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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na tvorbu imunosorbentu pro izolaci Pentraxinu 3 ze
vzorkt plodové vody. Cilem prace bylo vybrat vhodny nosi¢ magnetickych ¢astic a navazat
na n&j protilatky. Uspé&snost vazby protilatek a izolace antigenu byla ovéfena pomoci SDS-
PAGE elektroforézy.
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TITLE

Preparation of immunosorbent for specific isolation of biomarkers of inflammation
Pentraxin 3 and Interleukin-6 from amniotic fluid.
ANNOTATION

This thesis is focused on preparation of an imunosorbent for isolation of Pentraxin 3
from amniotic fluid samples. Target of this thesis was selected a suitable carrier of magnetic

particles and bind antibodies to it. The binding efficiency and isolation of antigen was verified
by SDS-PAGE electrophoresis.
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UvVOoD

Béhem tehotenstvi se méni slozeni a objem plodové vody. Tyto zmény mohou slouzit
k predikci riznych onemocnéni. Jednim z nejcastéji zkoumanych problémi je piedcasny
porod a piedcasny odtok plodové vody. Béhem poruSeni plodovych membran muze dojit
k infekci plodové vody a ohroZeni Zivota matky ¢i plodu. K poruseni plodovych obalti mize
dojit zanesenim infekce do dé€lohy. N¢které mikrobialni kmeny jsou schopné rozrusit stény

plodovych obald. Nejéastéji se jedna o infekce z urogenitalniho traktu.

Pti podezieni na pied¢asny odtok plodové vody je Zena odvezena do nemocnice, kde
se udéla fada vySetfeni. Po pfedéasném odtoku plodové vody je nutné zjistit, zda se u matky
nerozviji infekce, ktera by ji a plod mohla ohrozit na zivoté. Zékladni slozkou pro tato
vySetfeni je plodova voda. K ziskani plodové vody se nejcastéji pouziva aminocentéza. Jedna
se 0 invazivni zakrok, pii kterém se plodova voda odebere piimo z délohy. Pokud je infekce
prokazana, napf. zvySenou hladinou interleukinu-6 nebo pentraxinu 3, musi lékaf dité co
nejdiive porodit. Pro co nejrychlejsi uréeni zanétlivych parametrd v plodové vodé a vcasné
zachran¢ matky i ditéte, je vyvijen test, ktery by spliioval POCT parametry. Takovyto test by
umozioval provadét analyzu plodové vody vedle lizka pacienta. Test piimo u lizka by snizil
dobu potiebnou pro provedeni analyzy, napf. ¢as nutny k pieneseni vzorku do laboratofe.
Jednoduchost testu by také umoznovala, aby ho mohl provadét proskoleny zdravotnicky

personal. Nebyl by k tomu nutny pracovnik ze zdravotnickych laboratofi.

Existuje nékolik proteind, které slouzi jako identifikacni znaky pro ptedcasny odtok
plodové vody nebo infekci plodové vody. Jednim ztéchto studovanych proteind je
Pentraxin 3. Tento protein se G¢astni zanétlivych stavi v t€le a vyskytuje se tak i v plodové
vodé. Jeho hodnoty v plodové vodé koreluji se zavaznosti onemocnéni. Jeho produkce se

zvys$i pti poskozeni plodovych obalti.

Jedna zvysena hodnota zanétlivého proteinu vSak nemusi znamenat, Zze se jedna o
infekci. Pro jeji prokazani se musi potvrdit pfitomnost vice proteind. V nasem testu by se
meélo jednat o interleukin-6, Pentraxin 3 a kalretikulin. Jedna se o zanétlivé proteiny. Jejich
produkce se zvysi v pfitomnosti zanétu. P¥imo by se jednalo o imunosenzor, ktery by byl

schopen vyvazat pozadované proteiny ze vzorku plodové vody.
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Imunosenzor bude mit podobu tisténé elektrody. Pro co nejlepsi specifitu a senzitivitu
ptipravované¢ho imunosenzoru se vyuziva ROC ktivka. Podle jejiho tvaru a strmosti 1ze urcit,

ktery z parametrti je nutné optimalizovat.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 PLODOVA VODA

Béhem tehotenstvi se v délozni dutiné kolem plodu tvofii tekutina, kterou nazyvame

vvvvvv

nachazi v ptfimém kontaktu s plodem, Ize z ni ziskat Gdaje 0 jeho zdravotnim Stavu.

1.1.1 Fyziologicky stav

Plodova voda obklopuje plod v téle matky. Jeji slozeni a celkovy objem se béhem
celého téhotenstvi méni v odpoveéd’ na zdravotni stav matky a plodu [1]. Na zac¢atku gestace je
jeji objem nékolikanasobné VvEétsi v poméru K velikosti plodu, coz mu zarucuje moznost
pohybu. Ve fyziologickych téhotenstvich objem plodové vody rovnomérné stoupa od prvniho
trimestru az do obdobi 33. tydne téhotenstvi. Nasledné objem plodové vody klesa a v obdobi
porodu jeji objem ¢ini néco okolo 700-800 ml [2]. Nize na Obrazku 1. je vidét ménici Se
objem plodové vody béhem celého téhotenstvi [3]. V patém mésici nastava fyziologicky
polyhydramnion, v némz dojde k nartstu plodové vody az k 2000 ml. Objem plodové vody
v poméru k velikosti plodu je nejvétsi za celé téhotenstvi. Plodova voda se tvori z matciny
plazmy, epitelialniho sekretu plic [4], epitelialniho sekretu traviciho ustroji plodu [5],

z pupecniku a pozd¢ji i fungujicich ledvin plodu [6].

Pro zméteni objemu plodové vody se vyuzivaji razné klinické metody. Prvni z nich je
zobrazovaci metoda sonografie napf. pro uréeni indexu plodové vody (AFI), nebo pro uréeni

vysky sloupce plodové vody (SDP) [5].
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Obrazek 1: Objem plodové vody v zavislosti na ¢ase a délce t¢hotenstvi

Tecky v grafu zobrazuji dvoutydenni intervaly meéreni objemu plodové vody. Percentily jsou spocitiny polynomialni
regresi a zbytkovou smérodatnou odchylkou. \lystinovand oblast prekryva 95 % intervalii spolehlivosti. Pievzato a upraveno

[3].
Fyziologicka plodova voda je lehce zakalena kapalina. Ma mirné vyssi viskozitu a

hustotu nez voda a bod tuhnuti ma lehce pod bodem tuhnuti vody [7].

v

Ziskani vzorku plodové vody se provadi aminocentézou. Jedna Se o nejbézné&jsi invazni
test pouzivany V prenatalni diagnostice [8]. Béhem aminocentézy se jehla zavadi do téla
téhotné Zeny. Pomoci ultrazvuku se vybira misto, kde je nejvétsi vertikalni kapsa plodové
vody. Pokud je to mozné, tak se béhem odbéru jehla vyhne placenté, pokud tak nelze uéinit,
vybira se pro vpich nejtenci misto placenty. Cely zakrok je pak kontrolovan pomoci

ultrazvuku [9]. Odbér plodové vody je znazornén na Obrazku 2.
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Obrazek 2: Odbér plodové vody, prevzato: [10]

1.1.1.1 SlozZeni plodové vody

Plodova voda se sklada z 98-99 % z vody a z fyzikalné chemického hlediska se jedna o
heterogenni systém, ktery kromé rozpusténych latek obsahuje i buiiky plodu. Rozpustnou ¢ast

tvoii organické a anorganické slouéeniny [4].

Anorganicka cast je tvorena extracelularni kapalinou, ktera obsahuje ve vyznamnéjSich
koncentracich sodik, chloridy a oxid uhli¢ity. Minoritnimi prvky pak jsou draslik, vapnik,
hoi¢ik a fosfaty [6, 7]. V ramci organickych latek pfevazuji proteiny, dale glukosa, mocovina,
kreatinin, lipidy, aminokyseliny, elektrolyty, mazek a chloupky lanuga [4].

Proteiny obsazené v plodové vodé jsou nejcastéji produktem amniovych a choriovych
bunék. Proteiny maji rizné funkce, coz je zobrazeno na Obrazku 3 [11]. Hodnoty proteini se
zvySuji do tficatého tydne téhotenstvi. Po tficatém tydnu za¢nou hodnoty proteint klesat.
Stanoveni proteinti v plodové vodé se provadi riznymi metodami. Nejprve se centrifugaci
odstiedi plodova voda a k dalsimu stanoveni se pouzije odstiedény supernatant. Proteiny se

nasledné stanovuji diskovou elektroforézou nebo radialni imunodifuzi [12].
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Bunky obsazené v plodové vodé se podileji na utvaieni plodu a Ize je ziskat centrifugaci
plodové vody. Patii tam napt. progenitorové bunky, adipocyty, osteocyty, endotelialni bunky
a dalsi [13].

Zmény v plodové vodé, lze nejlépe zaznamenat pozorovanim metabolomu, coz je
souhrn vsech latek vzniklych jako produkty metabolismu matky a plodu. Metabolické zmény
ukazuji i na pripadné patofyziologie. Ke sledovani metabolomu plodové vody se pouziva
nuklearni magneticka rezonan¢ni spektrometrie [14]. Mocovina, kreatinin a kyselina mocova
béhem tehotenstvi reflektuji funkci ledvin plodu. Proto se béhem postupujiciho téhotenstvi
jejich koncentrace zvysSuji. Koncentrace aminokyselin a elektrolyti v plodové vodé jsou
stejné jako koncentrace aminokyselin a elektrolyti v plazmé matky. B&hem gestace se
v plodové vodé zvysuje hladina lipidd u donoseného plodu az na 400 mg/l. Hodnoty
sacharidi svou koncentraci odpovidaji poloviénim hodnotam sacharidd v plazmé matky
[7,15].

Signal transduction Cell communication or
% ™ — transport
24%

Metabolism
18%

B Enzyme activity
7 9%

Cell organization
1%

Immune response and
defense related —
25% "\ Cell proliferation

\, 4%

Function not assigned Development or cell
5% differentiation

7%

Obrazek 3 Funkce proteint zastoupenych v plodové vodé b&hem téhotenstvi [11]
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V uvedené Tabulce ¢. 1 je struény pichled latek obsazenych v plodové vodé.

Tabulka 1: Prehled vybranych latek obsazenych v plodové vodé

Koncentra¢ni Obdobi gravidity Metoda stanoveni Prevzato a
rozmezi latky/100 ml upraveno
plodové vody
Albumin 398 + 7,41 mg 1-13 tyden Elektroforeticka separace, [16, 17]
Biuretova metoda
a-1-globulin 6,78 £ 4,56 mg 1-13 tyden Elektroforeticka separace, [17]
Biuretova metoda
a-Fetoprotein 550 ng/ml 27-40 tyden neuvedeno [16, 18]
Alkalicka 20 U/ 35-37 tyden neuvedeno [19]
fosfataza (EC
3.1.3.1)
Betaglobuliny 40,5+ 3,42 mg 1-13 tyden Elektroforeticka separace, [17]
Biuretova metoda
Dehydrogenaza | 135 U/I 35-37 tyden neuvedeno [19]
kyseliny mlé¢né
(EC1.1.1.27)
Estradiol 1,2-3,0 ng/ml 12 tyden neuvedeno [20]
Estriol 86-145 ng/ml Pted 33. tydnem neuvedeno [20]
559-881 ng/ml V terminu
Estron 2,5-4,4 ng/ml 12 tyden neuvedeno [20]
Fibronectin 67 =9 pg/ml 14-26 tyden Inhibiéni radioimunoanalyza | [16]
Gammaglobulin | 2,45+ 2,85 mg 1-13 tyden Elektroforeticka separace, [17]
Biuretova metoda
Glukosa 24 + 11 mg/dl 38,5+ 0,9 tyden Modifikace spojené [21]
enzymatické metody dle
Sleina
IgG 41 £44 mg + 16-20 tyden Radialni imunodifuze [22]

smérodatna odchylka
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IgM 0,3+0,4mg+ 16-20 tyden Hemaglutina¢ni test [22]
smérodatna odchylka
Kreatinin 1,3-2,78 mg Zvysuje se po celou | Jaffova reakce [23, 24]
délku tehotenstvi
Kreatinkinaza 6 U/l 38-40 tyden neuvedeno [19]
(EC 2.7.3.2)
Kysela fosfataza | 3 U/l 38-40 tyden neuvedeno [19]
(EC3.1.3.2)
Lidsky rastovy | 10ng 20 tyden neuvedeno [20]
hormon
30ng/mi V terminu
Mocova 8,5 mg 38 tyden neuvedeno [23]
kyselina
Mocovina 12,0-25,2 mg Narust po celou neuvedeno [24]
délku teéhotenstvi
Progesteron 55 ng/ml 14 tyden Test pro vazbu bilkovin [20]
26 ng/ml V terminu
Prolactin 2,3 pg/ml 20 tyden Radiocimunoanalyza [21, 26,
27]
Prolaktin 10,000 ng/ml 1-13 tyden neuvedeno [20]
1.2 Patofyziologie plodové vody
Nejcastéjsim znakem patofyziologie plodové vody je zména celkového objemu. Na
konci fyziologického téhotenstvi (40. tyden) cini jeji objem néco okolo 1000 ml. Voda je

kontinualné tvorena po celou dobu gestace. Jeji objem se mize ménit, jak ji plod polyka ¢i

Mrve

nasledn¢ vylucuje moci. Diky tomu lze urcit nékteré mozné pri¢iny zmény objemu plodové

vody [28].

