je  vyuZivan

u imunochromatografickych testt, které 1ze vyhodnotit i orientacné pouhym okem [99].

Jiné detektory porovnavaji vzniklé linie v testovaci a kontrolni zoné podle jejich indexu
lomu nebo absorpce svétla. Dalsi detektory méfti teplo, které po ozéfeni vizualizacni
zna¢ky produkuji, to je ale specifické pouze pro testy vyuzivajici vizualizaéni znacku
obsahujici kov [62]. Specidlni detektory jsou nutné pro méfeni fluorescencnich znacek
[30]. Zjistény signal, at uz intenzita, absorbance, fluorescence, vzniklého prouzku
V testovaci linii je porovnavana se zndmymi standardy. Zméteny signdl je v zavislosti
na koncentraci vynesen do kalibracni kiivky. Z rovnice lze poté vypocist piesna

koncentrace analytu ve vzorku.
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1.8  Vybrané priklady vyvijenych imunochromatografickych testii

Imunochromatografické testy jsou dnes jiz béznou soucasti diagnostiky v laboratofich,
ordinacich 1ékatt, ale i v domacnostech. Imunochromatograficky test pro prukaz chorion
gonadotropniho hormonu (hCG), tedy téhotensky test, si zajisté vyzkousi kazda Zena.
Kromé tohoto typického piikladu, kde je nabidka od rtznych vyrobcl nejpestiejsi,

je ale na trhu mnoho dalSich testi. Piehled dal$ich testl je uveden v Tabulce 3.

Nasledujici kapitoly jsou zamétené na imunochromatografické testy, které jsou aktualné
vyvijeny ve vyzkumnych tymech. Tyto testy ukazuji dal$i moZnosti vyuziti, které teprve

¢ekaji na uvedeni do praxe.

Tabulka 3: Priklady imunochromatografickych testii pouzivanych Vv klinické praxi.

ICHT pro prikaz Biologicky material Zdroje
hCG (t€hotensky test) Krev, mo¢ [81,82,100]
Tyreotropniho hormonu Krev [101]
Ferritinu (hladina Zelaza) Krev [102]
Proteinu spermii (muzska plodnosti) Ejakulat [103]
Lidského hemoglobinu (okultniho krvaceni) = Stolice [91, 104]
C-reaktivniho proteinu Krev [97,98]
Drog Mog, sliny [105,106]
Streptokoka A Faryngealni stér [87]
Chlamydia trachomatis Vaginalni stér [86]
Chiipkového viru Faryngealni stér [88]
Protilatek IgM pf#i infek¢ni mononukledze Krev [107]
Protilatek IgA proti transglutaminaze Krev [108]
Helicobacter pylori Krev [109]
Borrelia burgdorferi Kliste, sérum [110, 111]

1.8.1 Imunochromatografické testy pro stanoveni vysokomolekularnich
latek

Test na rozliSeni hemoragického a neurotoxického hadiho jedu v pacientském séru

Pocet hadich ustknuti je celosvétové odhadovano na 5 miliont pfipadd za rok, pficemz
asi 2,7 miliontt usStknuti je zpiisobeno jedovatymi hady. Piiblizné 5 % pripadi
je smrtelnych [112]. Typ protijedu je podavan podle druhu hada. Rozpoznani druhu hada

zavisi na popisu nebo fotografii podanou pacientem a tvaru rany od uStknuti. Presné
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rozliSeni jedu je dilezité pro podani spravného protijedu, tim je zabrdnéno moznym
vedlej$im ucinklim 1 plytvanim drahych protijedd. Aktualné nejpouzivanéjsi metodou
pro urc¢eni druhu hadiho jedu je ELISA. Imunochromatograficky test vS§ak umoziuje
rychlejsi vysledek v fadu minut a provedeni pfimo u pacienta, coz hraje u takto akutnich

stavll velkou roli [113].

Imunochromatograficky test rozpoznava ustknuti neurotoxickym nebo hemoragickym
hadim jedem na zakladé typickych proteind, které hadi jed obsahuje. Do dvou testovacich
zon na imunochromatografickém prouzku jsou navazany specifické protilatky
z pouzivanych vakcin protijedi. Do prvni testovaci zony protilatky proti proteinu
hemoragického (HSS-Ab) jedu do druhé proti neurotoxickému (NSS-AD). Protilatky jsou
purifikovany afinitni chromatografii s cilem sniZit riziko kfizové reaktivity s jinymi

proteiny hadiho jedu [113].

saci podlozka pro kapalny vzorek

konjugat

HSS-Ab NSS-Ab Anti-lgG Ab

! 1l ¥ & o
| _k

4
J{f ’
¥ 4

testovaci zona 1 testovaci zona 2 kontrolni zona

saci podloZka pro aplikaci konjugatu absorpéni podlozka

Obrazek 14: Schéma imunochromatografického testu pro priikaz hadich jedii
V pacientském séru pievzato z [113].

Test je dobfe pouzitelny pro rozpoznani proteinii neurotoxického jedu, kde vykazuje
Vv porovnani s ELISA citlivost 100 % a detekéni limit 5 ng-mL™. Uréeni hemoragického
proteinu tak dobré vysledky nema, ale je mozné vyhodnotit protein jako hemoragicky

v piipadé, kdy je neurotoxicky negativni a nastal lokalni otok tkan¢ [113].

Pro uvedeni do klinické praxe je nutné dale zlepSit citlivost a specifitu testu, a to

predevsim pro uréeni hemoragickych proteint.

43



1.8.2 Imunochromatografické testy pro stanoveni nizkomolekularnich latek
Stanoveni zearalenonu ve vzorcich obilnin

Zearalenon je mykotoxin, ktery se pii nevhodném skladovani tvoii v obilovinach. Efekt
pusobeni na savce je estrogenni. Zpusobuje hyperestrogenismus a vede k poskozeni
pohlavnich organt a endokrinniho systému [58]. Kvuli vysoké spotiebé obilovin a jejich
produkti lidmi i hospodaiskymi zvitaty je nutné kontrolovat hladiny zearalenonu rutinné,
pfedev§im v krmivech. Limit doporuceny Evropskou unii je 3 mg-kg? krmiva.
Nejbézn¢j$i metodou pro kvantifikaci je pristrojoveé narocna kapalinova chromatografie

S hmotnostni detekci LC-MS [114].

Vzhledem Kk rutinnimu pouziti u kontroly krmiv, je Zadouci mit rychly a jednoduchy test,

ktery  potvrdi €¢I vyvrati  pfitomnost  zearalenonu.  Takovym  testem

je imunochromatograficky test.

Liakol. [58] vytvotili kompetitivni imunochromatograficky test pro pritkaz zearalenonu,
na kterém zaroven porovnali tfi druhy znacCeni protilatek, a to znaceni zlatymi
nanocasticemi (AUNPS), kvantovymi teckami (QD) a polystyrenovymi mikroc¢asticemi
(PM).
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Obrazek 15: Schématické zndazornéni pripravy konjugatii pro imunochromatograficky
test pro urceni zearlenou. (a) 1gG-AuNPs, (b) 19G-QD, (c) 1gG-PM pievzato z [58].
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Na nitrocelulézovou membranu byl do testovaci linie navazan antigen zearalenonu.

Do kontrolni zony anti-mysi IgG koziho piivodu.

Pted analyzou byla nutna uprava vzorki, a to tak, ze k rozemletym vzorkim obilovin
(pSenice, kukufice, ryze) bylo pfidano 10 mL 50% roztoku metanol-PBS. Zkumavkou
bylo 5 minut dikladné tiepano. Poté byl pfidan fedici roztok pro vzorek a probéhla

centrifugace 5 minut pti 3214 g. Nasledn¢ byl odebran supernatant k analyze [58].

Limity detekce testu jsou u vSech pouzitych zna¢ek niz§i neZ maximalni limit stanoveny
Evropskou unii. Pro zlaté nanogastice 60 pg-kg™ , u kvantovych tecek i polystyrenovych

&astic 6 pg-kg? [58].
1.8.3 Imunochromatografické testy pro stanoveni specifickych protilatek
Detekce specifickych protilatek proti viru Ebola v lidském séru

Ebola virus patii do rodu Filovirade. Jeho RNA genom kdduje 7 strukturalnich proteint,
a sice nukleoprotein (NP), polymerazovy kofaktor (VP35), matricovy protein (VP40),
glykoprotein (GP), transkrip¢ni a replika¢ni protein (VP30), minoritni matricovy protein
(VP24) a RNA polymeraza. Nejvice exprimovany na povrch viru je glykoprotein,

ktery také indukuje primarni imunitni odpovéd’ hostitele [115].

Pii vypuknuti epidemie v zapadni Africe v roce 2014 bylo nakaZzeno téméft 29 tisic lidi,
pricemz vice nez 11 tisic zemielo. Pii této epidemii se potvrdilo, Ze je nutné najit rychly

diagnosticky nastroj pro potvrzeni diagndzy a ur¢eni epidemickych faktort [116].

Tradi¢ni sérologickd diagnostika protilatek proti viru Ebola probihd testem ELISA.
Autofi navrhli dva typy imunochromatografického prouzku, monoplexni a multiplexni,
diky kterym lze protilatky stanovit béhem nékolika minut. U monoplexniho testu byla
detekce protilatek proti viru Ebola zaloZena pouze na reakci s glykoproteinem, ktery byl
navazany v testovaci zon€. Multiplexni test obsahoval tfi testovaci zony, ve kterych byly
navazany rekombinantni proteiny VP40, GP a NP. V kontrolni zoné€ byly pouZzity lidské
19G. Kvizualizaci byl pouZzit konjugat anti-lidskych IgG se zlatymi nanocasticemi

o0 velikosti 40 nm [99].

Byly testovany dvé skupiny vzorkid. Prvni skupina obsahovala vzorky, které byly diive

oveérené PCR a metodou ELISA. V druhé skupiné byly neznamé vzorky [99].
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Vysledky byly kvantifikovany jednoduchou mobilni aplikaci, ve které byla intenzita

vzniklych linii V testovacich zénach vyhodnocena podle standardi kvantifikovanych
metodou ELISA [99].
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£ [3C10] 1 pg/ml £ [3C10] 0 pg/ml
2 80 2 80
8 g
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70* - 701
0 15 30 45 60 75 0 15 30 45 60 75
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Obrazek 16: Graf vyhodnoceni imunochromatografického testu mobilni aplikaci
pievzato z [99].
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1.9 Klady a zapory imunochromatografickych testi

1.9.1 Klady imunochromatografickych testu

Imunochromatografické metody umoziuji pracovat s velmi malym mnozstvim vzorku
v fadech desitek pl. Pokud je odebrany vzorek v kapalném stavu nemusi byt pred
analyzou nijak upravovan. Vzhledem k tomu, ze u vétSiny imunochromatografickych
test je vzorkem moc¢ nebo krev, mize byt vzorek aplikovan piimo bez dalSich uprav,
coZ uSetti ¢as 1 reagencie. Imunochromatografickym testem lze stanovit rozmanitou Skalu
latek od latek nizkomolekularnich az po vysokomolekularni proteiny, nukleové kyseliny

apod. Diky tomu je vyuziti testu rozsifeno do mnoha odvétvi [64].

Hlavni vyhodou je jednoduchost provedeni i vyhodnoceni testu, neni tedy nutné specialni
proskoleni persondlu ani ptistrojové vybaveni. Po ptecteni ptibalové informace miiZe test
provést kdokoli. Format imunochromatografického prouzku umoZiiuje provedeni analyzy
mimo laboratof. Neni problém provadét analyzu v terénu, pfimo u lizka pacienta
nebo dokonce doma. Spojenim téchto vyhod s ptihlédnutim k nizké cené se stavaji

imunochromatografické testy popularni i jako domaci ,,screening* [12].

V réamci provedeni testu nejsou nutné promyvaci kroky obvyklé u ELISA testt, coZ Setii
spotfebu reagencii 1 ¢as. Rychlé je také odezva. Vysledek je znam do nékolika minut,

a to je zasadni u akutnich stavi [31].

Existuje nespocet variant imunochromatografickych testl. I pfes diverzitu biologického

materialu je kazdy jednotlivy test vysoce specificky pouze pro stanovovany analyt.
1.9.2 Zapory imunochromatografickych test

Imunochromatografické testy jsou testy tzv. ,screeningové™ a predevsim kvalitativni.
Jejich ukolem je urcit pozitivni nebo negativni vysledek analyzy. V poslednich letech
jsou ale ¢im dal vétsi naroky na presnéjsi vysledky a kvalitativni vyhodnoceni neni vzdy
dostacujici. Nové&jsi generace testl umoziuji semikvantitativni nebo dokonce
kvantitativni stanoveni. Kvantitativni testy je nutné vyhodnocovat specidlnimi detektory.
Vyuziti detektorli s sebou ptinasi vyssi finanéni naroc¢nost, at’ uz zakoupenim detektorti

nebo proskolenim personalu. Zaroven se prodluzuje i doba analyzy. [33].
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DalSim nedostatkem je citlivost testu. Imunochromatograficke testy, které se vyhodnocuji
pouhym okem maji obvykle citlivost v ¥adech jednotek ng-mL™. Pro n&které analyty tato
citlivost neni dostatecnd. Jeji zvySeni ale opét obndsi zvySeni ceny a ztrdci moznost

vyhodnoceni pouhym okem [31].

Dalsi uskali nastava u vzorku, které nejsou kapalného skupenstvi. V tomto ptipadé pak
musi samotnému testovdni na imunochromatografickém prouzku predchazet

IS4

preanalyticka Gprava vzorku, ktera obnasi ptevod vzorku do kapalné faze.

U imunochromatografickych testii s kvantitativnim vyhodnoceni jsou vys$i naroky
na presnost davkovani vzorku. To je dal$i parametr, ktery omezuje pouziti takového testu
V terénu, analyza se piesouva do laboratofe do rukou odborné proskoleného persondlu

a ztraci tak hlavni vyhody imunochromatografickych testt [12].
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2  CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace byla pfiprava reagencii vhodnych pro sestaveni
imunochromatografického testu, konkrétné pro prikaz specifickych protilatek proti

Salmonella Enteritidis.

Dil¢imi tkoly byla i) ptiprava konjugatu, specifickych protildtek znacenych zlatymi
nanocasticemi; ii) ptiprava lyzatu bakterialnich bunék a biotinylace proteinové slozky
lyzatu, 111) ovéfeni funk¢nosti a reaktivity piipravenych reagencii pomoci komer¢nich
polyklonalnich anti-Salmonella protilatek a také pomoci séra infikovanych pacienti.
Soucasti prace bylo 1 provedeni analyz vybranymi komeréné dostupnymi testy
a zhodnoceni dosazenych vysledkii. Protokoly pro ptipravu reagencii zahrnovaly
optimalizaci krokt nutnych pro biotinylaci bunééného lyzatu bakterie Salmonella
Enteritidis a pro piipravu konjugatu slozeného z protilatek znafenych zlatymi

nanodasticemi.
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyza  vybranych  analyti = komer¢né  dostupnymi

imunochromatografickymi testy

V ramci osvojeni metody imunochromatografického testu, byly vyzkouseny vybrané
imunochromatografické testy vyuzivané v klinické praxi. Vétsina provedenych testii byla
zakoupena od firmy JK Trading a jsou od vyrobce Ulti med Products. Tyto testy jsou
urceny pro ordinace 1ékafd ptipadné pro laboratofe a jsou vyuzivany jako pomicka
v diagnostice. VSechny imunochromatografické testy byly dodany ve stejném baleni

a ve formé stejné plastové kazety (viz Obrazek 17).

Obrazek 17: Ukadzka jednotlivych casti imunochromatografického testu.

3.1.1 Vybrané piiklady imunochromatografickych testi pro stanoveni

vysokomolekularnich latek

Prikaz vysokomolekularnich latek je zalozen na principu, ktery byl popsan v kapitole

1.5.1. Jedna se o sendvicové usporadani. Popis vybranych testl je uveden nize.

Imunochromatograficky test pro priukaz lidského chorion gonadotropniho
hormonu (hCG)

Tento imunochromatograficky test patii mezi prvni na trhu a vyuZzivd se pro prikaz
téhotenstvi. Test je zaloZen na detekci chorion gonadotropniho hormonu v moc¢i ptipadné
v séru. Existuje n€kolik variant t€hotenskych testli. Prvni variantou je testovaci kazeta,

do které je nutné vzorek moci nakapat pfiloZenym kapatkem. Dal§i moznosti je samotny
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imunochromatograficky prouzek, ktery se do odebrané moc¢i na nékolik sekund ponofi.
A uzivatelsky nejpfivetivejsi je test v plastovém pouzdie, ktery se vlozi ptimo do proudu

moce.

Vsechny testy maji stejné usporadani. Test je sestaven tak, Ze jsou v testovaci zon¢
navazané specifické protilatky proti hCG, se kterymi vytvari imunokomplex hCG, pokud
je v moci ptitomny. V kontrolni zoné€ jsou navazany protilatky, které zachyti konjugat,
napfiklad krali¢i 1gG proti kozim protiladtkdm. Konjugat vazany v saci podloZce
pro konjugat je tvofen polyklondlnimi protilaitkami znacené nejCastéji Casticemi

koloidniho zlata.

Reakce je spusténa piidanim moce nebo séra do jamky pro vzorek. Kapalny vzorek poté
vzlina ptisobenim kapilarnich sil po prouzku, reaguje s konjugatem. A dale prochazi
testovaci a kontrolni zonou, kde miize reagovat s navazanymi molekulami a vytvaret
barevné linie, diky koloidnimu zlatu. Pozitivni vzorek ma barevné linie v testovaci
i kontrolni zon€. Negativni vzorek ma barevnou linii pouze v zon¢ kontrolni. Jak nazev
vypovida kontrolni linie slouzi jako kontrola spradvného provedeni testu. Pokud barevna

linie v kontrolni zon¢ chybi test neni platny a vysledek nelze odecitat.

Pted provedenim testu je nutné testovaci prouzek uchovavany v ledni¢ce vytemperovat
na pokojovou teplotu. A po vyjmuti z obalu pouzit do 1 hodiny. Poté se podle typu testu
aplikuje vzorek moci nebo séra a pozoruje se vytvoieni barevnych linii. Vysledek

se obvykle odecitd po 5 maximalné po 10 minutach.

C€ ce ce

hCG u/s

i

hCG U/S hCG u/s

(LI | IR L

Obrazek 18: Imunochromatograficky test pro pritkaz hCG v moci.
Zleva: nepouZzity test, pozitivni test, negativni test.
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Imunochromatograficky test pro prikaz streptokoka A ve faryngealnim stéru

Imunochromatograficky test pro prikaz streptokoka A slouzi jako ,screeningovy‘
ukazatel probihajici anginy. Vzorek je odebran z hrdla vytérovym tamponem.
Uspotadani testu je stejné jako u téhotenskych testd akorat v tomto testu jsou v testovaci

z6n¢ imobilizovany protilatky proti streptokoku A.

Provedeni testu je podobné jako u téhotenského testu vyse, jedinym rozdilem je pievedeni
vzorku z vytérového tamponu do kapalného vzorku. Pievedeni do kapalné faze probiha
ptiloZzenymi reagenciemi, jedna se o azid sodny a kyselinu octovou. Ponofenim tamponu
do téchto reagencii se antigen z vytérového tamponu uvolni do kapaliny a mize byt

na imunochromatografickém prouzku analyzovan.

Obrazek 19: Imunochromatograficky test pro pritkaz Streptokoka A ze stéru.
Zleva: nepouczity test, pozitivni test, negativni test.

Imunochromatograficky test pro prikaz chiipkovych antigend A, B

V nasofaryngealnim stéru

Imunochromatograficky test pro prikaz chiipkovych antigent slouzi ke kvalitativnimu
stanoveni chfipkového viru. Je zaloZen na detekci virovych nukleoproteini A a B.

V testovaci zoné€ jsou tedy navazané protilatky proti témto nukleoproteintim.

Vzorek je odebiran vatovym tamponem, z kterého jsou virové nukleoproteiny
extrahovany do pfilozeného extrakéniho pufru. Kapalny vzorek je pak aplikovan

na imunochromatograficky prouzek a analyzovan.
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Obrazek 20: Imunochromatograficky test pro pritkaz viru chiipky A, B ze stéru.
Zleva: nepouzity test, pozitivni test na nukleoprotein B, negativni test.

Imunochromatograficky test pro prikaz protilatek proti Borrelia burgdorferi v séru

Borrelia burgdorferi patii mezi spirochety a je puvodcem lymeské borelidzy.
Onemocnéni je diagnostikovano na zdkladé klinickych pfiznakl a stanoveni protilatek
proti Borrelia burgdorferi v séru. Protilatky se zacinaji tvofit 3 az 6 tydnt od nakazy
a tvoti se po dobu nékolika mésicti. V prvnich Sesti tydnem se tvoii protilatky tiidy IgM
od 8. tydne se zaCinaji tvofit 1 protilatky tfidy IgG. Tento test je vytvoien pro prikaz
protilatek proti Borrelia burgdorferi vsech tiid. V testovaci zoné je imobilizovan mix

nativnich a rekombinantnich antigent Borrelia burgdorferi.

Do jamky pro vzorek se davkuje 20 puL pacientského séra, po 30 sekundach se ptidaji
2 kapky prilozeného pufru. Vzorek vzlind na konjugatovou podlozku, kde reaguje
s konjugatem a dale pokracuje do testovaci zony. V piipadé pozitivniho vzorku
V testovaci zon¢ vznikne barevny prouzek, protoze protilatka ze séra s navdzanym
konjugatem reaguje s antigenem imobilizovanym v této oblasti. Vysledek testu

je odecitan po 10 maximalné po 20 minutach.
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Obrazek 21: Imunochromatograficky test pro pritkaz protilatek proti Borrelia
burgdorferi v séru. Zleva: nepouzity test, pozitivni test, negativni test.

3.1.2 Vybrané piiklady imunochromatografickych testi pro stanoveni

nizkomolekularnich latek

Prikaz nizkomolekularnich latek je zaloZzen na principu kompetitivni vazby. Popis

kompetitivniho uspotadani je v kapitole 1.5.2.
Imunochromatograficky test pro priikaz kotininu v moci

Kotinin je hlavni metabolit nikotinu. Nikotin i kotinin jsou rychle metabolizovany
a vylu¢ovany mo¢i. Vzhledem k tomu, Ze kotinin je v moci stabilngjsi, nez nikotin
je idealni marker pro prikaz uzivani nikotinu. Imunochromatograficky test na prikaz
kotininu v mo¢i tedy informuje o tom, zda pacient v poslednich dnech koufil nebo

pouzival ndhrazky koufeni nikotin obsahujici.

V testovaci zon¢ imunochromatografického prouzku je imobilizovan kotinin. Konjugat
je tvofen mySimi monoklondlnimi protilaitkami proti kotininu a detekénimi
nanocasticemi. V kontrolni zoéné jsou vazany kozi protilatky proti mySim IgG

z konjugatu.

Test je pozitivni v pfipadé, Ze se ve vzorku nachazi kotinin v koncentraci vyssi
200 ng-mL?.  Vzhledem ke kompetitivnimi uspotadéni u pozitivniho vzorku vznika
barevna linie pouze v kontrolni zoné. V ptipadé negativniho vzorku se objevi barevné

linie dv¢, v kontrolni i testovaci zoné.
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Obrazek 22: Imunochromatograficky test pro pritkaz kotininu v moci.
Zleva: nepouczity test, pozitivni test, negativni test.

Imunochromatograficky test pro prikaz Etyl-p-D-Glukuronidu v mo¢i

Etylglukuronid (ETG) je metabolit etylalkoholu. Tento metabolit se vytvaii
po konzumaci alkoholickych napoji a je detekovatelny v moci jesté 80 hodin po poZziti.

ETG je vyuzivan jako idealni ukazatel poziti alkoholu.

Imunochromatograficky prouzek je sestaven tak, Ze testovaci zona obsahuje ETG
navazany na protein. Na konjugatové podlozce je imobilizovan konjugat, ktery je tvofen
mysimi monoklondlnimi protilatkami proti ETG a detek¢nimi nanocasticemi. V kontrolni

zon¢ jsou vazany kozi protilatky proti mysim IgG z konjugatu.

Jednu linii, a to v kontrolni zonég, tedy pozitivni vysledek testu nalezneme v piipad¢,
7e se ve vzorku nachazi ETG v koncentraci vy$si 500 ng-mL™?. Pfi niz$i koncentraci ETG

je test negativni a objevi se dvé barevné linie.

Obrazek 23: Imunochromatograficky test pro pritkaz ETG v moci.
Zleva: nepouZzity test, pozitivni test, negativni test.
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Imunochromatograficky test pro prikaz drog v moci

Imunochromatografické testy jsou vyrabény bud jako klasické, monoplexni,
imunochromatografické testy pro prukaz jedné drogy. Nebo existuji multiplexni testy,

které umoziuji prikaz hned n¢kolika drog na jedné testovaci kazete¢.

Provedeni testu je u monoplexnich i multiplexnich testti stejny, jen u multiplexnich je
nékolik testovacich zon. V kazdé testovaci zon€ je imobilizovana protilatka proti jiné
droze. Kazdy test také obsahuje konjugat se specifitou k hledané droze. V kontrolni zoné
nalezneme sekundarni protilatky proti konjugatu. Pozitivni vzorky, které obsahuji drogu
nebo drogy Vv hodnoté vyssi, nez je hodnota ,cut-off pro danou drogu, nevytvoii
barevnou linii v testovaci zon¢. Pokud se droga ve vzorku nachdzi v mnozstvi pod danou
,cut-off hodnotu, objevi se barevna linie také Vv testovaci zon€, coz znaci negativitu.

Multiplexni imunochromatograficky test pro prikaz drog je zobrazen na Obrazku 24.