Zmény ve slozeni plodové vody muze vyvolat i Spatny zdravotni stav matky, napft.

infekce z urogenitalniho traktu. Tato infekce muze vést az k pred¢asnému odtoku plodové

vody.
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1.2.1 Polyhydramnion

Terminem polyhydramnion oznacujeme nadmérné mnozstvi plodové vody. Obvykle je
to projev naruseni vyvoje plodu. Béhem polyhydramnionu piekro¢i objem plodové vody
hranici 2000 ml. Ve vice nez poloviné piipadi byva polyhydramnion idiopaticky a vede
k porodu zdravého ditéte [29]. V ptipadé, Ze se jedna o vazny polyhydramnion jsou anomalie
plodu ptitomny az u 91 % ptipadi. U mirného polyhydramnionu tato hodnota klesne az k
17 %. Piic¢inou polyhydramnionu mohou byt fetalni malformace a genetické anomalie, mat¢in
diabetes mellitus, mnohocetné t&hotenstvi, fetalni anémie nebo jiné pficiny, jako virova

infekce, nervosvalova porucha [30, 31], nebo bakterialni infekce, napi. cytomegalovirus [32].

Pritomnost polyhydramnionu se zjist'uje velikosti AF1. Kdyz piekroc¢i 24 cm, jedna se o

polyhydramnion. Mé&fi se dvoudimenzionalnim ultrazvukem [33].

1.2.2 Oligohydramnion

Terminem oligohydramnion oznacujeme nedostatecné mnozstvi plodové vody. Jeho
pfi¢inou mize byt matcina vazokonstrikce, ktera zapiic¢ini mensi pritok krve mezi délohou a
placentou, nebo snizena tvorba moci plodu. Mize k nému dojit i odtokem plodové vody.
Oligohydramnion muize signalizovat komplikace v téhotenstvi a zvysuje riziko fetalnich
malformaci. Muze nastat i stav, kdy plodova voda prakticky chybi, ten se pak nazyva
anhydramnion [34, 35]. Pro spravny vyvoj plic plodu je dulezity dostatek plodové vody.
Pokud plod trpi oligo- nebo anhydramnionem, nemusi dojit ke spravnému vyvinuti plic. Oba

piipady jsou také ¢astym jevem u vrozenych vyvojovych vad ledvin a mocovych cest [36].
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1.2 INFEKCE A PREDCASNY ODTOK PLODOVE VODY

Plodova voda spolu s plodovymi obaly ochranuje plod proti vnéjsim infekcim. Béhem
fyziologického tc¢hotenstvi dojde k poruseni blan a odtoku plodové vody az v prvni dobé
porodni. Za patologii se povazuje odtok plodové vody pied prvni dobou porodni. Pak se jedna
0 piedcasny odtok plodové vody (dale jen PROM) [37]. K PROM miuze dojit nasledkem
infekce plodové vody. K zaneseni infekce vSak mutize dojit az po PROM. V dalsich piipadech
mize PROM nastat nasledkem odtrzeni placenty, nadmérné degradaci kolagenu, lokalnimi

defekty membrany nebo pied¢asné naprogramovanou smrti bunék v plodové vodé [38].

Samotné plodové obaly jsou slozeny z péti vrstev a neobsahuji cévy ani nervova
zakonc¢eni. Amniotické buniky produkuji kolagen typu Il a IV a nekolagenni glykoproteiny,
které tvori zaklady plodovych obali. Sténa plodovych obalt se s postupujicim téhotenstvim
ztencuje. Pii vystaveni plodové vody infekci, dochazi ke zvySené aktivité matrixové
metaloproteazy. Dojde k degradaci extracelularni matrix a naruSeni plodového obalu.
K degradaci fibrilarni kolagenové sité dochazi v misté s vyraznymi morfologickymi zménami.
Pro tuto oblast je charakteristicky otok a narusena fibrilarni sit' v kompaktnich,
fibroblastovych a houbovitych vrstvach stény obalu. Tyto zmény se neprojevi v celé zoné

praskliny, ale mtizou naznacovat misto za¢inajici ruptury [39].

Kinfekci plodové vody dochazi nejcastéji bakterialnimi kmeny: Ureaplasma
urealyticum, Mycoplasma. Hominis [40], Bakteroides fragilis a Fusobacterium sp.[41]
Lactobacillus sp., Peptostreptococcus sp., G. Vaginalis [42],. VSechny kmeny se vyskytu;ji
Vv urogenitalnim traktu Zeny. Piedpoklada se, Ze infekce postupuje z urogenitalniho traktu
smérem k dé€loze a pronikd ptes placentarni bariéru. K postupu infekce muze dojit diky
predcasné cervikalni dilataci. Plodové obaly jsou vystaveny infekci z dolniho urogenitalniho
traktu zeny [41].

Hlen d€lozniho kréku tvoii hlenovou zatku, ktera zabranuje proniknuti bakterialni
infekce do amniové dutiny. Hlen je slozen hlavné z mucint, které tvoii zaklad hlenové zatky.
Muciny jsou produkovany sekre¢nimi buitkami délozniho krcku. Muciny funguji jako ligandy
a vazou na sebe ruzné biologicky dulezité molekuly, napt. cytokiny nebo zbytky kyseliny
sialové [43]. Proteinova ¢ast mucinu obsahuje opakujici se domény, bohaté na serinové a
threoninové zbytky. Zbytky jsou navazany pies O-glykosidickou vazbu k uhlovodikim
véetné kyseliny sialové a N-acetylglykosylaminu [44]. Svou strukturou muciny funguji, jako

molekulové sito. Zachytem bakterii tak zabranuji infekci z dolniho urogenitalniho traktu [43].
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Dalsi obrannym mechanismem je fada antibakterialnich proteint vyskytujicich se v hlenové

zatce, napt. lysozym, laktoferin, kalprotein [45].

Pies tuto bariéru se dokazi dostat bakterie produkujici mucinazy. Enzymovym
rozkladem hlenu se zvysuji jejich virulence. Sialidazy, znamé i jako neuroaminidazy [46]
patii K tém vyznamnéj$im enzymum. Odstranuji koncové zbytky kyseliny sialové v riznych
sialoglykokonjugovanych uhlovodikovych fetézcich. Odstranéni zbytki Kyseliny sialové vede
ke ztrat¢ negativniho naboje proteinu, coz muze vést ke snizeni elasticity a viskozity hlenu
[47].

Infekce plodové vody je také uzce spojena se zanétem plodu [38]. Infekce se mize
prenaset pres placentu, krvi, zpétnym S$ifenim z peritonealni dutiny vejcovody, nebo

latrogennim zanesenim infekce pii aminocentéze, nebo kordocentéze [48].

1.2.1 Diagnostika pired¢asného odtoku plodové vody

V uréeni PROM u téhotné Zeny hraje roli nékolik faktori. Vysetieni 1ékafem, celkovy
zdravotni stav a jednoduché testovani. Pro diagnostiku PROM se pouzivaji rizné testy.
Kombinace nitrazinového a ferningového testu ma pii diagnostice PROM nejvétsi aspésnost
[38]. Dalsim testem pro diagnostiku PROM je Klinické vysetieni, zkouska Temesvaryho
¢inidlem, stanoveni pH, ultrazvukové vysetieni, Inlab prouzek PROM a dalsi [49]. Nékteré ze
zakladnich testd pro urc¢eni PROM jsou popsany nize. Kromé téchto testu je také dulezité
Kultivaéni vySetieni (stér z délozniho hrdla, nebo pochvy), stanoveni poctu leukocytt, CPR a
vySetieni plodové vody na pritomnost bakterii [15]. V poslednich letech se vyvijeji dalsi
metody pro urc¢eni PROM, jednou znich je napiiklad uréeni biomarkert proteomickou

analyzou plodové vody [50].

Test Temesvaryho ¢inidlem je zalozen na barevném piechodu bromthymolu pii zméné
pH. Roztok indikuje zménu z kyselého prostiedi pochvy na zasadité vlivem odtoku plodové
vody (z oranzové barvy na modrou). Falesny vysledek muze zpusobit pfitomnost krve,

spermatu, alkalickych antiseptik, alkalické moc¢i, mydla nebo bakterialni vaginozy [39, 49].

Metoda pH indikacnim papirkem je orienta¢ni. pH pochvy je kyselé (4,5 -6,0) a pH
plodové vody zasadité (7,1 - 7,3). Sleduje se zména barvy [49, 51].

25



Nitrazinovy test se provadi zavedenim sterilniho tamponu do okoli vaginalniho formixu
(oblast okolo de¢lozniho c¢ipku). Tampon je napustén nitrazinovym barvivem zluté barvy.
Pokud tampon zmodra, povazuje se to za pozitivni vysledek (PROM). Ostatni barvy znaci
negativni vysledek [51]. Negativni vysledek je zptisoben stejnymi latkami jako u testu

Temesvaryho Cinidlem.

PROM test je zalozeny na vysoce specifickych monoklonalnich protilatkach, které
vazou IGFBP-1. IGFBP-1 je protein pfitomny béhem téhotenstvi v plodové vodé. Produkuji
ho decidualni bunky. Za fyziologickych podminek se IGFBP-1 v pochvé nenachazi. Pii
poruseni plodovych obalt prosakuje plodova voda do pochvy. Poruseni plodovych obali

umozni téct plodové vodé do pochvy, kde je pak mozné detekovat IGFBP-1 [52].

Pti Ferningové testu se sterilnim tamponem odebere stér z vaginalniho formixu. Stér se
nanese na sklenéné podlozni sklicko ve formé tenkého natéru. Vzorek se pak zkouma pod
mikroskopem 0 nizkém vykonu (objektivy se zvétSenim 4x nebo 10x) a sleduje se
krystalizace plodové vody. Pokud vznikne vzor ptipominajici svym tvarem list kapradiny, je

vzorek povazovan za PROM pozitivni [51].

V nasledujici Tabulce ¢. 2 je kratky piehled neinvazivnich testit PROM:

Tabulka 2: Prehled neinvazivnich testi pouzivanych k diagnéze PROM, Ptevzato a upraveno: [52]

Nazev testu Sledovana latka/velicina Rozmezi hodnot
Nitrazinovy test pH Pozitivni/negativni
ROM Check® AFP > 30 pg/l
PROM-TEST® IGFBO-1 > 3 pg/l

Lac test Laktat > 4,5 mmol/l
AmniSure® ROM test PAMG-1 > 5,0 ng/ml
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1.3 PENTRAXIN 3

Pentraxin 3, zkracené PTX3, patii do superrodiny pentraxind. Jak jejich nazev napovida
jedna se o proteiny s charakteristickou pentamerickou paprskovitou strukturou, ktera béhem

evoluce nepodléhala zménam [53].

1.3.1 Superrodina pentraxint

Rodina pentraxini se déli do dvou podskupin, na kratké a dlouhé pentraxiny. Obé
podskupiny maji C-koncovou doménu s charakteristickou sekvenci osmi aminokyselin,
znamou jako pentraxinova znacka, nize na Obrazku 4. Na rozdil od kratkych pentraxing,
dlouhé pentraxiny maji navic N-koncovou doménu navazanou na C-koncovou doménu.
Kratké pentraxiny maji hmotnost okolo 25 kDa a jsou tvoifeny péti nebo deseti podjednotkami
slozenymi do pentametru. Klasickym zastupcem kratkych pentraxint je C-reaktivni protein
(CRP) a sérovy amyloid P (SAP). Jedna se o proteiny akutni faze. Tvoii je jatra jako odpoveéd
na zanétlivé faktory, hlavné Interleukin-6 [54, 55, 56]. CRP je tvoien 5-ti neglykosylovanymi
podjednotkami, jejichz kvartérni struktura je stabilizovana disulfidickymi vazbami (Cys36-
Cys97). SAP ma stejnou strukturu jako CRP [56].

PTX3 byl spolu s dalsimi dlouhymi pentraxiny objeven v 90. letech minulého stoleti.
Jednalo se o indukovatelné geny nebo molekuly sexpresi na uritych tkanich. Dlouhé
pentraxiny se od kratkych pentraxini li§i Svou genovou organizaci, umisténim na
chromozomu, bunéénymi zdroji, schopnosti indukovat stimuly a rozpoznavat ligandy. K
dlouhym pentraxintim patéi kromé PTX3 i neuralni PTX1, neuralni PTX2, XL-PXN1 a

receptory pro neuralni pentraxiny [56, 58].
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Obrazek 4: Schématické zobrazeni pentraxinové superrodiny.