Obrazek 24: Multidrogovy imunochromatograficky test.
Zleva: test na vSechny drogy negativni; test pozitivni na BZO.
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3.2 Laboratorni pristroje a vybaveni

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Go6ttingen, Némecko)
aparatura pro elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA USA)

automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko), r = 6,1cm
fotografovaci stanice ChemiDoc™ XRS+ System s Image Lab™ softwarem
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

inkubator Memmert INE 400 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)
koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
orbitalni ttepacka Multi-functional Orbital Shaker PSU-20i (Biosan SIA, Riga,
Lotyssko)

pH metr model Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
piedvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

rotator RS-24 (Biosan, Riga, LotySsko)

spektrofotometr Nano-MD UV-Vis Bio Spectrophotometer s nastavcem NanoStick-
D (SCINCO Co. Ltd., Seoul, Korea)

stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Spicky GeLoader 20ul (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

topné hnizdo Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)

trepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

ultrazvuk Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

zdroj napéti Powerpac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

blotovaci membrana Immun-Blot® PVDF membrane, porozita 0,2 pm (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

membranova vakuova pumpa a kompresor model 22AN (KNF Neuberger,
INC., Trenton, NJ, USA)
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dot-blot zatizeni pro aplikaci vzorki 96-Well Dot-Blot Hybridisation Manifold
(Scie-Plas Ltd., Cambridge, Velka Britanie)

Petriho ¢tvercové délené desticky (100 mm) Sterillin (Sterilin Limited, Cambridge,
Velka Britanie)

Petriho misky kulaté (50 mm) Sterillin (Sterilin Limited, Cambridge, Velka Britanie)
potravinova folie Saran (Dow Chemical Company, Midland, MI, USA)
spektrofotometr LabSystems Multiskan RC (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

ttepacka PMS-1000i Microplate Shaker (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)
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3.3 Seznam chemikalii, reagencii a biologickych materialu

Chemikalie a reagencie

- 2-(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 2x Laemmli vzorkovy pufr (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- amoniak (Lach:ner, Neratovice, CR)

- anti-lidské 1gG kraliciho ptivodu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- biotin hydrazid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- NHS-D-biotin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Bio-Safe Coomassie G-250 Stain (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

- citran sodny (Penta, Chrudim, CR)

- dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2POg; Penta, Chrudim, CR)

- dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Neratovice, CR)

- dusi¢nan stéibrny (Penta, Chrudim, CR)

- EDAC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- etanol (Lachema, Neratovice, CR)

- etanolamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- etylenglykol (Lachema, Neratovice, CR)

- fosfore¢nan sodny (NasPOs; Penta, Chrudim, CR)

- glutaraldehyd 50% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Penta, Chrudim, CR)

- hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

- Chlorid sodny (NaCl; Lach:ner, Neratovice, CR)

- 1gG z lidského séra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- jodistan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- koloidni zlato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- konjugat — anti-lidské 1gG (cela molekula) — HRP, protilatky koziho pivodu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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konjugat — anti-mysi 1gG (celd molekula) — HRP, protilatky koziho pivodu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

konjugat — anti-krali¢i 1gG (cela molekula) — HRP, protilatky koziho puvodu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina citronova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina octova 99% (Lach:ner, Neratovice, CR)

MES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

metanol (Lach:ner, Neratovice, CR)

Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

monoklonalni anti — Salmonella IgG (My BioSource, San Diego, CA, USA)

N, N, N, N-tetrametylenetylendiamin (TEMED; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

N, N’-metylenbisakrylamid 98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

octan sodny (Penta, Chrudim, CR)

Opti-4CN™ Substrate Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

pacientské sérum pozitivni na anti- Salmonella IgG (InterImun, Pardubice, CR)
persiran amonny (Lachema, Neratovice, CR)

polyklonalni anti-Salmonella 1gG (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa) Precision Plus Protein Unstained
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA

sulfo-NHS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

streptavidin ptivodem z Streptomyces avidinii (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tris-(2-karboxyetyl)fosfin (T-CEP) (Life Technologies, USA)
tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

zlaté nanocastice modifikované PEGem (Orion High Technologies, Madrid, ESP)
Zlaté nanocastice modifikované kyselinou propionovou (Orion High Technologies,

Madrid, ESP)

60



Specialni biologické materialy

- bunéény lyzat Salmonella Enteritidis — vytvofeny ze vzorku stéru pozitivniho
na Salmonella Enteritidis, vzorek byl poskytnut od pacienta, ktery podepsal
informovany souhlas (Fakultni nemocnice Hradec Kralové, CR)

- pacientské sérum S pozitivnimi anti-Salmonella 19G, vzorek byl poskytnut
od pacienta, ktery podepsal informovany souhlas (Fakultni nemocnice Hradec
Kralové, CR)

- pacientské sérum s pozitivnimi Ig proti Borrelia burgdorferi — vzorek
od dobrovolného dérce (Univerzita Pardubice, CR)

- mo¢ pozitivni na hCG — vzorek od dobrovolného darce (Univerzita Pardubice, CR)

- pozitivni kontroly u prikazu streptokoka A a antigent chiipky byly soucasti
testovaciho soupravy

- mo¢ pozitivni na BZO a THC — vzorek byl poskytnut od pacienta, ktery podepsal
informovany souhlas (Nemocnice Havli¢kiv Brod, CR)

- mo¢ pozitivni na kotinin a ETG — vzorek od dobrovolného darce (Univerzita

Pardubice, CR)
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3.4 Metodicka ¢ast
3.4.1 SDS-PAGE elektroforéza

Roztoky

- Roztok A: 30% smés akrylamidu a N,N"-methylenbisakrylamidu
- Roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

- Roztok C: 1 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

- Roztok D: 10% roztok SDS (dodecylsulfat sodny)

- Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

- TEMED

- Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS

- Laemliho vzorkovy pufr

Postup

V prvnim kroku jsou piipraveny gely pro elektroforetickou separaci. Gely se tvofi nalitim
roztoku pro polyakrylamidovy gel mezi ptipravena sklicka. Sklicka musi byt oc¢iSténa
lihem a umisténa do drzaku, tak aby drZela u sebe a vytvofila mezi sebou mezeru
0,75 mm. Drzék se sklicky je umistén do stojanu, kde probihd naliti a nasledna

polymerace gelu.

Mezi sklicka se aplikuje nejprve smés pro délici gel a poté smés pro zaostiovaci gel.
10% délici gel se pfipravi smichdnim destilované vody a jednotlivych roztoki v potadi
a objemech, které jsou uvedené v Tabulce 3. Naposledy je vzdy pfidavan roztok E
a TEMED, které zahajuji polymeraci. Takto ptipraveny roztok se davkuje pipetou mezi
pfipravena sklicka ve stojanu a pievrstvi se destilovanou vodou. Polymerace trva

20 — 30 minut.

Po dokonceni polymerace se destilovand voda odsaje filtraénim papirem a ptida se smés
pro 5% zaostfovaci gel, ktery je pfipraven obdobné jako gel délici. Piesné roztoky
pro ptipravu zaostfovaci gelu a jejich objemy jsou v Tabulce 4. Vytvofena smés
je davkovana pipetou na délici gel a vlozi se do n¢j hiebinek, ktery vytvoti 10 jamek. Gel

polymeruje asi 15 minut.

Po zpolymerovani zaostiovaciho gelu je hiebinek vyjmut. Vytvorené gely mezi sklicky

jsou preneseny z drzdku do elektroforetické vany. V elektroforetické vané jsou sklicka
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s gely umisténa do stojanu s elektrodami a zalita elektrodovym pufrem. VSechny jamky

jsou pipetou proplachnuty elektrodovym pufrem. Poté je mozné aplikovat vzorky.

Tabulka 4: Objemy roztokii pro vytvoreni gelu na elektroforetickou separaci.

10% délici gel [uL] 5% zaostiovaci gel [uL]

destilovana voda 2000 1400
roztok A 1650 330
roztok B 1250 -
roztok C - 250
roztok D 50 20
roztok E 50 20
TEMED 2 2

Vzorky jsou fedéné Laemliho vzorkovym pufrem v poméru 1 : 1 a nasledné umistény
do topného hnizda, kde se vaii 3 minuty pii 100 °C. Nasledné jsou vzorky aplikovany
Hamiltonovou mikrostiikackou do jednotlivych jamek, a sice 15 pL vzorku do kazdé
jamky.

Samotna elektroforeticka separace probiha po ptipojeni elektroforetické vany ke zdroji.
Na zdroji se nastavi konstantni napéti 180 V, proud podle poctu gelt, piicemz na 1 gel

je potieba proud 30 mA a doba separace. Separace probiha asi 50 minut.
Po elektroforetické separaci je gel vyjmut a vizualizovan barvenim.
Barveni gelu Coomassie Brilliant Blue

Roztoky

- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol
- Bio-Safe Coomassie G-250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Postup

Po probéhlé elektroforetické separaci a vyjmuti gelu z aparatury, je gel vloZzen do Petriho
misky a fixovdn po dobu 30 minut ve fixaénim roztoku. Poté je nutné gel znovu
rehydratovat, a to po dobu 30 minut v destilované vodé. Nasledné je na gel nalit barvici

roztok Bio-Safe Coomassie. Jeden gel je nutné barvit asi ve 30 mL barviciho roztoku,
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tak aby byl v roztoku ponofeny. Barveni probiha 1 hodinu, na tfepacce, v digestofi.
Po obarveni je nutné odbarvit pozadi gelu. Odbarveni probihd v destilované vodé

1 — 2 hodiny, dokud neni pozadi dostatecné odbarvené.
Barveni gelu dusi¢nanem stfibrnym
Roztoky

- Fixacni roztok: 5% kyselina octova + 50% etanol

10% roztok glutaraldehydu

Roztok amoniakalniho stfibra

e Roztok je nutné pfipravit tésné pied pouzitim. Nejprve se do 10 mL
destilované vody ptida 700 puL vodného roztoku amoniaku a 119,5 uL
9 M hydroxidu sodného. Tato smés je nasledn¢ titrovana 20% vodny
roztok dusi¢nanu sttibrného do vzniku svétle hnédého zakalu. Nakonec je
roztok dopInén do 50 mL destilovanou vodou.

- Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova + 0,04% formaldehyd

Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

Postup

Po prob¢hlé elektroforetické separaci a vyjmuti gelu z aparatury, je gel vlozen do Petriho
misky a proplachnut destilovanou vodou. Pot¢é je gel fixovan po dobu 30 minut nebo ptes
noc pii 4 °C. Po fixaci se musi gel rehydratovat v destilované vodé po dobu 30 minut.
K rehydratovanému gelu se ptida roztok 10% glutaraldehydu a inkubuje se 30 minut
na tiepacce. Dale je gel promyvén destilovanou vodou 6x10 minut. Nésleduje piidani
roztoku amoniakalniho stiibra, pfiblizné 25 mL na jeden gel. V tomto roztoku je gel
inkubovan 12 minut. V dalS$im kroku je gel rychle promyt destilovanou vodou a zalit
vyvolavacim roztokem, ve kterém je ponechan, dokud se nezobrazi marker v pozadované
intenzité. Nakonec je gel ponofen do ustalovaciho roztoku, v kterém je mozné gel

skladovat v lednici.
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3.4.2 Dot-Blot analyzy reaktivity parovych biomolekul
Roztoky

- PBS-T pufrpH 7,4
e Pufr se ptipravi rozpusténim 2,9 g NaoHPOg4, 0,2 g KH2 PO4,0,8 g NaCl,
0,2 g KCI v 1 litru destilované vody. Dale se ptida 0,05% Tween 20
a upravi se pH na pozadovanou hodnotu 7,4.
- Blokovaci roztok: 5% BSA v PBS-T
- Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T

Postup

Nejprve je sestrojena aparatura pro Dot-Blot analyzu - 96-Well Dot-Blot Hybridisation
Manifold, ktera je pfipojena na vakuovou pumpu. V dalsim kroku je ekvilibrovana PVDF
membrana, a to ponofenim do 100% metanolu na 3 minuty. Ekvilibrovand membrana
je ptenesena na Dot-Blot aparaturu, ptiklopena vrchni aparatury casti s jamkami
a zajiSténa Srouby. Po zajisténi membrany je spusténa vakuova pumpa. Poté je membrana
ekvilibrovana PBS-T pufrem pH 7,4, a to multikanalovou pipetou, kterou je do kazdé
jamky aplikovano 100 puL pufru. Cela membrana je takto promyta 2x. Nasleduje aplikace
jednotlivych vzorkd. Vzorky jsou pipetovany do danych jamek v objemu 100 pL. Poté,
co jsou vSechny vzorky nasdklé do membrany, je nutné jednotlivé jamky jesté¢ jednou
promyt PBS-T pufrem. Po odsati veskerého pufru je aparatura, za stalého chodu vakuové
pumpy, rozebrdna a membrana pinzetou pienesena na potravinovou folii,

kde se za laboratorni teploty susi.

Suchd membréana je ptenesena do Petriho misky a zalita bloka¢nim roztokem. Blokace
probihda 1 hodinu na tfepacce, za laboratorni teploty. Mnozstvi bloka¢niho roztoku
je zavislé na velikosti Petriho misky. Po blokaci je membrana 3x rychle promyta PBS-T
pufrem a nasledn¢ inkubovana s primarni protilatkou 1 hodinu na tfepacce, za laboratorni
teploty. Po inkubaci nastava dal$i promyvaci krok, kdy je membrana promyta PBS-T
pufrem nejprve 3x rychle a poté 3x v péti minutovych intervalech. Daéle je pfidan
konjugat, s kterym je memranu inkubovana opét 1 hodinu na tfepacce, za laboratorni
teploty. Po dokonceni inkubace je membrana promyta PBS-T pufrem stejné jako
Vv ptfedchozim promyvacim kroku, tedy 3x rychle a 3x v péti minutovych intervalech.

Pokud konjugat obsahuje detekéni znacky jako naptiklad zlaté nanocastice, vysledek lze
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vyhodnotit okamzité. V ptipad¢ detekce enzymem napi. kienovou peroxidazou je jesté

nutné pridat substratovy roztok.
Kolorimetricka detekce Opti-4CN Substrate Kit

Opti-4CN Substrate Kit se sklada z dvou reagencii: Opti-4CN diluent concentrate
a Opti-4CN substrate. Substratovy roztok je piipraven smichanim fediciho roztoku
a substratu. Redici roztok se piipravi z 1 dilu Opti-4CN diluent concentrate a9 dila
destilované vody. K takto vytvofenému roztoku je piidan Opti-4CN substrate v poméru
200 pL na 10 mL fediciho roztoku.

Substratovy roztok je nalit na promytou membranu a inkubovan 5 - 30 minut, dokud
nedojde k pozadované intenzité zbarveni. Nakonec je membrana promyta destilovanou

vodou.
3.4.3 1zolace IgG ze séra

Material a chemikalie

- Mikrokolona s Affi-gel protein A — kapacita 8 — 10 mg IgG/ mL nosice (agaroza)

- Magneticka makroporézni perlova celuléza — protein A kapacita 1,5 — 3 mg IgG/
mL nosice

- 0,1M PBS o0 pH 7,5 — ekvilibra¢ni pufr

- 0,1M glycinovy pufr o pH 2,8 — elu¢ni pufr

- 0,1M tris-HCI pufr o pH 9,5

- 0,1M kyselina citronova o pH 3 — regeneracni pufr

- lidské sérum

Postup
Izolace IgG ze séra afinitni chromatografii na mikrokoloné s Affi-gel protein A

Prvnim krokem je ekvilibrace kolony postupnym ptidavanim 10 mL 0,1M PBS o pH 7,5.
Poté je nanesen 1 mL vzorku odsoleného séra a nastava samotnd izolace. Pfi zatazeni séra
do kolony je odebirana vazebna frakce a dale je kolona promyta 6 x 1mL PBS. Promytim
jsou odstranény ostatni proteiny a na koloné€ zlstavaji nasorbované pouze pozadované
1gG. 1gG se z kolony eluuji postupnym piidavanim 10 mL 0,1M glycinového pufru
0 pH 2,8. Jednotlivé elucni frakce se jimaji do mikrozkumavek po 0,5 mL (6x) a nasledné

po 1 mL (7x). Do kazdé mikrozkumavky s jednotlivou frakci se pfida 25 pL/0,5mL
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0,1M tris-HCI pufru o pH 9,5. Po izolaci je kolona regenerovana 5 mL 0,1M kyseliny

citronové o pH 3 a nakonec pieveden zpét do PBS, v kterém se skladuje.

Izolace IgG ze séra na magnetickych casticich s imobilizovanych proteinem A

Pted izolaci je odebrano 0,5 mL magnetického nosice, ktery je ekvilibrovan 8 x 1 mL
0,1 M PBS o pH 7,5. Poté je pfidano 0,5 mL ziedéného séra 1 : 1 v PBS a probiha
inkubace na rotatoru po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci je odebrana
vazebna frakce a nosi¢ je promyt 5 X 1 mL PBS. Dalsim krokem je jiz eluce
nasorbovaného IgG, ato 5x 0,5 mL 0,1M glycinového pufru o pH 2,8. Po kazdé vyméné
glycinového pufru probihd tfi minutova inkubace na rotatoru, za laboratorni teploty,
jednotlivé frakce se odebiraji a ke kazdé frakci se ptida 25 uL./0,5 mL 0,1M tris-HClI pufru
o0 pH 9,5. Po izolaci je kolona regenerovana 5 mL 0,1M kyseliny citronové o pH 3

a nakonec preveden zpét do PBS, v kterém se skladuje.

3.4.4 Priprava konjugatu AuNPs-1gG
Roztoky a chemikalie

- Destilovana voda

- 0,05% Tween 20

- Zasobni roztok 0,5 mg EDAC ve 50 uL destilované vody

- Funkcionalizované zlaté nano¢astice — karboxylované PEG, 20nm, 1 mg-mL™*

- Anti-lidské IgG krali¢iho ptivodu v deionizované vodé o koncentraci 1 mg-mL™?
Postup

Ke 40 pg zlatych nanocastic je pridano 0,5 mg EDAC v 50 uL roztoku destilované vody.
Smés je fadné promichana a nasledné inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté,
za svétla. Nasledné¢ je smés stocena na centrifuze pti 5000 rpm po dobu 15 minut. Tim
zlaté nanocastice klesnou na dno a supernatant Snadbytkem EDAC je odstranén.
Nasleduje promyvaci krok — ksedimentu zlatych nanocastici je pfidano 100 pL
destilované vody, smés je promichana a opét sto¢ena pii 5000 rpm po dobu 15 minut.
Supernatant je opét odstranén. Nasledné je pfidano 200 pL destilované vody s 0,05%
Tweenem 20. K takto zfedénym zlatym nanocasticim je pfidano 10 pg anti-lidskych IgG
krali¢iho pivodu v 10 pL destilované vody. Smés je inkubovana 3 hodiny, na rotatoru pfi

laboratorni teploty, za svétla.
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3.4.5 Priprava bunééného lyzatu Salmonella Enteritidis

Kolonie Salmonella Enteritidis se klickou pienesou do zkumavky s 15 mL peptonové
vody. Smés je promichana na vortexu. Nasledné je zkumavka umisténa do autoklavu
na 20 minut pii teploté 121 °C. Poté je nutné ovéfit viabilitu bunék vyockovanim
na pomnozovaci pidu a inkubaci po dobu 24 h v termostatu pii 37 °C. Po ovéfeni, ze
buiiky Salmonelly nejsou zivotaschopné je lyzat stocen na centrifuze pii 3000 rpm 10

minut. Supernatant je odebran k dalsi praci.

3.4.6 Stanoveni celkového mnoZstvi proteinu v lyzatu Salmonella Enteritidis
BCA testem

Material a chemikalie:

- Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

- Lyzat Salmonella Enteritidis ve fosfatovém pufru pH 7,2 koncentrace 1 mg-mL™*

- fostatovy pufr pH 7,2

- roztok BSA o koncentraci 2 mg-mL™*

Princip

BCA test vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA) jako detekcni ¢inidlo pro
méd'né ionty. Médné ionty vznikaji redukci méd’natych iontli pii reakci proteinu
s ¢inidlem obsahujici CuSOg4 Vv alkalickém prostfedi. Vzniklé méd'né ionty déle reaguji
s BCA za vzniku fialového komplexu. Vyhodnocené probiha spektrofotometricky pii
562 nm.

Postup

K vyhodnoceni mnozstvi proteinu v lyzatu Salmonella Enteritidis je nutné piipravit
kalibra¢ni fadu standardi BSA. Standardy se pfipravi do zkumavek smichdnim
jednotlivych mnozstvi zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA)

a fosfatového pufru podle Tabulky 5.
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Tabulka 5: Ddvkovani fosfatového pufru a zasobniho roztoku BSA pro vytvoreni
standardnich roztokii o dané koncentraci v BCA testu.

Fosfatovy pufr Zasobni roztok BSA o Vysledna koncentrace
pH 7,2 [uL] koncentraci 2 mg-mL™* [uL] standardd [pug-mL™]

A 900 100 200

B 980 20 40

C 990 10 20

D 995 5 10

E 9975 2,5 5

F 9985 1,5 2,5

G 9995 0,5 1

H 999,8 0,2 0,5

I 1000 0 0

Dale se pripravi desitkova fedici fada lyzatu, a to fedéni 1x, 10x, 100x, 1000x a 10 000x.
Do prvni zkumavky se napipetuje 1000 pL lyzatu, do vSech ostatnich 900 pL fosfatového
pufru. Redici fada je vytvoiena tak, Ze se postupné pienasi 100 uL z prvni zkumavky
do druhé, z druhé do tieti atd. Timto zptisobem je kazda dal$i zkumavka vzdy 10x

zfedéna.

Déle je nutné si piipravit pracovni roztok. Pracovni roztok se piipravi smichanim
jednotlivych reagencii, které testovaci souprava obsahuje. Pomér michani reagencii A, B

aCje25:24: 1.

Takto pfipravené standardy a vzorky jsou napipetovany v doubletu do mikrotitraéni
desticky. Do kazdé jamky se pipetuje 150 pL standardu nebo vzorku. Déle je do kazdé
jamky ptidano 150 pL pracovniho roztoku. Desticka se lehkym tfepanim promicha
a inkubuje pfi 37 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci je mikrotitraéni desticka
spektrofotometricky prométena pii 562 nm. Ziskané absorbance stadardll jsou vyneseny
do kalibra¢ni kiivky v zavislosti na koncentraci. Podle rovnice kalibra¢ni kiivky

a absorbanci vzorku se urc¢i celkové mnozstvi proteinti v lyzatu.
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3.4.7 Biotinylace lyzatu
Roztoky a chemikalie

- 0,05M uhli¢itanovy pufr o pH 9
- Roztok NHS-D-biotin v DMSO
- Lyzat Salmonella Enteritidis v peptonové vodé o koncentraci 3,3 mg-mL™*

Postup

330 uL bunéného lyzatu Salmonella Enteritidis v peptonové vodé€, coz odpovida 1 mg
proteint, bylo zftedéno 660 uL 0,05 M uhli¢itanového pufru o pH 9. K takto ziedénému
lyzatu se ptida 1 mg NHS-D-biotinu ¢erstvé rozpusténého ve 100 uL. DMSO. Cela smés

o je inkubovana na rotatoru po dobu 2 hodin, pii laboratorni teploté, za piistupu svétla.
3.4.7.1 Ovéreni biotinylace lyzatu na magnetickém nosici se streptavidinem
Postup

Do 1,5 mL zkumavky se odebere 100 uL, coz odpovida 1mg, magnetickych castic
SIMAG-Streptavidin. Castice musi byt ekvilibrovany 0,1M fosfatovym pufrem o pH 8
s 0,15 M NaCl, a to tak, ze se k magnetickym casticim ptida 1 mL fosfdtového pufru,
smes se zamicha a nasledné je zkumavka umisténa do magnetického separatoru.
Magneticky separator pritahne magnetické ¢astice ke stén¢ zkumavky a zbyly supernatant

je mozné odsat pipetou do odpadu. Tento postup je opakovan 3x.

Po tfetim promyti se k magnetickym casticim ptidd 150 pL vzorku nabiotinylovaného
lyzatu a celd smés se nechd inkubovat na rotatoru pifi laboratorni teploté, po dobu
15 minut. B¢hem inkubace je veskery biotin vychytdn vazbou na streptavidin
na magnetické cCastice. V supernatantu zbydou pouze ty proteiny, které nejsou

nabiotinylované. Supernatant je po inkubaci odebran k analyze na SDS elektroforéze.
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Navrhovana schémata pro vytvoreni vlastniho

imunochromatografického testu

V ramci piipravy vlastniho imunochromatografického testu byly navrhnuty tfi navrhy
usporadani. Jednotlivd schémata usporadani jsou zobrazena nize. V ramci diplomové

prace byly pfipraveny reagencie, které¢ 1ze vyuzit pro vSechny nize zminéné varianty.

Prvni navrh

vzorek testovaci zoea kontrolni #oma

pozitivai vzorek

A ... antigen Saimonella Enteritidis fixovany v testovaci zoné
Y .. anti-Salmonella IgG ve vzorku pacientského séra

X‘ .. konjugdt se specifitou ke stanovovanym protilatkam
...protilatky se specifitou ke konjugatu fixované v kontrolni zoné

Obrazek 25: Prvni ndavrh usporadani imunochromatografického testu.
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Druhy navrh

testovaci zona kontrolni zoma

pozitival veorek

...biotinylovany antigen Salmonella Enteritidis

.. anti-Salmonella IgG ve vzorkuo pacientského séra
.. konjugat se specifitou ke stanovovanym protilatkam

%< pc

...mix protilatek prott myEim, kralidim a kozim protilatkam

@

...streptavidin fixovany v testovaci zoné

Obrdzek 26: Druhy navrh uspotfadani imunochromatografického testu.
Treti navrh

testovach 2ona kontrolni zona

pozitivii vzorek

d .. biotinylovany antigen Salmonella Enterstidis fixovany v testovaci zéné vazbou biotin-
streptavidin
Y ... anti-Salmonella IsG ve vzorku pacientského séra

x ___komjugat se specifitou ke stanovovanym protilatkam

' ...mix protilatek proti my$im, krali¢im a kozim protilatkim

Obrazek 27: Treti navrh usporadani imunochromatografického testu.
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4.2 Izolace IgG ze séra

V ramci pripravy funkéni sestavy imunochromatografického testu bylo nutné zaméfit
se na dil¢i kroky, jakymi je izolace imunoglobulinu G (IgG), jeho konjugace se zlatymi
nanocasticemi (viz kapitola 4.2 a 4.3), dale ptiprava antigenu (bakteridlni lyzat

po biotinylaci) pro vychytavani specifickych pacientskych protilatek (viz kapitola 4.4).

Pro ptipravu konjugatu lze vyuzit komeréné dostupné sérové polyklonalni IgG napf.
od Sigma-Aldrich nebo protilatky purifikovat ze séra. Z tohoto dtivodu byl v diplomové
praci zatazen krok izolace IgG ze séra. 1zolace I1gG je nejCastéji provadéna proteinem A.
Jedna z moznosti je imobilizace proteinu A na nosi¢ v mikrokolonce, pak se jedna
0 metodu afinitni chromatografie. Nebo Ize vyuzit magnetické ¢astice s imobilizovanym
proteinem A, v tom piipadé hovofime o magnetické separaci. Oba postupy jsou popsany
v kapitole 3.4.3.