Kratké a dlouhé pentraxiny maji stejnou C-koncovou doménu, ale rozdilnou N-koncovou doménu. Pentraxinova
znacka HXCXSX/ITWXS je zvyraznéna cerné, prevzato z [54]

1.3.2 Struktura a charakterizace PTX3

Pentraxin 3 je znam i pod nazvem Faktor nadorové nekrozy indukovatelny proteinem
genu 14, TSG-14. Poprvé byl PTX3 identifikovan ve vaskularnich endotelovych bunkach a
monocytech jako ¢asny indukovany gen. PTX3 byl produkovan monocyty jako odpovéd’ na
prozanétlivé cytokiny II-1B a tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a). Jeho tvorbu stimuluji také
mikrobialni ¢asti, véetné lipopolysacharidi a vnéjSich membranovych proteinti [58]. Na

Obrazku 5 je uvedena 3D struktura.
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Obrazek 5: 3D modelova struktura PTX3, pfevzato a upraveno: [59]
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Gen pro lidsky PTX3 se nachazi na tfetim chromozomu, prouzek 25g. Gen kodujici
protein PTX3 je sloZzen ze tfi exont. Prvni exon saha od 5" konce k 197 nukleotidu, druhy
exon je umistén od 198 do 599 nukleotidu a posledni exon za¢ina na 600 nukleotidu az
ke 3’konci. Prvni a druhy exon koduji signalni peptid a N-koncovou doménu. Treti exon
koéduje C-koncovou doménu, na které se nachazi pentraxinova znacka HXCxS/TWxS [55],
[54]. Na C-koncové doméné se nachazi misto pro glykosylaci, konkrétné je to na Asn 220,
nize na Obrazku 6 a Obrazku 8. Pres N-glykosylaci se zde vazou fukosylované a sialované

oligosacharidy [57].

\/ Y 318
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Obrazek 6: Linearni a oktamerova struktura PTX3, ptevzato [60]

Na pravé casti obrdzku je zobrazena oktamerova struktura pentraxinu 3, v levé casti je zobrazeno linedrni
schéma proteinu pentraxinu 3 s vyznacenymi misty disulfidickych vazeb, mistem N-glykosylace a pentraxinové
znacky, prevzato z [60].

Samotny PTX3 je glykoprotein skladajici se z 381 aminokyselin a majici molekulovou
hmotnost 41 976 Da [61]. N-koncovou doménu tvoii 178 aminokyselin a C-koncovou
doménu tvoii 203 aminokyselin. Sekundarni struktura proteinu N-konce je tvorena ¢tyfmi a-
helixy spojenymi kratkymi smyckami. Smycky pomahaji stabilizovat helikalni strukturu.
C-konec proteinu tvoii hydrofobni jadro. Je sestaveno ze dvou antiparalelnich B-skladanych
listd s kovalentnimi vazbami mezi cystidinovymi zbytky a jedné a-helix, nize na Obrazku 8
[53].

PTX3 tvofi multimerni glykoprotein osmi identickych protomert sestavenych do
podoby podlouhlého oktameru, nize na Obrazku 6 [62]. Cysteinové zbytky umisténé
v N-koncové doméng, tvaruji protein pomoci disulfidickych vazeb do podoby tetrameru.
Nejprve Cys*-Cys*’ a Cys*-Cys* vazby stabilizuji proteiny ve tvaru dimeru. Dimery se
spoji do tetrameru pomoci Cys'®-Cys!® vazby. Naslednd jsou tetramery spojeny pies

disulfidicky mastek na Cys®'’ a Cys®® do oktameru. Disulfidické vazby jsou ukazany na
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Obrazku 7. Tvar oktameru je zajistén vnitinimi a vnéjsimi disulfidickymi muastky mezi Cys

317

a Cys®®. Funkéni forma proteinu obsahuje az Sest Cys78-Cys317818 mezi-tetézcovych
disulfidickych mastka [63].

Obrazek 7: Pozice disulfidickych mustka v ramei oktamerni struktury pentraxinu 3, pievzato z [63]

N-terminal domain

C-terminal domain

Obrazek 8: Strukturni model sekundarni struktury PTX3, ptevzato z [53]

Jak je jiz vySe uvedeno PTX3 se exprimuje na vaskularnich endotelovych buikach a

monocytech. Po stimulaci je PTX3 také produkovan myeloidnimi dendritickymi bunikami
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[58], makrofagy, epitelovymi buiikami [64.], ledvinami, synovialnimi buitkami, chondrocyty,
adipocyty [60], gliovymi bunkami, fibroblasty. PTX3 je produkovan i bez stimulace
zanétlivymi faktory, a to lymfatickymi endotelidlnimi bunkami [65]. PTX3 Ize najit ve

specifickych granulach zralych neutrofila [64].

1.3.3 PTX3, zanétlivé podnéty a komplement

Za fyziologického stavu je hladina PTX3 v séru a tkanich velmi nizka. Pii napadeni téla
zanétem mohou jeho hladiny stoupat z 2 ng/ml az na 200-800 ng/ml [53]. Hodnota byla
zjisténa metodou sendvicovou enzymovou imunosorbentni analyzou (ELISA) [66]. ZvySené
hladiny PTX3 v séru byly zaznamenany u kardiovaskularnich onemocnénich, akutniho stadia
infarktu myokardu, riznych zilnich onemocnénich, autoimunitnich onemocnéni, revmatoidni
artritidé a dalsi fad¢ infekenich chorob. Zvysené hodnoty se také vyskytuji u preeklampsie
[53]. Snizené hodnoty mohou ukazovat na aterosklerézu nebo Zzilni zanéty [67]. Nedostatek
PTX3 nezhorsi odolnost hostitele vuci bakteridlnim patogentim. Dulezitost PTX3 pii
obrannych mechanismech potvrzuji dvé véci. Prvni je, ze vrozené imunitni buiiky produkuji
vysoké hladiny PTX3 po stimulaci prozanétlivymi signaly nebo zapojenim TLR. Zadruhé
neutrofily pfedstavuji zasobarnu proteinu pro okamzité pouziti ptfi rozpoznani mikrobialni
infekce [64].

PXT3 se ucastni regulace zanétlivych odpovédi pies rizné mechanismy. Jednim z nich
je vazba na P-selektin. Funkéni vyznam této vazby byl analyzovan in vivo na modelu
leukocytového naboru. Pleuralni model leukocytového naboru se zavislosti na P-selektinu byl
blokovan PTX3. K blokaci doslo ¢asnou akumulaci neutrofili reagujicich na zanétlivé
podnéty [68]. Dalsi mechanismem zapojeni PTX3 do regulace zanétu jsou endotelialni bunky
a bunky hladkého svalstva. Buiniky uvolnuji PTX3 u zanétlivych reakci s oxidovanymi

lipoproteiny o nizké hustoté (ox-LDL) [69].

Zakladni funkci pentraxint je ovliviiovani funkce komplementu. Vzajemna interakce
mezi C1lq a PTX3 ovliviiuje funkce komplementu na raznych arovnich [70]. Clq je jednim
z prvnich ligandt, ktery byl pro PTX3 identifikovan. Vazba dlouhého pentraxinu PTX3 se od
vazby kratkych pentraxinu lisi. PTX3 pro vazbu na C1qg nepotiebuje agregaci proteinu nebo
piitomnost Ca* iontil. Za tuto vazbu je zodpovédna oblast glykosylace na C-koncové doméng
PTX3 [57]. Vazba probiha na globularni hlavé Clq. Pro interakci je dilezity Lys170 na C
fetézci Clq nebo Tyrl75 na B fetézci, pokud dojde k substituci téchto dvou aminokyselin

vede to ke snizeni vaznosti 0 40-50 % [71].
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Zda dojde k aktivaci nebo inhibici komplementu Pentraxinem 3, zalezi na prostredi
reakce. Ob¢ slozky jsou produkovany dendritickymi burikami a operuji v mistech zanétu [72].
Klasicka kaskada komplementu se aktivovala in vitro. PTX3 zde interagoval s povrchoveé
imobilizovanym C1q [70] a doslo k depozici C3 a C4 [71]. Inhibice komplementu nastava
v tekuté fazi [57]. Interakce s Clg a nasledna aktivace komplementu zavisi na rozsahu
glykosylace PTX3. Odstranéni kyseliny sialové nebo uplna deglykosylace proteinu vyznamné

zvysuje jeho vazbu na C1q [65].

PTX3 ovliviyje alternativni cestu komplementu. PTX3 se vaze na faktor H (FH), coz je
regulator alternativni drahy. FH se vaze na C3b a inhibuje vazbu faktoru B na C3b. HF
funguje jako kofaktor pro faktor I, umoziuje $tépeni C3b na iC3b a urychluje rozpad C3bBb,
nize na Obrazku 9 [72].

-ﬁﬁg‘ ) Decay of C3bBb by
; fH

v S
{ .

FactorD

3 Factor |

Fluid phas Factor B

c3t ?&’ 5 l
S % ~ % E % li ..

C3b C3b
C3bBb + fH iC3b

fH acts as a

Cell Surface cofactor for factor |

Obrazek 9: llustrace chovani faktoru H, prevzato z [72]

Treti cesta, kterou PTX3 ovliviiuje komplement, je lektinova cesta. PTX3 interaguje s
ficolin-1, ficolin-2 nebo lektin vazajici manozou (MBL), prehled interakci na Obrazku 10.
Tyto interakce zvysuji vyskyt MBL a ficolin-2 na povrchu Aspergillus fumigatus a Candida
albicans [73]. MBL s PTX3 tvoii vazbu za piitomnosti Ca?*. Ficolin-1 a ficolin-2 se na PTX3
vazou pies své fibrinogen-vazajici domény. Reakce se ucastni i Ca®* ionty [74]. Ficolin-1 se
také vaze na zbytky kyseliny sialové. Zbytky kyseliny sialové jsou ptipojené na cukry, které
jsou kPTX3 ptipojeny pies N-glykosylaci [75]. Ficolin-1 se vyskytuje na povrchu
apoptickych bunék. Jeho vazba s PTX3 tak podporuje fagocytozu apoptickych bunék [76].
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Obrazek 10: Pentraxin 3 v komplementové kaskadé z [71]

non-activator surfaces

Clg i PTX3 jsou produkovany nezralymi dendritickymi bunkami. Jejich vazba na
apoptické bunky probiha podle podobné kinetiky, ale na jinych vazebnych mistech. Vazba,
vytvorena mezi PTX3/C1lqg a bunéénou membranou apoptické buiiky je stabilni. Po inkubaci
apoptickych bunék s PTX3 se Clg a C3 ukladaly na jejich povrch. Naopak v tekuté fazi je
ukladani C1q a C3 na povrch apoptickych bunék ptitomnosti PTX3 snizeno. Pfitomnost
PTX3 za asistence dendritickych bun¢k, snizuje Clq zprostiedkovanou fagocytozu
apoptickych bunek [70].

1.3.3.1 Ligandy PTX3

PTX3 je schopen, stejné jako CRP a SAP, interagovat s riznymi ligandy, piehled
ligandl je na Obrazku 11. Prvnim a nejlépe popsanym ligandem je komplementova slozka
Clq. Dalsim ligandem je faktor H. Mechanismus vazby mezi PTX3 a C1q a PTX3 s faktorem
H je uveden v ptedchozi kapitole [70].
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Obrazek 11: Ligandy Pentraxinu 3 pievzato a upraveno z [65]

Apoptické buriky

cey

Neutrofily jsou kratce zijici bunky, které samovolné podléhaji apoptoze. Ve stadiu
pozdnich apoptickych neutrofilti se na jejich povrchu exprimuje endogenni PTX3 a podili se
tak na jejich pohlceni makrofagem [77]. PTX3 exprimuji i pozdné apoptické makrofagy.
PTX3 tak napomaha jejich odstrafiovani sousednimi fagocyty. Exprese vazebnych mist PTX3
nastava v pozdnim apoptickém procesu po expozici fosfotidylserinu, rozpoznaného
annexinem V a 2-GPI [78].

Fibroblastovy ristovy faktor 2

Fibroblastovy rastovy faktor-2 (FGF-2) ma fadu funkci ovlivigjici rizné tkané. FGF-2
interakci s buitkami muze vyvolat expresi nebo aktivaci molekul pro regulaci bunééné
proliferace [79]. Oblast s nejvétsim uplatnénim pro FGF-2 je cévni endotel. FGF-2 je hlavni
spousté¢ bunééné proliferace, chemotaxe a produkce proteini v endotelovych bufikach [65].
FGF-2 puasobi na proliferaci nervové tkané. Predpoklada se, ze FGF-2 blokuje apoptozu
nervovych bun¢k [80] a neuralni tkané mohou regulovat jeho expresi [81].