Ziskané vazebné a elucni frakce byly analyzovany metodou SDS-PAGE eclektroforézy.

Gel byl po elektoroforetické separaci obarven Coomassie Brilliant Blue (viz Obrazek 28).

MM — marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

1 - pivodni sérum 1 : 50

250 kDa ) .
150 kDa 2 —vazebna frakce séra na kelonu 1 : 50
100 kDa 3 - vazebna frakce séra na mag. éastice 1: 50
76 kDa 4 —1. eluce po vazbé na kolonu 1: 10
50 kDa 5—2. eluce po vazbé kolonu 1: 10
37 kDa 6 — 1. eluce po vazbé na mag. Eastice
T - 2. eluce po vazbé mag. castice
8 — 3. eluce po vazbé na mag. Eastice
25 kDa

™ albumin

Obrazek 28: Ovéreni ucinnosti izolace 1gG ze séra metodou SDS-PAGE elektroforézy
(10% gel). Barveni gelu Coomassie Brilliant Blue.

Vysledek SDS-PAGE elektroforézy ukazuje vysokou ucinnost izolace IgG, at’ metodou
afinitni chromatografie (viz Obrazek 28, jamka 4-5) nebo magnetickou separaci
(viz Obrazek 28, jamka 6-8). Jak je zfejmé z gelu, izolované IgG jsou vysoké Cistoty
a kvality, nerozpadaji se a jsou vhodné k dalsimu pouziti. Abundantni albumin byl

ucinné odstranén.
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4.3 Priprava konjugatu AuNPs-19G

Pro imunochromatograficky test je konjugat stézejni. Jeho hlavnim ukolem je detekce
stanovovaného analytu. Konjugat je nejcastéji specificka protilatka tridy IgG
S kovalentné navazanou detekéni znackou. Tato znacka umoziuje vyhodnoceni
imunochromatografického testu. Konjugat pro nami navrzeny imunochromatograficky
test byl slozen zimunoglobulinu namifeného proti lidskym imunoglobulinim G
(anti- lidsky 1gG) a vazanymi zlatymi nanoc¢asticemi (AuNPs). K dispozici je mnoho typt
AUNPs, které jsou nabizeny na trhu a jsou vhodné pro vazbu na 1gG. V ramci této
diplomové prace byly ovéfeny tii z nich. Nejprve byl ptipravovan konjugat IgG
s nanogasticemi koloidniho nemodifikovaného zlata (Sigma-Aldrich), poté se zlatymi
nanocasticemi modifikovanymi PEG (AuNPs-PEG, Orion High Technologies)
nebo se zlatymi nanocasticemi modifikovanymi kyselinou propionovou
(AuNPs- CH3CH2COOH, Orion High Technologies). Posledni 2 typy nanocastic
obsahuji stejnou karboxylovou skupinu vhodnou pro vazbu, v nasledujicim textu budou

spole¢né oznaCovany jako AUNPs-COOH.
Konjugace IgG ¢asticemi koloidniho zlata

Pii konjugaci IgG nanocasticemi koloidniho zlata bylo nutné nejprve rozvolnit
disulfidické vazby mezi cysteiny L a H fetézct v molekule 19gG. Podle protokolu pro
konjugaci IgG koloidnim zlatem zavedeného v laboratofi bylo rozvolnéni provadéno
pomoci chemikalie T-CEP. Rozvolnéni spoc¢ivalo ve smichani 10 uL. vodného roztoku
IgG obsahujiciho 10 ug 19G s 2,6 mg T-CEP v 90 uL destilované vody. Tato smés byla
inkubovana v termostatu pii 37 °C po dobu 45 minut, bez ptistupu svétla. Po inkubaci
byly pfidany nanocastice koloidniho zlata v poméru 2 : 1 k IgG, coz odpovida 348 uL
nanocastic koloidniho zlata o velikosti 10 nm v citratovém pufru. Nasledovala inkubace
na rotatoru pii 4 °C pies noc. Nanocastice koloidniho zlata byly navazany na volné -SH
skupiny, vzniklé rozvolnénim disulfidickych mustki IgG. Po inkubaci byla smés sto¢ena
na centrifuze pii 8000 rpm po dobu 10 minut. Centrifugaci klesne na dno volné koloidni

zlato a v supernatantu zustane jiz samotny konjugat.

Po ovéfeni takto pripraveného konjugatu na SDS-PAGE elektroforéze byl zietelny rozpad
IgG na lehké (25 kDa) a tézké fetézce (50 kDa) viz Obrazek 29 jamka 5. I ptes opakované
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experimenty, dochazelo stale k rozpadu 1gG, proto jsme v ramci dalSich experiment(

pouzili ke konjugaci IgG AuNPs modifikované karboxylovou skupinou.

- e +) - 1 - pivodni IgG, 1 ug
250 kDa j vt 2 - AuNPs-PEG-IgG pred odsolenim,1 pg
150 kDa i
100 kDa — 3 - AuNPs-PEG-IgG po odsoleni, 1 pg
75 kDa '_:3 L MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
50 kDa : -~ 4 - plvodni IgG, 1 pg
; 5 - koloidni AuNPs-IgG, 1
37 kDa ; 9%, 119
25 kDa -—
20 kDa PRECICS

Obrazek 29: Overeni konjugace 19G zlatymi nanocdsticemi modifikovanymi PEG a
koloidnimi zlatymi nanocasticemi metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni
gelu dusicnanem stribrnym.

Konjugace 1gG modifikovanymi zlatymi nanocasticemi typu AUNPs-COOH

AuNPs, které jsou modifikovany kyselinou propionovou nebo PEG maji na svém povrchu
volné karboxylové skupiny (-COOH). Volné karboxylové skupiny jsou pii konjugaci
aktivovany karbodiimidy jako napi. EDAC, DCC nebo DIC. Mezi dalsi aktiva¢ni ¢inidla
patii naptiklad NHS nebo sulfo-NHS. Tato aktiva¢ni ¢inidla umozni reakci -COOH

s aminoskupinou imobilizované IgG, tak jak uvadi Hermanson a kol. [70] ve své knize.

Podle mirn¢ modifikovaného konjuga¢niho protokolu byl konjugat AuNPs-COOH-1gG
ptipravovan nasledujicim zptisobem. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 10 ug 19G
ve 110 uL 0,1 M PBS o pH 7,5. Dale bylo ptidano 10 pL Cerstvé rozpusténého EDAC
0 koncentraci 15 mg-mL™ a 10 pL &erstvé rozpusténého sulfo-NHS o koncentraci
2,5 mg-mL?. Okamzité bylo ptidano 20 pL AuUNPs-COOH o koncentraci 1 mg-mL™.
Cela smés byla promichana a inkubovéana 3 hodiny na rotatoru pti laboratorni teploté.
V jedné z uprav jsme vyzkouseli prodlouZeni inkubacni doby na 24 hodin. Prodlouzeni

inkubace, ale nemélo na konjugaci vliv, jak je vidét na Obrazku 30 a 31.

Po inkubaci byla smés odsolena na kolonkach AMICON 100K dle pokynti vyrobce. Tyto

kolonky zachyti pouze Castice vétsi nez 100 kDa, mensi ¢astice jako napiiklad zbytkovy
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EDAC a sulfo-NHS projdou kolonkou nezadrzeny s mobilni fazi. Ziskany konjugat
z kolonky byl natedén PBS pufrem na kone¢ny objem 200 pL.

Podle konjuga¢niho protokolu byla provedena konjugace IgG zlatymi nanocasticemi
modifikovanymi PEG. Béhem konjugace byly odebirany vzorky, které byly analyzovany
metodou SDS-PAGE clektroforézy. Gely byly po elektroforetické separaci obarveny

dusi¢nanem sttibrnym (viz Obrazek 30) nebo Coomassie Brilliant Blue (viz Obrazek 31).

1 2 3 MM 4 5 6

«

—— e i
E T
—— f—
250kDa " ! — ! -
150 kDa .

AuNPs zadrZené v jamce

100 kDa 1 - Cisté AuNPs, 1 ug
ok 5 2 - ptivodni IgG, 1 ug
50 kDa 3 - AuNPs-IgG po odsoleni (inkubace 3 h), 1 ug
37 kDa MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
! 4 - AuNPs-IgG pred odsolenim (inkubace 24 h), 1 ug
25 kDa ‘ — 5 - AuNPs-1gG po odsoleni (inkubace 24 h), 1 ug
20kDa 2 6 - pivodni IgG, 1 pg

Obrazek 30: Overeni konjugace 19G zlatymi nanocdsticemi modifikovanymi PEG
metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni gelu dusicnanem stribrnym.

Tt NPs zadrienév Jjamce
-—— —_—
250 kDa 1 - &isté AUNPs, 1 pg
150 kDa . i
100 kDa 2 - puvodni lgG, 1 pg
76 kDa 3 - AUNPs-IgG po odsoleni (inkubace 3 h), 1 g
50 kDa - MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
37 kDa - 4 - AuNPs-1gG po odsoleni (inkubace 24 h), 1 g
5 - pivodni IgG, 1 pg
25 kDa -—
20 kDa

Obrazek 31: Oveéreni konjugace IgG zlatymi nanocasticemi modifikovanymi PEG
metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni gelu Coomassie Brilliant Blue.

Jednotlivé vzorky konjugatt byly na gelech porovnavany s ¢istymi AuNPs (Obrazek 30,
31 jamka 1). Na Obrazku 30 i 31 Ize vidét zachyceni AuNPs jiz v horni ¢asti gelu,

v aplikacnich jamkach. Pravdépodobné se jednd o agregované nanocastice. Lze
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se domnivat, Ze poréznim materidlem gelu prochazi pouze mensi shluky a volné AUNPS
s vyssi elektroforetickou mobilitou nebo AuNPs vazané na IgG. Na obou obrazcich lze
také pozorovat velké ztraity IgG oproti pivodnim vzorkim. K témto ztratdm
pravdépodobn¢ dochazi odsolovanim na kolonkich AMICON 100K. IgG
se na pravdépodobné na nosic¢ nespecificky sorbuje a nasledné stoceni nestaci k uvolnéni
téchto IgG. Z porovnani Obrazka 30 a 31 je patrné, ze barveni Coomassie Brilliant Blue
neni dostatecné citlivé, aby zachytilo ptipadné fragmentace nebo kontaminace (Obrazek
30 jamka 4), které jsou viditelné po Obarveni dusi¢nanem stiibrnym. Proto jsou

nasledujici gely vZdy barveny pouze dusi¢nanem stiibrnym.

Dalsi komplikaci byla lehka agregace jiz samotnych AuNPS v roztoku PBS. Vytvareni
agregatii nanocastic neni pro imunochromatograficky test zadouci. Agregaty nanocastic
jsou piili§ velké na to, aby dokdzaly prochazet poréznim materidlem
imunochromatografického prouzku v ramci toku kapaliny. Proto bylo navrzeno vyuZziti
zlatych nanocastic modifikovanych kyselinou propionovou (AuNPs-CH3CH>COOH)

s o¢ekavanou vyssi stabilitou ve vodnych roztocich.

Podle stejného konjugaéniho protokolu byla provedena konjugace IgG
AUNPs- CH3CH2COOH. AuNPs-CH3CH.COOH se ale také zacaly okamzité po piidani
do pufru shlukovat do agregati (viz Obrazek 32). Pokud by v tomto piipadé ke konjugaci
doslo, vznikla by trojrozmérna struktura vzajemné provazanych molekul IgG
a nanocastic. Po odsoleni na kolonkich AMICON 100K byla viditelna sorpce
vSech AUNPs-CH3CH>COOH na kolonce. Odsoleny roztok =zstal Ciry, coz znaci
ze veSkeré AuNPs zistaly v kolonce. Oproti tomu konjugat AUNPS-PEG-1gG zlstava

po odsoleni nartizovély, AuNPs jsou tedy Vv roztoku konjugatu viditelné ptitomny.

Obrazek 32: Ukazka agregace zlatych nanocdstic vytvorenych po pridani
AuNPs-CH3CH.COOH do PBS.

Metodou SDS-PAGE elektroforézy byl konjugat AUNPs-CH3CH2COOH-I1gG porovnan
S konjugatem z AUNPs-PEG-IgG. Gel byl po elektroforetické separaci obarven
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dusi¢nanem sttibrnym (viz Obrazek 33). Na gelu je viditelna silna kontaminace jamky
1, 3 a 4 markerem molekulovych hmotnosti. I pfes kontaminace je vidét, Zze v jamce 5
nejsou zachyceny zadné AuNPs, vzhledem k tomu, Ze byl konjugat po odsoleni bezbarvy
Ize soudit, Zze IgG viditelné na gelu jamky 5 nejsou konjugované. Konjugace

pravdépodobné neprobéhla kvili agregované formé AuNPs-CH3CH>COOH.

1 2 3 MM 4 5 6
= ey a— 1 - Cisté AuUNPs—PEG, 1
250 kDa i - _ Ho
150 kDa E 2 - Cisté AUNPs—CH=CH2COOCH, 1 pg
—

=4 3 - plvodni IgG, 1 ug

100 kDa
75 kDa

6 - plvodni lgG, 1 ug

50 kDa i - MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
37 kDa & 4 - AUNPs-PEG-IgG po odsoleni (inkubace 3 h) , 1 ug

— | 5 - AUNPs-CH3CH2COO0OH-IgG po odsoleni (inkubace 3 h) |, 1 pg
26 kDa —

20 kDa

Obrazek 33: Overeni konjugace 1gG metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stribrnym.

Pro vyssi koloidalni stabilitu nanocastic AUNPS byly vyzkouseny také jiné pufry, PBS
bylo nahrazeno napiiklad 0,1M MES pufr o pH 6, nebo 0,IM fosfatovym pufrem
0pH 7,3. Zadny pufr vsak nepfinesl zlepSeni, AuNPs-COOH byly stabilni pouze
v destilované vod¢, proto byla v nasledujicim protokolu zavedena také konjugace
Vv destilované vodé. Zaroven bylo upraveno potadi pfidavani reagencii a aktiva¢nich
¢inidel v ramci konjuga¢niho protokolu a navySeno mnozstvi AuNPs na dvojnasobek

s vyuzitim vyhradné¢ AuNPs-PEG .

V nové upraveném konjugaénim protokolu bylo nejprve aktivovano 40 pg zlatych
nanocastic, at' v PBS nebo dH.O, 50 pL vodného roztoku EDAC o koncentraci
10 mg-mL. Po deseti minutové inkubaci byla smés stocena na centrifuze pti 5000 rpm po
dobu 15 minut. Tim AuNPs klesly na dno a v supernatantu zistal zbytkovy EDAC,
kterym byl odsat. Sediment AuNPs byl ziedén 150 pL PBS nebo dH20 a nésledné bylo
ptidano 10 pg IgG ve vodném roztoku. Inkubace probéhla stejné jako v predchozim
protokolu. Vzhledem k velkym ztratam pii odsolovani v pfedchazejicich experimentech

byl tento krok z protokolu vyfazen.
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7% 1 - &isté AUNPs—PEG (nové baleni), 1 pg
o LD " R=w | 2 - Eisté AUNPs—PEG (staré balen), 1 yg
75 kba = 3-pivodnilg, 1ug
4 - AUNPs-lgG, konj PBS, 1
50 KDa = uNPs-1gG, konjugace v L1 g
- b 5 - AUNPs-1gG, konjugace v Hz0, 1 pg
37 kDa -— . .
6 - pavodni 1gG, 1 pg
25 kDa & MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

Obrazek 34: Overeni konjugace 1gG metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stribrnym.

Vysledky po konjugaci zlatych nanocastic s IgG pomoci optimalizovaného protokolu
jsou zaznamenany na Obrazku 34. V jamce 5 je ziejmy velky ubytek IgG, v tomto piipadé
se pravdépodobné jednalo o sorpci proteinu na sténu mikrozkumavky, proto byly pii
nasledujicich konjugacich pouzivany specialni Protein Lobind mikrozkumavky
(Eppendorf).

Funk¢nost ptipravenych konjugatii byla ovéfena Dot-Blot analyzou, detailni postup
provedeni metody je v kapitole 3.4.2. Na membranu byl nanesen buné¢ny lyzat, na ktery
se navazaly protilatky z pacientského séra. Tyto protilatky byly poté oznaceny nami
piipravenym konjugatem. Jako negativni kontrola byl na membranu nanesen roztok BSA
a PBS-T. Byl vyzkousen jak konjugat ptipraveny vV PBS pufru, tak konjugét ptipraveny
Vv destilované vodé. Pro oba konjugaty byly vytvofeny 3 fedéni, a sice 1 : 8,3; 1 : 10
al:16,7. Vysledek Dot-Blot analyzy na Obrazku 35 ukazuje slabé pozitivni reakci pouze
U konjugatu piipravené¢ho v destilované vodé, pii fedéni 1 : 8,3, ptfipadné¢ 1 : 10.

Na jednotlivych bodech Ize pozorovat nehomogennost konjugatu zptisobenou agregaci.
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sérum 1 : 500

konjugat konjugat konjugat Davkovaci schéma:
1:8,3 1:10 1:16,7
PBS-T lyzat
pH7.4 25 ug
BSA lyzat
10 ug 25 ug

konjugace v prostfedi dHz0-T

Obrazek 35: Ovéreni funkcnosti konjugatit AUNPS-PEG-19G pripravenych v prostiredi
dH.O-T a PBS-T metodou Dot-blot. Vysledny sendvic na membrané.: lyzat-sérum-
konjugat.

Na zaklad¢ vyhodnoceni vysledkd, kdy jsme pozorovali agregaci konjugatu, byl
do protokolu zafazen promyvaci krok. Domnivali jsme se, Ze by agregaci mohl
zpusobovat zbytkovy EDAC. Proto byl po prvni centrifugaci sediment AuNPs promyt
destilovanou vodou, cely roztok opét zcentrifugovan a az s takto promytym sedimentem
AUNPs se pracovalo déle, stejn¢ jako je popsano v upraveném konjugacnim protokolu

vyse.

Promyti neptineslo pozadovany vysledek. Dalsi modifikaci konjugac¢niho protokolu bylo
ptidani 0,05% Tween 20 ke konjugaéni smési, ktery by mél zabranit shlukovani ¢astic
do trojrozmérnych agregati. Funk¢nost konjugati AuNPs-PEG-IgG ptipravené v PBS
pufru s piidavkem 0,05 % Tween 20 (PBS-T) a v destilované vod¢ s piidavkem 0,05 %
Tween 20 (dH20-T) byla ovéfena Dot-Blot metodou (viz Obrazek 37) a jejich kvalita
jesté potvrzena SDS-PAGE elektroforézou (viz Obrazek 36). Pro Dot-Blot analyzu byly
Konjugaty fedény v poméru 1 : 4, coz znamenalo pfidani 100 pL konjugatu do PBS-T
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0 celkovém objemu 500 pL nebo v poméru 1 : 2, 33, to odpovidd smichdni 150 pL
konjugatu a 350 uL. PBS-T.

1 2 3 4 5 MM
fgg E§§ s ' - 1 - Gisté AuNPs, 1 g
a » C— o -
75 kDa [ — 2 - ptvodni IgG, 1 ug
2? 'liga e — 3 - AuNPs-IgG, konjugace v PBS-T, 1 ug
. . 3 - 4 - AuNPs-IgG, konjugace v H20-T, 1 ug
.’F/ d o -
25 kDa _ - 5 - pivodni 1gG, 1 pg
- - MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
20 kDa —

Obrazek 36: Overeni konjugace IgG metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.

Vysledek Dot-Blot metody potvrdil pouze reaktivitu konjugatu ptipraveného v dH>O-T,

zéroven byl potvrzen Uc¢inek ptidavku Tween 20, ktery viditelné snizil agregaci Castic

konjugatu (viz Obrazek 37).

sérum 1: 500

konjugat konjugat Davkovaci schéma:
1:4 1:2,3
PBS-T lyzat
pH74 25 ug
BSA lyzat
10 ug 25 g

konjugace v prostredi PBS-T

konjugace v prostredi dH,0-T

Obrazek 37: Overeni funkcnosti konjugatii AUNPS-PEG-19G pripravenych v dH,O-T a
PBS-T metodou Dot-blot. Vysledny sendvic na membrané: lyzat-sérum-konjugat.
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Vzhledem K vyfeSeni agregace ¢astic konjugatu byl znovu pfipraven konjugat
jak s AUNPs-PEG, tak s AuNPs-CH:CH2COOH. Oba konjugaty byly pfipraveny
v prostiedi PBS-T i dH2O-T. Funk¢nost obou piipravenych konjugati byla ovéfena
metodou Dot-Blot vyse zavedenym postupem podle protokolu v kapitole 3.4.2. Zaroven
byla vytvofena negativni kontrola, kde byly pfiddvany misto konjugatu pouze cisté
AuNPs. Vysledky Dot-Blot analyzy (viz Obrazek 38) ukazuji oCekavany vysledek
u AuNPs-PEG-IgG, tedy funkénost konjugatu v prostiedi dH.O-T, ktery potvrdil
predchozi analyzy. AUNPsS-CH3CH>COOH-IgG ukazuji reaktivitu pro konjugat
ptipravovany v PBS-T i dH2O-T. ProtoZze negativni kontrola vSak v pfipadé
AUNPs- CH3CH,COOH ukazuje reaktivitu téchto volnych nekonjugovanych ¢astic
s lyzatem a proteiny pacientského séra, nelze tyto vysledky hodnotit jako validni. Zato
negativni kontrola AuNPs-PEG byla v poradku. ProtoZe byla reaktivita konjugatu
S lidskymi IgG zachycenymi na povrchu bakteridlniho lyzatu potvrzena, byly
AUNPs- PEG vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro ptipravu tohoto konjugéatu.

sérum 1 : 500 sérum 1 : 500
konjugat konjugat konjugat konjugat
1:23 1:4 1:2,3 1:4
AuNPs-PEG-lgG AuNPs- CH;CH,COOH-1gG Davkovaci schéma:
PBS-T lyzat
pH74 25 g
BSA lyzat
10ug 25ug
(
L/
konjugace v prostredi PBS-T
v ( v LV
konjugace v prostredi dHO-T konjugace v prostredi dH;O-T
: PBS-T
NK pH74
“ lyzat
} 25ug

Obrazek 38: Overeni funkcnosti konjugati AUNPS-PEG-1gG a AuNPs-CH3CH.COOH-1gG
pripravenych v dH,O-T a PBS-T metodou Dot-blot. Vysledny sendvic na membrané:
lyzat-séerum-konjugat.
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Konjugat pro nami navrhnuty imunochromatograficky test byl pfipraven podle
kone¢ného protokolu v prostfedi destilované vody s ptidavkem 0,05% Tween 20
(viz kapitola 3.4.4). Pomér konjugatu pro Dot-Blot analyzu byl nadale optimalizovan
(viz Obrazek 39). Pro Dot-Blot analyzy byl vyhodnocen nejlep$i pomér konjugatu
k PBS- T 1:2,3. Dalsi navySovani mnozstvi konjugatu na pomeér 2 : 3 v reakci neptineslo
lepsi vysledky. Jak je vidét na Obrazku 38 i pfi navySeni mnozstvi lyzatu, bylo fedéni

konjugatu 1 : 2,3 dostatecné pro kvalitni oznaceni imunokomplexu.

sérum 1 : 500

konjugat konjugat Davkovaci schéma:
2:3 1:23
PBS-T lyzat
pH7,4 50 pg
BSA lyzat
10 ug 50 pg

e — g P ¥

konjugace v prostredi dH20-T

Obrazek 39: Oveéreni funkcnosti konjugatu AUNPS-PEG-19G pripraveného v dH,O-T
metodou Dot-blot. Vysledny sendvi¢ na membrané: lyzat-sérum-konjugat.
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4.4 Biotinylace proteinu

Nas imunochromatograficky test byl navrzen s vyuzitim univerzalniho
imunochromatografického prouzku ,gRAD OneDetection® od firmy BioPorto
Diagnostics A/S. Tento univerzalni imunochromatograficky prouzek ma v oblasti
testovaci zony fixovany streptavidin. Proto ndmi navrzeny imunochromatograficky test
vyuziva v testovaci zoné vysoce specifickou bioafinitni interakci streptavidinu

s biotinem. Z tohoto divodu musi byt proteiny bunééného lyzatu Salmonella Enteritidis

biotinylovany.

Obrazek 40: Ukdzka imunochromatografického prouzku gRAD OneDetection od firmy
BioPorto Diagnostics A/S.

4.4.1 Biotinylace 1gG jako modelového proteinu

Biotinylace byla nejprve provedena na molekule IgG jako na modelovém proteinu.
Metoda biotinylace IgG byla v laboratofi jiz zavedena, avSak bylo nutné provést a overit
optimalizaci dil¢ich kroki metody. Biotinylaci byla provedena dvéma zptisoby, a sice
jako mistné specifickou biotinylaci glykosidickych struktur glykoproteind, kde
je vyuzivan biotin hydrazid nebo nespecifickou biotinylaci NHS-D-biotinem, kde

se k vazb¢ vyuziva -COOH skupiny IgG.
Biotinylace glykosidickych struktur glykoproteint

V prvni fazi bylo nutné oxidovat terminalni monosacharidy glykosidickych fetézci
molekul protilatek. 20 pg 1gG z lidského séra vroztoku bylo smichano s 80 pL
destilované vody. Dale bylo ptidano 150 pL 0,02 M jodistanu sodného. Smés byla
inkubovana na rotatoru, ve tm¢, po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Nasledné byla
oxidace zastavena ptidanim 0,5 pL etylenglykolu, ktery zbyly reaktivni jodistan sodny
neutralizoval. Piebytek jodistanu bylo nutné odsolit, a to na kolonkach AMICON 100K
dle pokyni vyrobce. Odsolené oxidované IgG byly poté nafedény na celkovy objem
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200 uL 0,2 M MES pufrem o pH 6. Dale bylo pfidano 40 pg biotinu hydrazid

v roztoku DMSO. Smés byla inkubovana na rotatoru, ptes noc, pti 4 °C.
Nespecificka biotinylace vazbou na karboxylové skupiny

180 uL 0,1 M MES pufru o pH 6 bylo smichano s 20 pg protilatek I1gG z lidského séra
v roztoku. K takto ztedénym protilatkam bylo ptidano 1,6 ng NHS-D-biotinu v DMSO.
Cela smés o objemu piiblizné 200 uL byla inkubovana ptes noc na rotatoru, pti 4 °C, bez
piistupu svétla. Poté byla reakce zastavena 3 uL 1M etanolaminu. Nasledné byla smés
odsolena na kolonkach AMICON 100K dle pokynt vyrobce.