Zadny jiny ¢len z fibroblastickych riistovych faktort netvoii s PTX3 vazbu, pouze FGF-
2 [82]. PTX3 inhibuje angiologickou aktivitu, vyvijenou FGF-2 na endotelové bunky. PTX3
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také potlacuje aktivaci hladkého svalstva zptusobenou FGF-2. Na rozdil od liganda
z komplementové kaskady, se FGF-2 vaze na N-konec PTX3, nize na Obrazku 12. Tuto
vazbu potvrzuje nékolik experimentd, kde CRP a SAP byly neschopni vazby s FGF-2, i kdyz
maji stejnou sekvenci C-koncové domény. Dalsim piikladem je, Ze rekombinantni N-konec
PTX3 svou vazbou na imobilizovany FGF-2, zabranuje PTX3/FGF-2 interakci a inhibuje
aktivitu FGF-2 v endotelovych bunkach [83].

FGF2 binding domain

PTX3(97-110) HxCxS/TWxS
v v
<+ N-terminus —pe— C-terminus —»

Obrazek 12: Doména pro vazbu fibroblastového ristového faktoru na Pentraxinu 3, pfevzato a upraveno z [84]

FGF-2 pusobi na cilové bunky interakci s vysoce afinitnim receptorem fibroblastického
rastového faktoru (FGFR) a nizko afinitnim heparansulfat proteoglykanem (HSPG) tvorbou
tiislozkového komplexu HSPG/FGF-2/FGFR. Vazba mezi PTX3 a FGF-2 zabranuje tvorbé
tohoto komplexu [84]. Studie naznacuji, ze PTX3 vazany na FGF-2 vytvaii sterickou zabranu
pro navazani dalsich molekul [82]. Samotny oktamer PTX3 dokaze navazat jen dvé molekuly
FGF-2 misto predpokladanych osmi molekul [85]. V poruSenych cévach je inhibi¢ni
schopnost PTX3 narusena. To je zpusobeno zvysenou produkci fibroblastového ristového
faktoru 9 (FGF-9). FGF-9 se zacne vazat na FGF-2 a PTX3 jej tak nemtze inhibovat. Dalsi
molekulou schopnou branit PTX3 vazbé na FGF-2 je faktor nadorové nekrozy indukovatelny
proteinem genu 6 (TSG-6). TSG-6 vaze PTX3 a zabranuje tak jeho interakci s FGF-2, u které
PTX3 zptasobuje inhibici. Schéma inhibice je na Obrazku 13 [86].
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Obrazek 13: Aktivace a inhibice komplexu Pentraxin 3/fibroblasticky rastovy faktor 2, prevzato z [86]

P-selektin

Tento protein patii k selektinim, coz jsou molekuly zprostredkovavajici adhezivni
interakce mezi endotelem, leukocyty a krevnimi destickami [87]. Jedna se 0 integralni
membranovy protein nachazejici se v granulich krevnich desti¢ek a ve Weibel-Paladeho
granulich endotelovych bunék. Po stimulaci téchto bunék agonistou (napt. trombinem) je
P-selektin exprimovan na plasmatické membrané [88]. P-selektin je povazovan za stézejni
faktor pii zahajeni adheze leukocyti a endotelovych bunék [86]. P-selektin podporuje
usazovani a pohyb leukocytu v reakci na zanétlivé signaly. P-selektin interaguje se svym
protireceptorem P-selektinovym glykoproteinovym ligandem-1 nachazejicim se na
mikroklcich leukocytd [89]. Na zakladé téchto informaci se piedpoklada, ze P-selektin je
zapojen do vzniku aterosklerézy [90] a tvorbé zanétu pii akutnim infarktu myokardu [65].

Za vazbu P-selektinu na neutrofily je zodpovédny glykoproteinovy ligand P-selektinu-1
(PSGL-1). PSGL-1 je homodimer sdvéma podjednotkami propojenymi disulfidickymi
mistky. Vazba PSGL-1 na P-selektin je specificka a zavisla na Ca?* iontech. Biochemicka
analyza ukazuje, ze jde o tézce Sialovany glykoprotein. Na PSGL-1 je vazan jeden ¢i vice
N-glykani, n¢kolik O-vazanych oligosacharida a sialovany Lewis X (sLeX) [91]. Pro vazbu

P-selektinu na PSGL-1 jsou vyuzity pouze O-vazané oligosacharidy [92].

Vazba PTX3 na P-selektin je kompetitivni, zabranuje vazbé P-selektinu na jeho

specificky receptor [86]. Vazba P-selektinu probiha pies N-glykosidové skupiny na
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C-koncové doméng PTX3 [93]. Tato vazba inhibuje valivy pohyb leukocytu po endotelu [65].
Exogenné a endogenné uvolnény PTX3 pisobi svou vazbou na P-selektin jako negativni
regulator zpétné vazby a zpisobuje endotelovou dysfunkci [86]. Pusobi jako prevence

nadmérného naboru neutrofili zavislych na P-selektinu [93].

Lidsky, purifikovany PTX3 ma desetkrat silngjsi vazbu na P-selektin, nez
rekombinantni PTX3. Tento rozdil je pravdépodobné zpusoben rozdilnou glykosylaci PTX3.
U PTX3 zraznych zdroji byly pozorovany rozdily v bi-, tri- a tertra-anterarnich

glykosylovanych strukturach, stejné jako u rizné sialovanych oligosacharidu [68].

Faktor nadorové nekrozy indukovatelny proteinem genu 6

Faktor nadorové nekrozy indukovatelny proteinem genu 6, zkracené TSG-6, je maly
protein tvofeny dvéma modularnimi doménami. TSG-6 ma pies svou velikost velké mnozstvi
funkci, napt. formovani funkce imunitnich a stromalnich bunék, nebo ptispiva k tvarovani,
fungovani a remodelaci extracelularni matrix [91], jako je napt. glykosaminoglykan kyselina
hyaluronova (HA), chondroitin-4-sulfat (C4S) a dalsi [94]. Piehled je na Obrazku 14. Exprese
genu TSG-6 je ptisné kontrolovana prozanétlivymi cytokiny TNF a IL-1 [95]. TSG-6 neni
primarné ptitomen ve zdravych tkanich. Za¢ne byt produkovan az jako odpovéd’ na zanétlivé
podnéty a zanétu podobné mechanismy. Do téchto mechanismu patii ovulace, nebo cervikalni

rrrrr

[91].

PTX3 a TSG-6 se podileji na vyvoji zanétu. Rychlost dostupnosti PTX3 miize ovlivnit
odpovéd organismu na zanétlivy podnét. TSG-6 svym plsobenim v misté¢ zanétu mulze

ovlivnit pohyb neutrofilti a pfipadné zabranit poskozeni tkané [95].
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Obrazek 14: Faktor nadorové nekrdzy-indukovatelny proteinem genu 6 a jeho vazba na ligandy, pievzato z [96]

Pfed ovulaci je TSG-6 syntetizovan ve vajeéniku, kde se spolu s HA a inter-o-
inhibitorem (Ial) stava soucasti zvétSujici se viskoelastické matrice, ktera obklopuje oocyt
pted jeho uvolnénim z ovarialniho folikulu. Pfedpoklada se, ze PTX3 se vaze na TSG-6a lal
a vytvaii spolu komplex, ktery podporuje sitovani HA [97]. Ve skute¢nosti se ale PTX3 na
TSG-6 v matrici nevaze a nevaze se ani na HA. Pro vazbu je nejprve nutna interakce
PTX3/TSG-6/lal nebo PTX3/lal a nasledné pak s TSG-6/HA [98]. VSechny tii molekuly maji
Klicovou roli ve strukturalni organizaci extracelularni matrix cumulu oophoru, jenz je
nezbytny pro in vivo oplodnéni. Pokud né&jaka z téchto molekul neni ptitomna v dostate¢ném
mnozstvi, mize to zplsobit poSkozeni a nestabilitu zvétsujiciho se cumulu oophoru.
Nestabilita cumulu oophoru vede k jeho rozpadu vlivem mechanického namahani [97].

Poskozeni pak mize vést k subfertilit¢ nebo sterilité [99].

Bakterie, viry a plisné

PTX3 se vaze na specifické patogeny, jako jsou bakterie, viry a plisng, nize na Obrazku
15. Vazba patogent PTX3 probiha diky receptorim rozpoznavani vzorid (PRRS) [58]. PTX3
miZze svou vazbou na patogen zesilit zanétlivou reakci. Takto zesilena reakce byla potvrzena
u interakce mezi PTX3 a proteinem A vn¢jsi membrany K. pneumoniae (KpOmpA) [65].
PTX3 pisobi jako opsonin a urychluje pohlcovani bakterii, nebo zrani neutrofilnich
fagozomu. Nizké hladiny PTX3 vedly k dlouhodobé neschopnosti kontroly Sifeni infekce
[100].
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PTX3 je predmétem riznych studiich, kde se sleduje jeho pusobeni na ruzné
mikrobialni kmeny. Ve studii zaméiené na jeho vztah se Shigella, sledovali u infikovanych
mysi plicni infekci. Shigella navazana na PTX3 nebyla schopna kontaktu s hostitelskou
bunikou. Podobné chovani zapficinuji i protilatky, které se vazi na povrch Shigella a
podporujici tak jeji fagocytozu. PTX3 tak funguje jako ante-protilatky a pii nizkych

koncentracich zvysuje uc¢innost komplementu [101].

Se zaméfenim na infekéni onemocnéni v lidském organismu lze PTX3 vyuzit jako
biomarker zavaznosti onemocnéni. PTX3 se ucastni zanétlivého procesu zpisobenym
nékolika mikrobialnimi kmeny, napi. Aspergillus fumigatus [102], Pseudomonas aeruginosa
[103], Klebsiella pneumoniae [104], Neisseria meningitidis [105]. Vysoké hladiny PTX3 m¢li
pacienti s tézkou sepsi ¢i bakteriémii. Ve srovnani s CRP pusobil PTX3 jako specifi¢téjsi
prognosticky identifikaéni znak [106]. Kromé téchto onemocnéni je PTX3 moznym
identifikacnim znakem u pacientti s horeckou na pohotovostnim oddéleni pro urceni
bakteriémie a akutniho méstnavého srde¢niho selhani [107]. Avsak vysoka hladina PTX3
neznamena, ze se jedna o bakterialni infekci. PTX3 neni specifickym identifikaénim znakem
pro tato onemocnéni. Tyto hodnoty muzou byt zpasobeny i kardiovaskularnim onemocnénim,

rakovinou plic, infekci virem dengue nebo leptospir6zou [108].
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Obrazek 15: Vazba Pentraxinu 3 na vybrané mikroorganismy, upraveno a ptevzato z [109]
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Interakce mezi PTX3 a plisnémi je mozna diky zymosanu. Jedna se o glukan
nachazejici se na povrchu plisni a kvasinek, kde ptsobi jako opsonin. V pfitomnosti
zymosanu exprimovali makrofagy vyssi hladiny PTX3 mRNA. PTX3 vaze zymosan a vytvari
multimery, které maji podobu dekameru. Pfedpoklada se, ze tato agregace vede k navyseni
poctu castic, které jsou nasledné vystaveny aktivovanym makrofagim. Pii normalni plisinové
infekci, vytvari aktivace a sekrece PTX3 pozitivni zpétnou vazbu pro likvidaci patogenu
[110].

V souvislosti mezi viry a PTX3 se nejvice zkouma cytomegalovirus (CMV). V této
studii se zamétovali na infekci zpisobenou CMV pfi transplantaci kostni diené. Zjistili, ze
ptijemce s PTX3 haplotypem h2/h2 a pozitivnim sérotypem na ptitomnost CMV, je po
transplantaci kostni diené nachylngjsi k infekci CMV [111]. PTX3 vaze CMV pies zbytek
kyseliny sialové. Ta je na PTX3 pripojena pies glykosylaci. PTX3 brani infekci CMV nebo
jeji reaktivaci [113, 114].