V pribehu biotinylace 1gG obéma zplisoby byly odebirany vzorky, které byly nasledné
analyzovany metodou SDS-PAGE elektroforézy. Z vysledkit SDS-PAGE elektroforézy
nebylo mozné biotnylaci IgG potvrdit. O¢ekavany viditelny posun molekulové hmotnosti

oproti nebiotinylovanému ptivodnimu IgG nenastal (viz Obrazek 41).
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N
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=
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— 1 - pivodni 1gG, 1 pg

E T —

250 kDa | = 2 - IgG pred piidanim biotinu hydrazidu, pred odsolenim, 1pg
:llgg :B: _ 3 - IgG-biotin hydrazid po odsoleni, 1 pg

75kDa b — MM - marker molekulovjch hmetnosti (10-250 kDa)

50 KDa - : 4 - piivodni 1gG, 1 pg

5 - |gG-NHS-D-biotin pfed odsolenim, 1 pg
37 kDa b 6 - IgG-NHS-D-biotin po odsoleni, 1 ug
25 kDa -

Obrazek 41: Overeni biotinylace 1gG metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.

Pro ovéfeni biotinylace cilové molekuly byl také pouzit magneticky nosic
S imobilizovanym streptavidinem. Biotinylované molekuly IgG by se mély po inkubaci
S timto nosi¢em vychytdvat na povrch €astic a hladina IgG v supernatantu by méla
vyrazné klesnout, coZ by mélo byt viditelné na gelu pti analyze frakci na SDS-PAGE
elektroforéze. Postup byl shodny jako v kapitole 3.4.7.1. Po vazb¢ biotinylovanych IgG
na magneticky nosi¢ vroztoku vazebné frakce zistaly pouze ty IgG, které nebyly
biotinylované. V takovém ptipadé po odebrani této frakce k analyze metodou SDS-PAGE

elektroforézy, by mél byt na obarveném gelu vidét ubytek nebo dokonce Zadné IgG.
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Vysledek ukazuje, ze rozdil mezi ptivodnim vzorkem (Obrazek 42 jamka 2, 5) a vazebnou
frakci (Obrazek 42 jamka 3, 6) neni pfili§ velky a biotinylaci tak nelze jednoznac¢né
potvrdit. Porovnanim jamky 1 s jamkou 2 nebo jamky 4 s jamkou 5 (viz Obrazek 42)
je na tomto gelu mozné opétovné potvrdit vyraznou ztratu IgG vzniklou pravdépodobné
odsolenim na kolonkach AMICON 100K.

1 - pavodni 1gG, 1 pg

250kDa T 2 - IgG—biotin hydrazid po odsoleni, 1 ug
1%% II‘(B: 3 —vazebna frakce IgG-biotin hydrazid na mag. nosit se streptavidinem

MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

¥
8 |
75kDa — -
50 kDa = ; e f 4 - pavodni 19G, 1 yg
\ t ..... § - IgG-NHS-D-biotin po odsoleni, 1 pg
A

37 kDa 3 ' 6 — vazebna frakce IgG-NHS-D-biotin na mag. nosi¢ se streptavidinem
by

25kDa = - -

20 kDa — '

Obrazek 42: Overeni biotinylace 19G po vazbé na magneticky nosi¢ metodou SDS-
PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.

I pfes omezené moznosti detekce biotinylovanych IgG bylo po zavedeni vyse zminénych
protokolu pfistoupeno jiz K biotinylaci vlastniho antigenu, coz byl lyzat bakterialnich
bunék Salmonella Enteritidis. Ovéfeni u¢innosti biotinylace se poté provadélo metodou

Dot-Blot (viz kapitola 4.5).
4.4.2 Biotinylace bunécného lyzatu Salmonella Enteritidis

Piiprava bunétného lyzatu Salmonella Enteritidis je popsana v kapitole 3.4.5. Pied
samotnou biotinylaci lyzatu bylo nutné zjistit koncentraci proteint Vv lyzatu, coz bylo
provedeno BCA testem, jehoz postup je uveden v kapitole 3.4.6. Vysledky méfeni jsou

zobrazeny v Tabulce 6. V lyzatu bylo metodou BCA naméteno 3,7 mg-mL™* proteinu.
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Tabulka 6: Vsledky méreni celkového mnoZstvi proteinii v lyzatu Salmonella Enteritidis BCA

testem
Kalibraéni Fada Vzorek
Koncentrace A:[-] A:[] Primér A Redéni  A[-]  A[] Primér A
[ugmL?]  570nm 570nm  [-]570 nm 570nm  570nm  [-]570 nm
200 2,006 @ 1,959 1,983 1x 2,16 2,195 2,178
40 0,58 0,573 0,577 10x 2,178 = 2,159 2,169
20 0,332 0,332 0,332 100x 0,542 0,537 0,539
10 0,224 0,213 0,219 1000x 0,155 0,155 0,155
5 0,139 0,138 0,139 10000x = 0,091 0,093 0,092
2,5 0,107 0,103 0,105
1 0,088 0,113 0,101
0,5 0,091 0,113 0,102
0 0,089 0,08 0,085
0,7
0,6
y = 0,0123x + 0,0858
0> R?=0,998
E
S 04
n
- 03
<
0,2
0,1
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Koncentrace [ug-mL?]

Obrazek 43: Graf kalibracni zavislosti koncentrace proteinii na absorbanci pri 570 nm,
meéreno metodou BCA testu.

Vypocet celkového mnoZstvi proteinu v lyzatu z rovnice kalibra¢ni kiivky:

y = 0,0123x + 0,0858
0,539=0,0123x + 0,0858
x=36,8862 (100X Fedéno) = 3688,62 ug-mL™= 3,7 mg-mL™

Dale byla vytvofena koncentracni fada lyzatu, kterd byla analyzovana metodou
SDS-PAGE elektroforézy (viz Obrazek 44). Chceme-li pomoci metody SDS-PAGE

sledovat Uc¢innost biotinylace, je nutné vhodné nastavit vychozi koncentraci proteinil
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ve vzorku tak, aby bylo mozné biotinylaci na proteinech po obarveni gelu prokazat.

Vysledky ukazaly, Ze vhodnou vychozi koncentraci je 8,5 pug proteinu na 10 uL vzorku.

1 2 3 4 5 6 MM
250 kDa | 1- 1 ug proteinu
1%8 '&B: 2 - 2.5 ug proteinu
75 kDa 3 - 5 pg proteinu
4-85 roteinu
50 kDa AR _
5- 17,17 pg proteinu
37kDa . 6 - 34,34 yg proteinu
= MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
25 kDa -

Obrazek 44: Redici rada bunécného lyzatu Salmonella Enteritidis, metoda SDS-PAGE
elektroforéza (10% gel). Barveni gelu dusicnanem stribrnym.

Biotinylace lyzatu byla provedena podle protokolu pro biotinylaci IgG (viz kapitola
4.4.1), ale bez odsolovaciho kroku a S navySenym mnoZstvim proteinu ve vychozim
vzorku, konkrétné bylo k 120 puL 0,1 M MES pufru o pH 6 piidano 80 pL lyzatu
ve fosfatovém pufru o pH 7,2, které obsahovaly 240 ug proteint. K takto pfipravenému
roztoku bylo ptidano 19,2 pg NHS-D-biotinu v DMSO. Cela smés byla inkubovana ptes
noc na rotatoru, pii4 °C, bez ptistupu svétla. Poté byla reakce zastavena ptidavkem 36 pL
1M etanolaminu. Takto biotinylované vzorky lyzatu byly analyzovany metodou
SDS-PAGE clektroforézy (viz Obrazek 45).

1 2 3 4 MM
250 kDa E
150 kDa ° 1 5
100 kDa ;__-_- 1 - pavodni lyzat, 11 pg
75 kDa — 2 - lyzat-NHS-D-biotin VZ1, 11 ug
50 kDa - 3 - lyzat-NHS-D-biotin VZ2, 11 g
37 kDa . 4 - pavodni lyzat, 11 g
1 MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
25 kDa el
20 kDa 25

Obrazek 45: Overeni biotinylace lyzdatu metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.
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I tato analyza byla na hrang citlivosti a biotinylaci lyzatu nebylo mozné dobte vyhodnotit.
Proto byla biotinylace lyzatu ovéfena na magnetickém nosi¢i s imobilizovanym
streptavidinem. Toto ovéfeni probihalo stejné jako v pfedchozi kapitole u IgG a ptesny
postup je uveden v kapitole 3.4.7.1. Vysledny gel je zobrazen na Obrazku 46. Sice bylo
Vv jamce 4 vidét lehky ubytek biotinylovaného lyzatu ve vazebné frakci oproti ptivodnimu
vzorku v jamce 3. Nicméné tento vysledek nebyl validni vzhledem k negativni kontrole
Vjamce 5. Negativni kontrola totiz ukazovala nespecifickou sorpci proteinu lyzatu

na magneticky nosic.

1 2 3 4 5 MM 1 - streptavidin, 10 pg
s

250 kDa a 2 - plvodni lyzat, 15 pg
150 kDa - . -
100 KDa —| 3 - lyzat-NHS-D-biotin, 15 ug

75 kDa B 4 - vazebna frakce lyzat-NHS-D-biotin

50kDa = na mag. nosic se streptavidinem

37 kDa - 5 - vazebna frakce lyzat-NHS-D-biotin

25 kDa . a na mag. nosi¢ bez streptavidinu (NK)

20 kDa MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

Obrazek 46: Overeni biotinylace lyzdtu po vazbé na streptavidinem modifikované
magnetické castice metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni gelu
dusicnanem stribrnym.

Vzhledem Kk neprikaznym vysledkim byla zafazena nova metoda pro ovéfeni
biotinylace, a sice Dot-Blot analyza reaktivity parovych biomolekul. Protokol
pro provedeni Dot-Blot analyzy je popsan Vv kapitole 3.4.2. V tomto ptipadé byl na PVDF
membranu nanesen vodny roztok streptavidinu V koncentraci 0,1 a 1 pg na jamku.
Po hodinové blokaci byla membrana inkubovana s biotinylovanym lyzatem po dobu
1 hodiny. Béhem inkubace by se mél veskery lyzat pies biotin vyvazat na streptavidin
fixovany na membrané. Dale byl postup shodny s protokolem Dot-blot analyzy
(viz kapitola 3.4.2). Primarni protilatkou bylo sérum s pozitivnimi IgG se specifitou
k salmonelovym antigenim nebo polyklonalni anti-Salmonella 19gG. K detekci byl vyuzit
konjugat anti-lidskych IgG-HRP. Kienova peroxidaza konjugatu byla nasledné

detekovana pomoci testovaci soupravy Opti-4CN™ Substrate Kit.
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lyzat-biotin NH3 1 : 10
polyklonélni anti-Salmonella IgG 1 : 1000
konjugat 1 : 1000

lyzat-biotin NHS 1: 10
serum 1 : 500
konjugat 1 : 1000

Davkovaci schéema:

PBS-T pH | streptavidin
7.4 1 g
streptavidin | streptavidin
5 ug 10 pg

Obrazek 47: Overeni biotinylace lyzdatu metodou Dot-blot. Reakce streptavidin-biotin.
Kolorimetricka detekce testovaci soupravou Opti-4CN Kit. Vysledny sendvic¢ na
membrané: streptavidin-biotinylovany lyzat-sérum/anti-Salmonella 19G-konjugat.

Vysledek Dot-Blot analyzy na Obrazku 47 nepotvrzuje biotinylace lyzatu. Vysledek lze
povazovat za neplatny vzhledem Kk zabarveni celé membrany. Zabarveni muze
naznaCovat Spatné nastaveni podminek analyzy, nedostate¢né mnozstvi streptavidinu
a nebo vymyti streptavidinu z jamek na celou plochu membrany. Proto byl protokol pro
ovéfeni biotinylace pozménén. Bylo navySeno mnozstvi streptavidinu aplikovaného
na membranu z 0,1 a 1 pgna 1, 5 a 10 pg. Déle byla zkracena doba blokace z jedné

hodiny na 30 minut.

lyzat-biotin NHS 1 : 10
polyklonalni anti-Salmonella IgG 1 : 1000
konjugat 1 : 1000

lyzat-biotin NHS 1 : 10
sérum 1 : 500
Davkovaci schéma:

konjugat 1 : 1000

PBS-TpH | streptavidin
7,4 1ug
streptavidin | streptavidin
S5 Mg 10 pg

Obrazek 48: Overeni biotinylace lyzatu metodou Dot-blot. Reakce streptavidin-biotin.
po zméné podminek. Kolorimetricka detekce testovaci soupravou Opti-4CN Kit.