A. fumigatus je jednim ze zastupcu plisnovych kmena se kterymi PTX3 interaguje.
Zjistilo se, ze mysi s deficitem PTX3 jsou nachylnéjsi k infekci A. fumigatus. V jejich pripadé
Slo 0 chybné rozpoznavani konidii alveolarnimi makrofagy a dendritickymi bunkami. Pti
podavani rekombinantniho PTX3 se jejich stav zlepsil [114]. PTX3 usnadiuje makrofagiim
pohlceni konidii A. fumigatus. Konidie A. fumigatus jsou schopné vyvolat produkci PTX3.
Jde o rychlou reakci, zvysené hodnoty PTX3 jsou v bunkach patrné jiz po 1 hodiné [115].
Bylo zjisténo, ze PTX3 je vazan myeloidnim diferenciacnim faktorem (MD-2). Toto spojeni
podporuje vazbu PTX3 na konidie. Vazba MD-2 na PTX3 uvoliiuje odumielou tkan. Tim
brani jeho imunoregula¢ni aktivité bhem infekce. Uginek komplexu PTX3-MD-2 se
potvrdila u mysi s deficientnim MD-2. Postizené mysi nereagovaly na antifungalni ochranny
ucinek PTX3 a snadné&ji podléhaly infekci [112]. Specifické genetické polymorfismy PTX3
jsou rizikovym faktorem pii plisnové infekci [113]. PTX3 byl studovan i jako mozny
identifikacni znak plisnovych infekci u pacientt se snizenou imunitou. CRP jako zanétlivy
protein nebyl viibec zvyseny, naopak hladina PTX3 byla vysoka. Byla patrna i korelace mezi
PTX3 a vyvojem onemocnéni. U pacienta pozitivné reagujicich na 1é¢bu doslo k rychlému a

vyznamnému snizeni PTX3 [116].
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1.3.3.2 PTX3 v téhotenstvi

Béhem implantace dochazi v t€le matky K riznym zménam, Které maji zarucit optimalni
vyvoj a rast plodu. Aby se zabranilo odmitnuti aloimplantatu plodu, je nutné regulovat
vrozenou imunitu matky. Na interakci mezi matkou a plodem se podili n¢kolik faktord,
véetné hormont, rastovych faktord, cytokind, chemokint, slozek extracelularni matrice a
enzymu degradujicich matrix [117]. Nékteré interakce mizou vést k lokalni zanétlivé reakci a
zpusobit zvysené hladiny zanétlivych cytokinti. PTX3 se podili jak na zanétu, tak i na vrozené
imunitni odpovédi [118]. PTX3 se cilen¢ zaméfuje na fagocyty mezi umirajicimi a
dendritickymi bunkami, kde aktivné omezuje aktivaci T lymfocytt. Pii vyvoji placenty, ma
pravdépodobné PTX3 klicovou ulohu v potlatovani zkiizené prezentace antigenti plodu
matefskym T lymfocytim, jako prevenci pted aloimunizaci. K tvorbé PTX3 béhem
t¢hotenstvi dochazi kvuli apoptoze bunek, ktera je spojena s obnovou extracelularni matrix
[119]. K podstatnému zvyseni hladiny PTX3, pak dochazi v dobé porodu, kdy dojde

k apoptoze bungk spolu s fizenou degradaci extracelularni matrix [120].

Ve fyziologickém téhotenstvi je PTX3 neustale tvoien placentou. Zeny v riizném stupni
téhotenstvi v krvi maji obsazen PTX3, jehoz hladina koreluje se stupném téhotenstvi [121].
Zvysené nebo snizené hladiny PTX3 jsou pfedmétem studii patofyziologie v t€hotenstvi.
Nejcastéji je PTX3 sledovan ve spojitosti s preeklampsii, nebo spontannim ptedcasnym

porodem, hlavné v ptipadech vaskulopatie placenty [70].

V této studii byli schopni urcit, Ze riziko vyskytu predcasného porodu se zvysuje 0 1 %
s nartstem koncentrace 1 pg/ml PTX3 v plodové vodé [121]. Hodnota byla zjisténa metodou
ELISA a postupovalo se podle instrukci vyrobce. Hladiny PTX3 se zvysuji po dobu vice jak 7
dnti pied pred¢asnym porodem, nelze ho proto brat jako indikator pokrocilého stadia porodu.
Jako divod zvysené hladiny PTX3 se piedpoklada, ze ji zpasobuji jiné mechanismy nez

infekce, naptiklad poskozeni zptisobené placentarni hypoperfuzi [38].

Preeklampsie je onemocnéni, které se vyznacuje vysokym tlakem a proteinurii béhem
téhotenstvi. Je charakteristicka placentarni hypoxii a ischemii, vysokym oxidativnim stresem
ve spojeni s dysfunkci endotelu [122]. Preeklampsie je c¢asto doprovazena intrauterinni
rastovou restrikci plodu (IUGR). Nejedna se o nemoc jako takovou, jde spiSe 0 soubor
projevu dysfunkci plodu nebo matky. Nejcastéji je spojena s chromozomalnimi vadami [123].
PTX3 je jednim z klicovych faktorti v patofyziologii preeklampsie. Tu doprovazi zvysena

produkce prozanétlivych cytokint. Pozorované hladiny PTX3 u fyziologickych téhotenstvi

41



byly béhem kazdého trimestru v priméru 0 néco vyssi nez U negravidnich zen. U
preeklampsie a IUGR byla hladina PTX3 vyznamné vy$si nez u Zen s fyziologickym
téhotenstvim. U zen, které mély zvySenou hodnotu PTX3 v prvnim trimestru se nasledné
vyvinula preeklampsie, ale ne TUGR [124]. U Zen s fyziologickym nebo preeklamptickym
téhotenstvim nebyly nalezeny rozdily v placentarni a decidualni expresi PTX3. Pii
preeklampsii byla imunopozitivita PTX3 v endotelu peritonealnich cév vyraznéjsi, nez ve
fyziologickém tc¢hotenstvi [125]. V preeklamptickych placentach je zvySené poskozovani
tkané, coz ma za nasledek zvysenou hladinu PTX3. Produkce PTX3 byla uréena
imunohistochemicky, pomoci negativniho imunologického barveni endotelialnich bunék
[119]. Pii porovnavani hladin PTX3 mezi preeklampsii a IUGR se zjistilo, ze u samotného
IUGR byly hladiny PTX3 vyznamné rozdilné pii porovnani s fyziologickym a
preeklamptickym téhotenstvim. Nizsi hladiny PTX3 u preeklampsie spojené s IUGR, nez u
samotné preeklampsie, ukazuji na zapojeni PTX3 spiSe do placentarni dysfunkce. PTX3 lze

najit i pti porodu v plazmé plodu [126].

Hladina PTX3 v plodové vodg, je za pfitomnosti intra-amnialniho zanétu (dale jen IAl)
nebo akutni histologické chorioamniotidy zvySena [127, 128]. Koncentrace PTX3 v plodové
vodé¢ korelovala s mikrobialni zatézi Ureaplasma sp. Jako cut-off pro uré¢eni PROM
te¢hotenstvi zkomplikovanymi pfitomnosti IAI nebo mikrobialni TAI, byla uréena hodnota 11
ng/ml PTX3 v plodové vodé. Hodnota byla zjisténa metodou ELISA, konkrétné Quantikine
human PTX3/TSGL14 a postupovalo se podle instrukci vyrobce. [129].

Béhem téhotenstvi s PROM se PTX3 vyskytuje také v cervikalni tekutiné. Jeho
koncentrace jsou vyssi v ptipadé pritomnosti IAl, MIAC, nez u t€hotenstvi s PROM. Zvysena
hladina se vyskytovala i u zen sIAl. Zeny se sterilni TAI zvy$enou hladinu nemély.
Koncentrace PTX3 v cervikalni tekutiné je pravdépodobné vyssi nez v plodové vodé. Z ¢ehoz
vyplyva, ze endotelové, epitelialni a imunitni bunky produkuji PTX3 a tcastni se tak obrany

proti mikrobialni invazi [130].

Zeny s piedéasnym porodem, nebo s PROM maji v plazmé vyssi koncentrace PTX3 nez
zeny S fyziologickym téhotenstvim. Zvysena hladina plazmatického PTX3 miize mit spojitost
ptes IUFGR sristovou restrikci (SGA) plodu. V této studii pozorovaly souvislost mezi
zvysenou hladinou PTX3 a SGA plodem kvili patologickému IUFGR. Nebyla vsak

zpozorovana zadna souvislost u zen s fyziologickym SGA plodu, a proto Ize povazovat PTX3
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jako diskrimina¢ni identifikacni znak pro té¢hotné zeny v tretim trimestru s SGA plodem
[131].

Zvysena plazmaticka koncentrace PTX3 byla pozorovana i u Zen s opakovanymi potraty
bez pri¢iny (URPL). Porovnavali se koncentrace PTX3 mezi pacientkami s primarnim
opakovanym potratem a Zenami ve stejném tydnu t&€hotenstvi. Byla nalezena pozitivni
korelace mezi koncentraci PTX3 a po¢tem piedchozich potratii. Rozdil v koncentracich PTX3

byl i u Zen bez piedchoziho zivého narozeni a Zen s jiz nékolika Zivymi porody [133, 134].

1.3.4 PTX3 a nadorova onemocnéni

Studie na mysich ukazujici pozitivni spojeni mezi expresi PTX3 a $patnou progn6zou u
konkrétnich rakovinovych onemocnéni lidi. Jestli PTX3 potlacuje nebo podporuje rozvoj
nadorovych onemocnéni, je zavislé na typu tkang, rakoviny nebo bunécném zdroji. Odporuje

to tak tvrzeni, Ze PTX3 ma v nadorovych onemocnénich piesné uré¢enou ulohu [114].

PTX3 se ucastni regulace tvorby zanéti nadorovych onemocnéni (dale jen CRI). Jako
tumor supresorovy gen, spolu s ovliviiovanim komplementové kaskady utlumuje CRI. Mysi
s deficientnim PTX3 maji zvysenou nachylnost ke karcinogenezi. PTX3 je u vybranych
lidskych nadord inhibovan nadmérnou metylaci DNA promotoru a zesilovace. Zesilovag, je
zakladnim prvkem DNA, ktery mize uréit expresi tkanové specifického genu. PTX3 je
regulovan dvéma zesilovaci a jejich hypermethylace je zodpovédna za jejich inaktivaci pri
CRI [132]. Spojeni mezi nedostatkem PTX3 a poskozenim DNA bylo potvrzeno zvysenou
mutaci Trp53, oxidaénim poskozenim DNA a expresi markrii poskozeni DNA. V souladu
s s predpokladem, ze CRI ptispiva ke genetickym ptipadtim zpusobujicich rakovinu a genové
nestabilni nadory [133].

Genetické studie ukazaly, ze mysi s nedostatkem PTX3 méli sklony k mezenchymalni a
epitelialni karcinogenezi u karcinogeneze zpusobenou 3-methylcholanthrenem a7, 12 -
dimethylbenz [o] antracen, nebo kyselinou tereftalovou [134], nebo indukované rakoviné
kize. U téchto nadora byl pak PTX3 produkovan infiltrujicimi makrofagy jako odpovéd’ na
IL-6. Nadory s nedostatkem PTX3 mély typickou zvySenou infiltraci makrofagt, produkci
prozanétlivych cytokint, aktivaci komplementu a angiogenezi [60]. Schéma je na
Obrazku 16.
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Obrazek 16: Uloha Pentraxinu 3 v nadorovém bujeni prevzato a upraveno z [135]

Nekolik linii dikazi ukazuje, Ze nedostatek PTX3 spousti neomezenou aktivaci
komplementu za tvorby C5a, CCL2 a zvySenym naborem tumor-podporujicich makrofagt
[136]. Nedostatek PTX3 také zptisobuje zvyseni oxidativniho poskozeni DNA a genetickou
nestabilitu, v porovnani s nadory divokého typu [60]. U n€kolika vybranych lidskych nadora
byl gen pro PTX3 zablokovan metylaci DNA promotoru a domné¢lého zesilovace [132]. Proto,
tato zakladni slozka vrozené imunity a regulator aktivace komplementu puisobi jako vnéjsi
onkosupresor na trovni komplementem zprostifedkovaného, makrofagem podporovaného,
tumor podporujiciho zanétu [136]. U mysi s nedostatkem PTX3 $lo genetickou inaktivaci C3
a inhibici CCL2 zvratit zvysenou nachylnost k mezenchymalni karcinogenezi a naboru tumor-
podporujicich makrofagt. Ukazalo se, ze PTX3 reguluje ukladani C3 v buiikach sarkomu
pomoci interakce a vazbou negativniho regula¢niho faktoru H [137]. Nadméma exprese
PTX3 v nadorovych burikach je spojena se snizenou angiogenezi a tumorigenim potencialem
mySich nadort zavislych na FGF, v¢etné rakoviny prostaty. Transgenni mysi s nadmérnou
produkci PTX3 v endotelialnich bunkach, jsou chranény od nadorovych modeli zavislych na

FGF. PTX3 se pies N-koncovou doménu vaze na vybrané FGF, véetné FGF2 a zabranuje tak
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FGF dependentni angiogenni odezvé [73]. Role PTX3 ma autokrinni/parakrinni ulohu ve

stimulovani prorustovych faktorti ve stromalnich bunkach obklopujici nadorové bunky [136].