Vysledny sendvi¢ na membrané: streptavidin-biotinylovany lyzat-sérum/anti-Salmonella

19G-konjugat.
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Uprava podminek nepiinesla zlepSeni vysledku (viz Obrazek 48). Vzhledem
k pfedpokladu vymyvani streptavidinu z jamek byl zatazen krok suseni membrany pfi
42 °C po dobu 30 minut. Suseni by mélo zafixovat streptavidin v misté jamky. Zaroven
byl ptipraven novy zasobni roztok streptavidinu, kde bylo spektrofotometricky ovéfeno
mnozstvi proteinu. Spektrofotometricka analyza potvrdila pfitomnost streptavidinu
ve vodném roztoku v koncentraci 4 mg-mL™. Ani tyto upravy ale nepomohly dosahnout
lepsich vysledku (viz Obrazek 49).

lyzat-biotin NHS 1 : 10 lyzat-biotin NHS 1 : 10
polyklonélni anti-Salmonella IgG 1 : 1000 sérum 1 : 500
konjugat 1 : 1000 konjugat 1 : 1000 Davkovaci schema:

PBS-T pH | streptavidin
7.4 1 g

streptavidin | streptavidin
5 ug 10 pg

Obrazek 49: Overeni biotinylace lyzdatu metodou Dot-blot. Reakce streptavidin-biotin.
Novy roztok streptavidinu. Kolorimetricka detekce testovaci soupravou Opti-4CN Kit.
Vysledny sendvic na membrané: streptavidin-biotinylovany lyzat-sérum/anti-Salmonella
19G-konjugat.

Protoze prubéh biotinylace lyzatu nebyl metodou Dot-Blot ani po nékolika upravach
protokolu analyzy ovéfen, bylo pfistoupeno k novym experimentiim. V ramci téchto
experimentll byly vyzkouSeny protokoly doporucované vyrobcem nebo knihou
Hermanson a kol. [70] pro biotinylaci modelovych proteinti. Jako modelovy protein byl
docasné vyuzit hovézi sérovy albumin (BSA). V piipadé biotinylace BSA by pti analyze
metodou SDS-PAGE celektroforézy mél byt na obarveném gelu viditelny posun
molekulové hmotnosti. Obrazek 50 ukazuje lehké zvySeni molekulové hmotnosti
biotinylovaného BSA oproti ptivodnimu vzorku. Tento posun jsme vSak nepovazZovali

za natolik vyznamny, aby ho bylo moZné vyhodnotit jako tispéSnou biotinylaci.
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1 2 3 4 5 6 MM

250 kDa '— . - 1 - pavodni IgG, 30 pg

150 kDa - 3 i

100kDa ™ = 2 - |gG-NHS-D-biotin, 30 pg
75 kDa —_ 3 - puvodni BSA, 30 ug
50 kDa o 1 - 4 - BSA-NHS-D-biotin, 30 pg

B 5 - pavodni lyzat, 30

37 kDa 3 o | pavodni lyzat, 30 pug

6 - lyzat—-NHS-D-biotin, 30 ug
25 kDa “— MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

Obrazek 50: Overeni biotinylace modelovych proteinii - 19G, BSA a lyzatu metodou
SDS-PAGE elektroforézy (10% gel). Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.

Vzhledem k tomu, Ze poméry proteinu k biotinu doporucované vyrobcem nebo dle
protokolu z knihy Hermansona et al. [70] nebyly ovéfeny jako funkéni pro biotinylaci
NHS-D-biotinem, rozhodli jsme se pouzit novy robustni protokol jiz diive ovéteny
Skolitelem pro dalsi modelovy protein, konkrétné trypsin. V tomto protokolu se pracuje
s roztokem proteinu o koncentraci 1 mg-mL, ke kterému se pfidava 1 mg NHS-D-Biotinu
rozpusSténého ve 100 pL. DMSO, coz odpovidd 10% celkového reakéniho objemu.
Obarveny gel po separaci proteinu metodou SDS-PAGE elektroforézy na Obrazku 51
ukazuje vyrazny posun biotinylovaného trypsinu o 3,8 kDa v piipad¢ jamky 2 a 0 3,2 kDa
Vv piipadé jamky 3 oproti pivodnimu vzorku. Tento posun je jiz dostateCny pro potvrzeni

uspésné biotinylace proteinu.

1 2 3 4 MM
1 - plvodni trypsin, 10 pg
250 kDa . L . .
150 kDa 2 - trypsin—NHS-D-biotin (nove baleni), 10 pg
122 :ga — 3 - trypsin—NHS-D-biotin (staré baleni), 10 pg
2 AN 4 - plvodni trypsin, 10 pg
50 kDa MM - marker molekulovjich hmotnosti (10-250 kDa)
37 kDa
25kDa -— —

20kDa Lo s aem ==

Obrazek 51: Overent biotinylace modelového proteinu — trypsinu - metodou SDS-PAGE
elektroforézy (10% gel). Barveni gelu Coomassie Brilliant Blue.
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Protokol pro biotinylaci trypsinu byl pouzit i na biotinylaci proteini bunééného lyzatu
bakterie Salmonella Enteritidis, detailni postup biotinylace protokolu je uveden v kapitole
3.4.7. Lyzat biotinylovany podle takto nastavené¢ho protokolu byl analyzovan metodou
SDS-PAGE celektroforézy. Obarveny gel (viz Obrazek 52) opétované neukazuje vyrazny
posun molekulovych hmotnosti. V tomto pfipad¢ se jedna o heterogenni smes proteinti
riznych molekulovych hmotnosti a urcit posun v takovém piipadé neni tak snadné.
Domnivame se, ze Vazba biotinu na jednotlivé proteiny pak nezpisobi, diky heterogenité

proteini ve vzorku, tak masivni zvy$eni molekulové hmotnosti jako u trypsinu.

1 - plivodni lyzat, 15,3 ug

250 kDa = 2 - lyzat—-NHS-D-biotin (nové baleni), 15,3 pg
122 :‘(g: —  3-lyzat-NHS-D-biotin (staré baleni), 15.3 ug

75 kDa S 4 - plivodni lyzat, 15,3 ug

£ MM - marker molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)
37 kDa o | -
&
\! ¥
25 kDa i iy e

Obrazek 52: Overeni biotinylace lyzdtu metodou SDS-PAGE elektroforézy (10% gel).
Barveni gelu dusicnanem stiibrnym.

Biotinylace lyzatu byla vSak ovéfena metodou Dot-Blot, pifi které byl vyuzit konjugat

piipraveny v predeslé kapitole. Tato analyza biotinylaci potvrdila. Vysledek
je na Obrazku 56 v kapitole 4.5.
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45  Ovéreni reaktivity parovych molekul reagujicich v navrzeném

imunochromatografickém testu

Néami navrzeny imunochromatograficky test je zalozen na interakci biotinylovaného
lyzatu s anti-Salmonella protilatkami ze séra infikovanych pacientd. Tento
imunokomplex je oznacen konjugitem anti-lidskych IgG znacenych zlatymi
nanocasticemi modifikovanymi molekulou PEG. Takto vytvoteny sendvi¢ je zachycen
V testovaci zoné€ vysoce specifickou vazbou biotinu se streptavidinem, ktery je v testovaci

z6né fixovan.

Reaktivita jednotlivych parovych biomolekul byla potvrzena metodou Dot-Blot analyzy
(postup viz kapitola 3.4.2). Nejprve byla ovéfena reaktivita pfipraveného bunécného
lyzatu Salmonella Enteritidis s komeréné dostupnymi anti-Salmonella IgG. Pro zjisténi
nevhodnéj§iho mnozstvi lyzatu pro reakci s protilatkami byla vytvofena kalibra¢ni fada
od 0,1 pug do 100 pug proteinu lyzatu na jamku Dot-Blot aparatury. Vysledek Dot-Blot
analyzy ukazuje dobrou reaktivitu lyzatu s polyklonalnimi anti-Salmonella 1gG,

s monoklonalnimi protilatkami lyzat pfili§ nereaguje (viz Obrazek 53).

monoklonalni anti-Salmonella IgG polyklonalni anti-Salmonella IgG
1:1000 1:1000
konjugat 1 : 1000 Davkovaci schéma:

PBS-T lyzat lyzat lyzat

pH7.4 0,1ug 119 S ug

BSA lyzat lyzat lyzat

10 g 0,1 ug 1ug Sug

LPS lyzat lyzat lyzat
10 pg 10 pg 50 ug 100 ug

lyzat lyzat lyzat
10 ug 50 ug 100 ug

Obrazek 53: Overeni reaktivity komercnich monoklondlnich a polyklondlnich anti-
Salmonella 1gG s bunécnym lyzdatem Salmonella Enteritidis, metoda Dot-Blot.
Kolorimetricka detekce testovaci soupravou Opti-4CN Kit. Vysledny sendvi¢ na
membrané: lyzat-anti-Salmonella 19G-konjugat.

Nasledujicim krokem bylo ovéfeni reaktivity pfipraveného buné¢ného lyzatu Salmonella
Enteritidis s anti-Salmonella IgG pochazejicich z pacientského séra. Vzhledem k vysoké
reaktivité lyzatu s komer¢nimi polyklondlnimi protilatkami byla vytvofena kalibra¢ni

fada pouze o tfech bodech. Lyzat byl aplikovan v koncentraci 10, 25 a 50 pg proteinu
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lyzatu na jamku. Jak je vidét na Obrazku 54 lyzat s pacientskych sérem reaguje ve vsech
koncentracich. Pro dalsi Dot-Blot analyzy bylo aplikovano 25 pg proteinu na jamku.
Pritomnosti specifickych anti-Salmonella 1gG molekul v analyzovaném séru a jejich

reaktivita s nami ptipravenym lyzatem byla experimentalné potvrzena.

sérum 1 : 500

konjugat 1 : 1000 Davkovaci schéma:
PBS-T lyzat lyzat lyzat
pHT,4 10 ug 25 ug 50 ug
BSA lyzat lyzat lyzat
10 ug 10 ug 25 g 50 pg

Obrazek 54: Overeni reaktivity pacientského séra pozitivniho na anti-Salmonella 1gG s
bunécnym lyzatem Salmonella Enteritidis, metoda Dot-Blot. Kolorimetrickd detekce
testovaci soupravou Opti-4CN Kit. Vysledny sendvic na membrané.: lyzat-sérum-
konjugat.

Dale byla ovéfena reaktivita pacientského séra s imunoglobuliny G namifenym proti
lidskym 1gG, z kterych byl nasledné pfipraven konjugat. Pacientské sérum bylo navazano

na bakterialni lyzat fixovany v membran¢. Reaktivita pacientského séra s anti-lidskymi

IgG byla potvrzena (viz Obrazek 55).

sérum 1 : 500

konjugat 1 : 1000 Davkovaci schéma:
PBS-T lyzat
pH 7,4 25 pg
BSA lyzat
10 pg 25 pg

Obrazek 55: Overeni reaktivity pacientského séra s anti-lidskymi IgG kraliciho piivodu,
metoda Dot-Blot. Kolorimetricka detekce testovaci soupravou Opti-4CN Kit. Vysledny
sendvi¢ na membrané: lyzat-sérum-anti-lidské IgG-konjugat.
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Nakonec byl sestaven cely sendvi¢, v podobé, vekteré by vznikal
na imunochromatografickém prouzku a reaktivita vSech pfipravenych reagencii byla
ovétena metodou Dot-Blot. Na membranu byl nadavkovan streptavidin, na ktery byl pies
biotin navazan bunéény lyzat Salmonella Enteritidis ptipraveny dle protokolu v kapitole
3.4.7. Dale bylo ptridano sérum pacienta infikovaného salmonel6ézou, protilatky ze séra
reagovaly s proteiny bakterialniho lyzatu. Tento komplex byl na zavér oznacen nami
piipravenym konjugatem (viz kapitola 3.4.4). Vysledky Dot-Blot analyzy potvrdily
funk¢nost vSech pfipravenych reagencii (viz Obrazek 56). Zaroven byla potvrzena
reaktivita ve vSech pouzitych koncentraci streptavidinu 1, 5 a 10 pg na jamku. Pouzité
mnozstvi streptavidinu tedy neovliviiuje intenzitu vzniklé skvrny, a tedy ani reaktivitu

S biotinylovanymi proteiny bakterialniho lyzatu.

Nami  piipravené reagencie tak mohou byt pouzity pro  sestaveni

imunochromatografického testu podle jednoho z navrhti v kapitole 4.1.

lyzat-biotin NHS 1: 4
sérum 1 : 500
konjugat1: 4 Davkovaci schéma:

PBS-TpH | streptavidin
7,4 1 g

| streptavidin | streptavidin
& 5 g 10 g

Obrazek 56: Oveéreni funkcnosti celého sendvice. Metoda Dot-Blot. Vysledny sendvic na
membrané.: streptavidin-biotinylovany lyzat-sérum-konjugat.
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5 ZAVER

Popularita imunochromatografickych testt rok od roku vzristd. Nami navrzeny
imunochromatograficky test by se mohl stat jednim z komeréné dostupnych testi, ktery
by pomohl zjednodusit nejen diagnostiku salmoneldz, ale mohl by slouzit pro priikaz
dalsich protilatek, konkrétné tfidy IgG u pacienti s podezienim na jakékoli infekéni

onemocnéni.

V ramci diplomové prace byly navrzeny a optimalizovany protokoly pro pfipravu
reagencii. Konkrétné konjugéatu specifickych protilatek ttidy 1gG namifenym proti
lidskym imunoglobulinim G s kovalentné navdzanymi zlatymi nanocasticemi
modifikovanymi PEG a lyzatu bakteridlnich bunék Salmonella Enteritidis, jehoz
proteinova slozka byla biotinylovdna. Tyto reagencie jsou pfipraveny k findlni
kompletaci imunochromatografického testu podle ndmi navrZzenych schémat s moznosti

analyzy realnych vzorka. Cile diplomové prace byly splnény.
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