Vlivem produkce nékterych zanétlivych cytokinu (nap#. IL-6, TNFa) jsou rizné typy
rakovinnych bunék schopny metastaz. Exprese PTX3 je stimulovana zanétlivymi cytokiny,
coz naznacuje jeho moznou roli jako mediatoru zanétu zahrnujiciho progresi nadoru v téchto
zanétlivych stavech. V této studii zjistili, ze PTX3 spojeny s rakovinou zaludku zvysil
migra¢ni potencial rakovinnych bunék, nejen u rakoviny zaludku, ale i u rakoviny pankreatu a
vySe zminéné rakoviny prsu [135]. V riznych studiich se zabyvaly PTX3 jako moznym
identifikacnim znakem pro nadorova onemocnéni. PTX3 napomaha diferenciaci bun¢k
rakoviny. Lze ho tak vyuzit, jako identifikacni znak pro $patné diferenciovany karcinom prsu
[138]. Dale se zjistoval klinicky vyznam PTX3 u kostnich metastaz karcinomu prsu.
Extracelularni PTX3 byl produkovan pfimou sekreci burikami kostnich metastaz karcinomu
prsu. Vysoka hladina PTX3 korelovala s metastazemi v kostech, v porovnani S jinymi
tkanémi u rakoviny prsu [139]. Ve spinocelularnim karcinomu hlavy a krku (dale jen
HNSCC) je PTX3 produkovan metastazemi a maligni tkani. Jeho exprese je indukovana
epidermalnim rdstovym faktorem (dale jen EGF). Autokrinni produkce PTX3 pozménila
produkci metastatickych molekul, napt. zvyseni fibronektinu a matrixové metaloproteazy-9,
coz zpusobilo narist nadorovych metastaz. PTX3 indukovany EFG zlepsil interakci mezi
endotelovymi a nadorovymi butikami. To naznacuje, ze ovliviiuje adhezi nadorovych bungk.
NaruSenim adheze lze zabranit Sifeni metastatického HNSCC. Kombinace inhibitort
receptort EGF a protilatek k neutralizaci PTX3 by se mohla zabranit metastaizam HNSCC
[140]. Dalsim onemocnénim, kde muze PTX3 pisobit jako potencialni identifika¢ni znak je
maligni gliom. Nadorové bunky produkovaly PTX3 v mikroprostiedi gliomu. Hladina
mistniho PTX3 spolu s pronikajicimi CD68 pozitivnimi makrofagy korelovala s malignitou
[141]. K proteinam, které se studovali jako identifika¢ni znaky pro rakovinu mocového
meéchyie patii i PTX3. Bunky mocového epitelu produkuji PTX3 jako prevenci mocovych
infekci. Analyza databazi a imunohistochemickych dat ukazala, ze nizka hladina PTX3
umoznila vyvoj rakoviny z lehkého do vazného stupné a mize dojit az k jeji invazi do svald.
Ovliviovani exprese PTX3 v bunikach mocového epitelu ukazuje, Ze progresivni epigenetické
umlCovani PTX3 usnadiuje proliferativni potencial bun¢k BC a progresivné podporuje
zvyseni metabolické pfemény rakovinnych bunék smérem K vice glykolytickému agresivnimu

fenotypu. Ke snizovani PTX3 dochéazelo pomoci tlumeni ShRNA [142].
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Rakovina prostaty patii k onemocnéni, kde figuruje PTX3. Experimentalni data ukazuji
na neredundantni autokrinni/parakrinni roli systému FGF/FGFR v rastu, vaskularizaci a $iteni
rakoviny prostaty. To vede az k resistenci androgennich receptord na hormony. V této studii
se konkrétné zabyvali FGF8b [143]. FGF se podileji na nepfiméfené aktivaci signalni kaskady
rastovych faktort, ktera tlumi citlivost ke steroidnim hormontm. SniZena citlivost vede ke
vzniku odolného novotvaru s necitlivosti na terapii snizenim vlivu hormont. PTX3 je
antagonistou FGF8b a ma antiangiogenni a antineoplastickou aktivitu. PTX3 se na FGF8b
vaze a brani tak, vazbé FGF8b na FGFR [144]. Proto je pro 1é¢bu nadort systém FGF/FGFR
cilovou strukturou [143].

1.3.5 Role PTX3 pf¥i reparaci tkani a v procesu angiogeneze

PTX3 je zapojen do procesu remodelace tkani, véetné¢ ukladani extracelularni matrix a
angiogeneze [65]. V misté rany, ruzné bunky produkuji PTX3 jako odpovéd’ na aktivaci TLR
a zmnozeni IL-6. Ve srazeniné se PTX3 nachazi jako dasledek degranulace neutrofilt [62].
Nejvice PTX3 produkuji mezenchymové bunky. V pozdéjsi fazi poranéni, 1ze PTX3 najit ve
strupu a noveé vytvorené tkani [145]. U mysi s riznymi piipady neinfekéniho poskozeni tkané
(poranéni kiize excizi a chemicky zapii¢inéné zranéni jater a plic) se tvofila pericelularni
fibrinolyza zptsobena interakci plazminogenu (dale jen PIg), fibrinu a PTX3 [62]. PTX3 se
na Plg vaze pres jeho KR5 doménu, ktera spousti konformaéni zmény v molekule Plg [145].
PTX3 interaguje se slozkami hemostatického systému a fibrinolytické kaskady v kyselém
prostiedi, které nastava pii poSkozeni tkané. Tato interakce podporuje remodelaci zanétlivé
matrix bohaté na fibrin a zajistuje opravu tkan¢ [102]. Zvyseni kyselosti prostiedi hapomaha
urcit misto interakce s PTX3. Interakce bude probihat pouze v misté poranéni, a ne v celém
organismu [73]. Také urCuje ulohu PTX3 v opravé tkané, aniz by to narusilo jeho

antimikrobialni rozpoznavani a interakci se slozkami komplementu [145].

Nedostatek PTX3 méni zptisob trombotické odpoveédi pii poranéni tkané [146]. PTX3
deficientni makrofagy a mezenchymalni bunky se in vitro mély defektivni pericelularni
fibrinolyzu. Pfi experimentech in vivo se makrofagim a mezenchymalnim buiikdm nedafilo
proniknout do fibrinové matrix a tim byla znemoznéna jeji remodelace [73]. V ranach
divokého typu PTX3 a Plg ohranicuji pericelularni matrix mezenchymovych bunék. U ran s
nedostatkem PTX3, je Plg s mezenchymovymi buiikami rozptylen ve fibrinové matrix [145].
U mysi s nedostatkem PTX3 dochazelo k nadmémému hromadéni fibrinu a zvySenému

ukladani kolagenu. Toto hromadéni bylo ukazané u poranéni kuze, jater a plic [73]. To spolu
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s predCasnou kontrakci rany, opozdénou reepitelizaci, a naslednou hyperplazii epitelu s
defektni tvorbou hojici se tkang, zpusobilo defekty v hojeni koznich poranéni u mysi [146].
Mysi maji, na rozdil od lidi, u fyziologického hojeni ran i fazi kontrakce rany, ktera omezuje

vstup mikrobu a usnadiuje uzavieni rany [145].

PTX3 se uplatiuje v remodelaci kostni tkané. Mladé mysi s deficientem PTX3 méli
niz§i mnozstvi traméité hmoty v dlouhych a axialnich kostech. Je tu patrny pohlavni
dimorfismus, kde samice mély nizsi rychlost tvorby kosti nez samci. In vitro je PTX3
exprimovan diferencujicimi osteoblasty, in vivo jej exprimuji osteoklasty matrix [147].
Hlavnim spousté¢em pro produkci PTX3 je TNF-a, ktery stimuluje prekurzor osteoblastu.
Diky aktivaci TNF-o se zvysi osteoblastomova produkce ligandu aktiva¢niho receptoru
nuklearniho faktoru k-B, coz vede k tvorbé nadmérné tvorbé osteoklastti [148]. Pfi zlomeniné
je PTX3 exprimovan Vv ¢asné (zanétlivé) a pozdni (regeneracni) fazi hojeni. PTX3 je dulezity
pro adekvatni diferenciaci osteoblasti a spravnou mineralizaci matrix. Diferenciace
osteoblasti l1ze dosahnout sekvestrovanim FGF2 v extracelularni matrix nové remodelované
kosti [147]. Pii zanétu se vSak PTX3 chova jako mediator, ktery podporuje tbytek kostni

hmoty u zanétlivych kostnich erozivnich onemocnéni [148].

Angiogeneze je proces, pii kterém se z vaskularniho endotelu tvoti nové krevni cévy.
Hlavnim angiogennim induktorem je FGF2, ktery podporuje bun&¢nou proliferaci, chemotaxi
a preziti cévnich bun¢k hladkého svalstva (dale jen SMC) in vitro a neovaskularizaci in vivo.
Jak jiz bylo nékolikrat uvedeno PTX3 rozpoznava FGF2. Oba proteiny jsou produkovany
cévnimi sténami [65]. Diky pfimé vazbé na FGF2, nadmérna exprese PTX3
v transdukovanych SMC, snizuje intimalni hyperplazii poranéné cévy. Dale je FGF2 dulezity
pro podporu angiogeneze, zanétu, aterosklerozy a ristu nadoru. U vSech téchto procesu se
kumuluji makrofagy, které spolu s bunkami endotelu mohou piedstavovat zdroj FGF2 a
PTX3 [70].
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1.4 IMUNOAFINITNI MAGNETICKA SEPARACE

Afinitni chromatografie je druh kapalinové separace vyuzivaji interakce ligand-receptor
[149]. V ptipadé magnetické separace tato vazba probiha na povrchu magnetickych ¢astic,

které maji chemicky modifikovany povrch.

1.4.1 Princip metody

Imunoafinitni chromatografie (déle jen 1AC) spojuje kapalinovou chromatografii se
specifickou vazbou protilatky (dale jen Ab) a antigenu (dale jen Ag). Pii IAC se stacionarni
faze sklada z protilatek nebo protilatkdim podobného ¢inidla. Jedna se o podkategorii afinitni
chromatografie, ve které je biologicka spojitost mezi vazajici slozkou a cilovou slouc¢eninou
[150]. Ab, schopna vazby se zajmovym Ag, je imobilizovana na pevnou podlozku, ¢imz
vznikne aktivni imunosorbent. Smés proteint je pak veden do kolony skrz imunosorbent. Tam
se cilovy Ag vyvaze na Ab a ostatni nezadouci slozky jsou z kolony vymyty. Vazba mezi Ag
a Ab je vratna, a lze ji prerusit. Toho se vyuziva k eluci Ag z kolony. K naruseni vazby
dochazi nejcastéji zménou podminek, napf. zména pH nebo teploty [151]. Postup vazby a

eluce je vidét na Obrazku 17.
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Support Bound

Bound
Antibody Non-specific antigen . .
contaminants Elution of specifically
bound materials
Step 1: Sample addition Step 2: Wash step Step 3: Elution of purified

material
Obrazek 17: Zaklady imunoafinitni chromatografie, pfevzato z [152]

Imunoafinitni chromatografie se od imunoafinitni magnetické separace lisi hlavné
zpusobem provedeni. Protilatky nejsou ukotvené na membrané kolony, ale na povrchu

magnetickych ¢astic.
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Imunomagneticka separace vyuziva malé super-paramagnetické castice nebo kulicky
pokryté protilatkami proti cilené molekule. Vétsina Castic je paramagneticka, coz znamena, ze
Se stava magnetickou pouze v magnetickém poli, mimo né&j sviij magnetismus ztraci. To je
dilezité, protoze pokud by castice zastavali zmagnetizované dochazelo by ke shlukovani a
tim k omezeni jejich vazebné kapacity [153]. Prvni magnetické castice byly vyrobeny
z agarosa-polyakrylamidu, pozdé&ji se vyrabéli z celulosy, skrobu, agarosy nebo dextranu
s ptimési oxidu zZelezito-zeleznatym. Dalsim krokem byla vyroba magnetickych ¢astic
z methakrylatu, akrylatu nebo styrenu [154]. V dalsich vyzkumech vytvaiely castice tak, ze
ptirodni nebo syntetické polymery potahovaly magnetickymi oxidy zeleza [155]. VétSina
z téchto castic vSak neméla jednotné magnetické vlastnosti, coz bylo zplsobené jejich
rozdilnou velikosti [154]. Rozmach ve vyuzivani magnetickych ¢astic byl zajistén novou
generaci Castic o jednotné velikosti ptipravenou Ugelstadem a dalsimi. Kazda castice
obsahuje stejné mnozstvi magnetického materialu a diky tomu maji stejnou odezvu na
magnetické pole [155]. Jako vhodny tvar nosi¢e je sféricka kulicka s nepravidelnym

povrchem pro lepsi vazbu ligandu a zvétseni aktivni plochy vazby [156].

S vyvojem novych metod vyroby magnetickych castic se zacaly ptipravovat Castice
s riznymi povrchovymi modifikacemi. Tyto ¢astice maji Siroké vyuziti v raznych imuno
metodach [157]. Pro izolaci cilové molekuly, se pouzivaji magnetické nosice
s imobilizovanymi afinitnimi ligandy nebo celé nosice ptipravené z biopolymeru vykazujiciho
afinitu k cilové molekule. K takovym materialim se fadi rizné syntetické polymery, porézni
sklo nebo magnetické ¢astice na bazi anorganickych magnetickych materialt, napt. upraveny
oxid Zeleza [156]. Krom& materialu magnetické ¢astice je dalsim urcujicim prvkem, jejim
povrch, respektive jeho modifikace. Pro uspésnou imunoafinitni magnetickou separaci, je
nezbytna vazba ligandd na povrch magnetické Castice. Studie ukazala, ze proteiny se mohou
vazat ptimo na povrch magnetickych ¢astic bez piedchozi tipravy jejich povrchu. Tato vazba
probiha za ptitomnosti karbodiimidu a je mozna diky hydroxylovym skupinam na povrchu
nove pripravenych magnetickych castic [158]. Dalsim zptisobem vazby proteint je vazba pies
epoxidovou skupinu na epoxidovych ¢asticich [159]. Magnetické Castice 1ze vyuzit K ¢isténi
proteind s His zna¢enim. Jako chelata¢ni ligand se zde pouziva imidodioctova kyselina nebo
nitrilotrioctova kyselina. Nejéast&jsimi piechodnymi kovovymi ionty jsou Ni**, Cu** a Co*
[160]. Naslednym krokem ve vazbé proteinti na magnetické castice byla jejich orientovana
imobilizace [161]. Orientovana vazba protilatek byla vyzkousena i na zlatem potaZzenych

magnetickych ¢asticich. Vazebna mista na jejich povrchu reagovala se tfemi volnymi thioly
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na Fab” fragmentech protilatek anti-alkalické fosfatasy a vytvorila tak vazbu s pozadovanou
orientaci [162].

1.4.2 Imunoafinitni magneticka separace vs kolonové techniky

Magnetické nanocastice z oxidu zelezito-zeleznatého ziskaly znacnou pozornost
v biomedicinskych a terapeutickych oblastech. Diky jejich super-paramagnetickym
vlastnostem, relativni chemické stabilit¢ a vlastni biokompatibilit¢ maji Siroké pouziti
v biomedicinskych aplikaci, napf. sondy pro bakterie, podani 1éku, tfidéni bunék nebo

separaci proteinu [163].

Samotné magnetické separacni techniky se vyuzivaji v pfipravé vzorka pied samotnou
analyzou. Nasleduji vétSinou techniky jako kapalinova chromatografie, nebo spojené techniky
jako je kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii, kapalinova chromatografie

s tandemovou hmotnostni spektrometrii a dalsi [164].

Vyhoda afinitni magnetické separace spociva v jeji rychlosti, bez potieby drahych a
velkych zafizeni. Diky magnetickym silam se jedna o efektivni metodu separace, ktera je
uzivatelsky piijemna pro jeji jednoduchost a nenaroc¢nost. Naklady na prostiedi a chemikalie
jsou vyrazné nizsi v porovnani s kolonovymi technikami. Magnetické Castice jsou komeréné
dostupné v mnoha riznych modifikaci. Nejcastéji s navazanymi Kkrali¢imi, kozimi nebo
mys$imi monoklonalnimi protilatkami. Nevyhodou této metody je, ze pro kazdy druh
protilatek je nutné metodu modifikovat a optimalizovat podminky vazby. Uginnost vazby
mize byt snizena, a to kvidli nevhodné orientaci protilatek vazanych na povrchu

magnetickych ¢astic [165].

1.4.3 Magnetické materialy a jejich vlastnosti

Magnetické materialy se daji rozdélit na mekké magnety, tvrdé magnety a magnetické
zaznamové Mmaterialy a zatizeni. Déli se podle koercivity, respektive hysterezni kiivky [166].
Kazdy material ma svoji typickou hysterezni kiivku. Na Obrazku 18. je zobrazena obecna
hysterezni kiivka. Z ni se daji odeCist hodnoty charakterizujici dany material. Koercivni sila

udava odolnost magnetu vici odmagnetovani [167].
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Obrazek 18: Typicka DC hysterezni ktivka, prevzato z [167]

Dale Ize latky d¢lit podle toho, jak na né pasobi magnetické pole. Jedna se o latky
diamagnetické, paramagnetické a feromagnetické. Diamagnetické materialy maji velmi
slabou magnetickou silu [168]. Patii sem voda, diamant, proteiny, dievo a dalsi. Prvky
s nejsilngjsim diamagnetizmem jsou grafit a bismut [169]. Feromagnetismus je jednim
z druhd paramagnetismu. Latky, s podobnymi magnetickymi vlastnostmi jako ma zelezo jsou
feromagnetické. Jedna se napt. o nikl, kobalt nebo rizné slitiny téchto téi prvka. Tyto latky
maji feromagnetické i paramagnetické vlastnosti. K ¢ist¢ paramagnetickym latkam patii
mnoho soli zeleza, kovy palladia, platiny a dalsi. Muze se jednat o pevné, kapalné nebo
plynné latky [170].

Tvrdé magnetické materialy a permanentni magnety

Tvrdé magnetické materialy jsou definovany jako latky s vysokou koercivni silou [171].
Aby mohly byt magnetické materialy oznaceny jako tvrdé, musi byt jejich koercivita vétsi nez
10 000 A.m™ [166]. Pokud maji i vysokou zbytkovou magnetizaci, daji se vyuzivat jako
permanentni magnetické materialy [171]. Zakladem pro dobry material permanentniho
magnetu je vysoka magneto-krystalicka anizotropie (zavislost fyzikalnich vlastnosti na sméru
ve kterém se $§ifi), ktera byla objevena v nékolika intermetalickych slouc¢eninach vzacnych
zemin a kobaltu. Brzy bylo objeveno, ze kombinace vyssich magnetickych momentt zeleza
a/nebo kobaltu s vyssimi magnetickymi momenty tézkych vzacnych zemin, vedou k vysoké
anizotropii [172]. K dalsim prvkim vyuzivanych pfi vyvoji magnett patii hlinik, zelezo, nikl,
nebo slouceniny oxidi zeleza [173]. Béhem vyvoje ruznych slitin, vykazovaly Al-Ni-Fe

slitiny az devétkrat vétsi koercivitu nez klasické wolframové oceli a dvaapulkrat vyssi
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koercivitu nez kobaltova magneticka ocel. Po studiu slitiny Al-Ni-Fe byl pfidan kobalt a
vznikla tak slitina nazyvana Alnicos [174]. Nové magnetické materialy jsou zalozeny na bazi
intermetalickych sloucenin vzacnych zemin, které ukazuji vyss$i koercivni silu a hustotu

energie nez tradi¢ni slitiny Al-Ni-Co a tvrdé ferity [172].

Mékké magnetické materialy

Mekké feromagnetické materidly maji vysokou permeabilitu, nizkou koercivitu a
nizkou ztratu hystereze. Pouzivaji se k zesileni hustoty toku generovaného magnetickym
polem [168.]. M&kké magnetické materialy se pouzivaji jako multiplikator toku v Siroké Skale
zafizeni, vCetné transformatord, generatorti, motord a slouzi ke generovani, distribuci a

pifeméngé elektrické energie [175].

M¢ekké magnetické amorfni slitiny se daji rozdélit do dvou skupin. Prvni jsou slitiny na
bazi zeleza s vysokou magnetickou saturaci a druhou skupinou jsou slitiny na bazi kobaltu
s vysokou efektivni permeabilitou. Vlastnosti mekkych magnetickych latek jsou ovlivnény
jejich slozenim a velikosti ¢astic [176]. Idealnim mékkym magnetickym materidlem je
izotropni médium s velmi vysokou magnetickou permeabilitou, nizkou koercivitou a vysokou
indukci nasyceni [177]. Nejvétsim pokrokem ve vyvoji mékkych magnetickych materialt

byly amorfni a nanokrystalické slitiny [175].

Magnetické materialy pouzivané pro zaznamova zatizeni jsou magnetorezistentni. Tyto
materialy jsou schopny ménit hodnotu svého elektrického odporu v zavislosti na okolnim

magnetickém poli [178].

1.4.4 Magnetické materialy v klinické diagnostice

Nanocastice oxidu zeleza se fadi k feromagnetickym materidlim a pouzivaji se
Vv riznych biomedicinskych a bioinzenyrskych aplikaci. K nanocasticim oxidu zeleza patii
magnetit, maghemit a smésné ferity [179]. Mikro a nanometrové ¢astice se pouzivaji pro
distribuci 1é¢iv v organismu [180]. Nanocastice oxidu zeleza Se pouzivaji i pii 1écbé rakoviny
(hyperthermia), dale se daji vyuzit k separaci DNA, k imobilizaci proteinti nebo k separaci

pathogeni [181].

Superparamagnetické ¢astice pokryté protilatkami vici povrchovym antigenim jSou
ucinné pro izolaci eukaryotickych buné¢k z tekutin, napt. krev. Tato technika je vhodna i pro

detekci eukaryotnich organismu. Ke spojeni mezi bakterii a nanocastici muze dojit dvéma
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zpusoby. Prvnim je konjugace bakterie s protilatkou na povrchu nanocastice a tvorbou
imunokomplexu, nebo nekovalentni elektrostatickou interakci povrchu nanocastice
S buné¢nou sténou mikroorganismu prostrednictvim aktivni skupiny [181]. Vzorky ¢&astic se
naockuji do kultivaénich ptd, nebo na pevna média selektivni pro cilové bakterie. Identifikaci
Ize pak provést konvenénimi metodami, napi. piima mikroskopie, Kultivace nebo
imunologické metody [182].

Transport 1é¢iv magnetickymi nanocasticemi

Pro transport 1é¢iv se vyuzivaji magnetické nanoCastice nebo nanokapsle.
Nanocasticemi se rozumi magneticky nosi¢ s kovalentné vazanym léc¢ivem na svém povrchu.
Nanokapsle je oznaceni vezikularnich systému, kde je 1é¢ivo uzavieno ve vodné nebo olejové
duting, nejcastéji piipravenou reverznim micelovym postupem. Takto uzaviené 1éCivo je
obklopeno organickou membranou (magnetoliposom), nebo je zapouzdieno V duté
anorganické tobolce [183]. Magnetické nanocastice musi spliiovat uréité parametry, napf.
dostatecnou velikost castice pro ucinnou magnetizaci, schopnost kontrolované absorpce a
uvolnéni 1é¢iva. Dlouhodobé cirkulujici Castice se také musi umét vyhnout odstranéni
fagocytarnim systémem [184]. Aby byla distribuce 1éku uspé$na je nutné, aby byly Castice

magneticky aktivni pouze pod vlivem vnéjsiho magnetického pole.
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Obrazek 19: Schéma distribuce 1ékt za pomoci vnéjsiho magnetického pole, pievzato z [185].

Distribuce 1é¢iv pomoci magnetickych nanocastic ma potencial v oblasti 1écby
rakoviny. Na rozdil od klasické 1écby, se magnetické nanocastice zaméii na konkrétni misto
v organismu. Diky tomu snizuji koncentraci 1é¢iva na zdravé tkané [186]. Komplexy

nosié¢/1é¢ivo jsou obvykle ve formé ferrofluidu a podavaji se do ob&hového systému pacienta.
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Po vstupu komplexu do krevniho fecisté je pouzito vnéjsi vysoce gradientni magnetické pole
ke zkoncentrovani 1é¢iva na misté ureni, zobrazeno na Obrazku 19. V misté urceni je pak
1é¢ivo uvolnéno bud enzymatickou aktivitou, nebo zménami fyziologickych podminek,
teplota, osmolalita a dalsi [187]. Pro distribuci nanoc¢astic v systému se musi optimalizovat
jejich velikost a magneticka sila, aby se snizila nespecificka absorpce retikuloendotelovym
systémem a prodlouzila se doba ob&hu v organismu [188]. V idealnim piipadé by si ¢astice po
odstranéni magnetického pole neuchovaly Zadnou magnetickou silu a tim by se zabranilo

jejich piipadné agregaci a usnadnilo se jejich vylouceni z organismu [185].

Pii 1é¢bé magnetickymi nanocasticemi se bere ohled i na jejich biokompatibilitu a
toxicitu. Biokompatibilita je spojena s odpovédi imunitniho systému a s toxicitou vnitiniho
nosice nebo jeho biodegrada¢nich metabolitt. Z toxikologického hlediska by mél byt nosi¢ po
uvolnéni 1é¢iva, co nejrychleji odstranén z organismu. Odstranéni vSak zavisi na mnoha
faktorech, jako je davka castic, chemické slozeni, velikost, struktura, zptsob podani,
farmakokinetika a biodistribuce [183]. Pti implantaci magnetickych nanocastic hrozi riziko
migrace a hromadéni ¢astic v ruznych tkanich ¢i organech. Kumulace ¢astic by mohla spustit

imunologickou a zanétlivou reakci organismu [189].
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo vytvofit funkéni imunosorbent pro zachyt proteinu PTX3 ze
vzorkl plodové vody a ovéfit jeho Géinnost pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

Jednotlivé tkoly byly:

1. Vazba modelovych nespecifickych protilatek na magnetické ¢astice s odlisnou

modifikaci povrchu a porovnani jejich uc¢innosti vazby

2. Vazba modelovych specifickych protilatek na magnetické castice s odlisnou

modifikaci povrchu a porovnani jejich G¢innosti vazby

3. Oveéfeni funk¢nosti vytvofenych imunosorbentti pouzitim specifickych proteint

proti navazanym protilatkam a ovéteni jejich ucinnosti vazby

4. Piiprava imunosorbentu se specifickymi protilatkami proti rekombinantnimu
proteinu PTX3
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen, Némecko)

aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)

automatické mikropipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

koncentrator vakuovy plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
mikrostiikacka (Hamilton Company, Reno, Nevada, USA)

miniodstiedivka (Fisher Scientific, Pardubice, Ceska republika)

odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5 ml, 100 K (Merck Millipore, Billerica,
Massachusetts)

odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5ml, 10K (Merck Milipore, Billerica,
Massachusetts)

pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
rotator RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

stanice pro denzitometrické vyhodnoceni gelt ChemiDoc™ XRS+ System s
ImagelLab™ softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geltt G:BOX se softwarem GeneTools from
SynGene (SynGene, Cambridge, Velka Britanie)

tiepacka PSU-20i (Biosan, Riga, Lotyssko)

vortex (Grant-bio, Cambridge, Velka Britanie)

zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Protein LoBind Tube 1,5 ml (eppendorf tubes)

3.2 POUZIVANE CHEMIKALIE

AgNO3 (Lachmer, Neratovicee, Ceska republika)
Akrylamid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
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Barvici roztok Comassie Blue (Bio-Safe™ Coomassie Stain; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)

Deionizovana voda

DL-Glyceraldehyd (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
Dodecylsulfat sodny — SDS (Serva, Heidelberg, Némecko)
Dimethylsulfoxid — DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid — EDAC (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO)

Ethanol 96% (Lachner, Neratovice, Ceska republika)
Ethylenglykol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
Formaldehyd 38% (Penta, Chrudim, ¢eska republika)
Glutaraldehyd (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
Glycin (Sima Aldrich, St. Louis, MO)

HCI 36% (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Hydrazid-biotin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

KCI (Penta, Chrudim, Ceska republika)

KH2PO4 (Lachner, Neratovice, Ceska republika)
Kyselina citrénova (LACHEMA a.s., Brno, Ceska republika)
Kyselina octova (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

Standard molekulovych hmotnosti (Marker Precision Plus Protein ™ Unstained
Standards; Bio-Rad, Hercule, CA, USA)

2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina — MES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin —TEMED (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
N,N-methylenbisakrylamid (Serva, Heidelberg, Némecko)

Na2HPO4 - 12H,0 (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

NaCl (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

NaH2PO4 - 2H20 (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

NalO4 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)

NaOH (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

Persiran amonny (Lachema; Chemapol)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny, - S-NHS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
Trifluoroctova kyselina— TFA (Acros Organics, Geel, Belgie)
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e Tris (hydroxymethyl) aminomethan — TRIS (Sigma Aldrich, St. Louis, MO; Roche)
e Vodny roztok amoniaku 25-29% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

3.2.1 Typy nosicu

e Magnetické ¢astice modifikované proteinem A — PURE PROTEOM™ PROTEIN A
(1,5-2,5ug/ul vazebna kapacita (krali¢i 1gG), Milipore Corp., Billerica, MA, USA)

e Magnetické &astice modifikované streptavidinem - DYNABEAD™ MY ONE™
STREPTAVIDIN C1 (10mg/1ml; vazba >2,5 pmol protilatky/mg astic;
ThermoFisher; Waltham, MA, USA)

e Magnetické ¢astice s COOH funkéni skupinou — DYNABEADS MYONE
CARBOXILIC ACID (Invitrogen, ThermoFisher; Waltham, MA, USA)

e Magnetické ¢astice s COOH funk¢ni skupinou — SIMAG Carboxyl (10mg/1ml;
Chemicell; berlin, Némecko)

e Magnetické ¢astice s hydrazidovou funk¢ni skupinou — HEMA-40% co-EDMA-
NHNH: (1mg/45,9ul)

e Magnetické ¢astice s hydrazidovou funkéni skupinou — SIMAG Hydrazide (1mg/20ul;
Chemicell; Berlin, Némecko)

3.2.2 Pouzité antigeny a jejich protilatky

e Lyofilizované nespecifické 1gG z lidského séra (5 mg/ml; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO)

e Lyofilizované nespecifické 1gG z lidského séra (1 mg/ml; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO)

e Monoklonalni mysi protilatky proti lidskému proteinu nadvarlat 4 (HE4) (5,2 mg/ml;
MAD 2B13; HYTEST; Turku, Finsko)

e Monoklonalni protilatky PTX3 (M01), klon 5B7 (Taipei, Taiwan)

e Polyklonalni krali¢i protilatky proti lidskému proteinu PTX3 (LS-C804485; LSBio;
Seatlle, WA)

e Rekombinantni lidsky protein PTX3 (host E. coli; Abbexa; Cambridge, Velka
Britanie)

e Rekombinantni lidsky protein HE4 (20ug/80ul; WEDC2, Sino Biological Inc., Peking,
Cina)
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3.3 PRIPRAVA ROZTOKU

6M HCI: Do odmérné zkumavky se odméii 23,5 ml destilované vody, k ni se opatrné
prilije 26,5 ml 35% HCI.
Roztoky pro SDS-PAGE

Roztok A: 11,68 g akrylamidu a 0,32 g bisakrylamidu se rozpusti ve 12 ml destilované

vody a necha se 30 minut téepat. Po tplném rozpusténi se objem roztoku doplni na 40 ml.

Roztok B: 7,26 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. K roztoku se postupné

piikapava 6M HCI pro dosazeni pozadované hodnoty pH 8,8.

Roztok C:4,84 g TRIS se doplni na 40 ml destilovanou vodou. K roztoku se postupné
piikapava 6M HCI pro dosazeni pozadované hodnoty pH 6,8.

Roztok D: 1 g SDS se rozpusti v 10 ml destilované vody.
Roztok E: 0,1 g persiranu amonného se rozpusti v 1 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr: 3,03 g TRIS, 1 g SDS a 14,4 g glycinu se rozpusti a doplni na objem
1 | destilovanou vodou.

Elektrodovy pufr 10x koncentrovano: 30,3 g TRIS, 10g SDS a 144 g glycinu se

rozpusti a doplni na objem 1 | destilovanou vodou.
Roztoky pro barveni amoniakalnim stfibrem:

Fixaéni roztok: 50 ml ledové kyseliny octové, 500 ml ethanolu se smicha a doplni

destilovanou vodou na objem 1 I.

10% roztok glutaraldehydu: 20 ml 50% glutaraldehydu se doplni na 100 ml

destilovanou vodou.

Roztok amoniakalniho stfibra: Do Erlenmayerovy banky se odméti 21 ml destilované
vody, 1,4 ml vodného roztoku amoniaku, 239 ul 9M NaOH. K tomu se pfikapava roztok 20%
AgNO3 do vzniku svétle hnédého zabarveni (bod ekvivalence). Vysledny roztok se doplni na

100 ml destilovanou vodou.

Vyvolavaci roztok: 250 mg kyseliny citronové se spolu s 540 ul 37% formaldehydu

rozpusti v 500 ml destilované vody.
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Ustalovaci roztok: 50 ml ledové kyseliny octové se doplni na 1 | destilovanou vodou.

Roztoky pro imobilizaci protilatek na magnetickych ¢asticich SiMAG-Carboxyl s
S-NHS; DYNABEADS s COOH funkéni skupinou s S-NHS:

Vazebny roztok — 0,1M MES pufr pH 5,0: V 50 ml destilované vody se rozpusti 0,976 g
MES. Pro ziskani pozadovaného pH se k roztoku prikapava 1M NaOH.

Promyvaci roztok — PBS pufr pH 7,4: 0,0203 g KCI, 0,0207g, KH2PO4, 0,8004 g NaCl
a 0,2901 g Na;HPO4 se rozpusti v 100 ml destilované vody.

Skladovaci roztok — PBS pufr pH 7,4 s 0,05% Tween: 0,12 g NaCl, 0,003 g KH2POg,
0,0435g Na,HPO4 a 0,003 g KCI se rozpusti v15ml destilované vody. Ke vzniklému

roztoku se piida 0,03 ml 25% Tween.

Roztoky pro imobilizaci protilatek na magnetickych c¢asticich SiMAG-Hydrazide;
HEMA — 40% co-EDMA-HNHN :

Oxidac¢ni ¢inidlo — 0,2M roztok NalOs: Navazka NalOs Se rozpusti v pozadovaném
objemu destilované vody. Vzdy se pfipravuje Cerstvy.

Promyvaci a vazebny roztok — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,0: Podle pozadovaného
objemu se ptipravi 0,1M roztoky NaH2P0O4.2H20 a Na,HPO4.12H:0.

Bloka¢ni roztok — 0,1M pr-glyceraldenyd ve vazebném roztoku: 9mg pr-

glyceraldehydu se rozpusti v 1 ml vazebného pufru.

Promyvaci roztok po blokaci — PBS pufr pH 7,4: 0,0203 g KCI, 0,0207g, KH2POg,
0,8004 g NaCl a 0,2901 g Na;HPOg4 se rozpusti v 100 ml destilované vody.

Skladovaci roztok — PBS pufr pH 7,4 s 0,05% Tween: PBS pufr pH 7,4 s 0,05% Tween:
0,12g NaCl, 0,003g KH2POs4, 0,0435g Na;HPOs a 0,003g KCI se rozpusti v 15 ml

destilované vody. Ke vzniklému roztoku se ptida 0,03 ml 25% Tween.
Roztoky pro izolaci a vazbu hlgG na mag. ¢asticich modifikovanych proteinem A

Ekvilibra¢ni pufr — 0,1M fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,15M NaCl: Podle pozadovaného
objemu se ptipravi 0,1 M roztoky NaH2PO4.2H20 a Na;HPO4.12H;0. Do takto ptipraveného

roztoku se piida navazena NaCl.
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Elu¢ni pufr — 0,1M glycinovy pufr pH 2,8 s 0,15M NaCl: Navazka glycinu se rozpusti
v destilované vod¢, pomoci 6M HCI se upravi pH pufru na pozadovanou hodnotu 2,8. Po

upraveni pH se k roztoku ptida NaCl.

Roztok pro upravu pH elu¢nich frakci — 0,AM TRIS-HCI pufr pH 9,5: Navazku TRIS
rozpustime v destilované vod¢é. Pomoci 6M HCI upravime pH roztoku na pozadovanou
hodnotu pH 9,5.

Regenerac¢ni roztok — 0,1M kyselina citronova pH 3,0: Navazku kyseliny citronové
rozpustime v destilované vodé. Pomoci 1M NaOH upravime pH roztoku na pozadovanou
hodnotu pH 3,0.

Vazebny pufr — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s0,15M NaCl: Podle pozadovaného
objemu se piipravi 0,1M roztoky NaH2P0O4.2H20 a NazHPO4.12H20. Do takto pfipraveného

roztoku se piida NaCl.
Roztoky pro biotinylaci protilatek

Oxida¢ni ¢inidlo — 0,2M NalOs v 0,1M fosfatovém pufru pH 7,2 s0,15M NaCl.

Navazka NalOas se rozpusti v pozadovaném objemu pufru. Vzdy se pfipravuje Cerstvy.

0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl: Podle pozadovaného objemu Se ptipravi
0,1M roztoky NaH2P04.2H,0O a Na;HPO4.12H,0. Do takto ptipravené¢ho roztoku se piida
NaCl.

Roztoky pro izolaci a vazbu biotinylovanych hlgG na mag. Casticich modifikovanych

streptavidinem

PBS pufr pH 7,4: 0,0203 g KCI, 0,0207g, KH2PO4, 0,8004 g NaCl a 0,2901 g Na;HPOy,

se rozpusti v 100 ml destilované vody.

Roztoky pro ovéfeni funkénosti pripravenych imunosorbentid s imobilizovanymi

protilatkami pomoci imunokoplexu:
Promyvaci roztoky:

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,2M NaCl: Podle pozadovaného objemu se pfipravi 0,1M
roztoky NaH2P04.2H20 a Na;HPO4.12H,0. Do takto ptipraveného roztoku se piida NaCl.

0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 1M NaCl: Podle pozadovaného objemu se pfipravi 0,1M
roztoky NaH2P0O4.2H.0 a Na;HPO4.12H20. Do takto ptipraveného roztoku se ptida NaCl.
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10mM fosfatovy pufr pH 7,0: Z0,1M fostatového pufru pH 7,0 se odebere 1 ml a
doplni se na objem 10 ml destilovanou vodou.

Elu¢ni roztoky:

0,05% Trifluoroctova kyselina: Pro ptipravu 6 ml 0,05% roztoku se 3 pul 100% TFA

doplni na 6 ml destilovanou vodou.

0,IM vodny roztok amoniaku: Pro pfipravu 2 ml 0,1M vodného roztoku amoniaku se

30,81 ul 25% roztoku amoniaku doplni na 2 ml destilovanou vodou.

3.4 DISKONTINUALNi POLYAKRYLAMIDOVA GELOVA
ELEKTROFOREZA V PROSTREDI DODECYLSULFATU SODNEHO (SDS-
PAGE)

Roztoky:

e Roztok A —30% smés akrylamidu a bisakrylamidu

e Roztok B —1,5M TRIS-HCI pufr pH 8,8

e Roztok C - 1,0M TRIS-HCI pufr pH 6,8

e Roztok D — 10% roztok SDS

e Roztok E — 10% persiran amonny

e Roztok G — 100mM Tns.HCI pufr 6,8 s 4% SDS, 20% glycerol, 0,2% bromfenolova
modft

e Elektrodovy pufr — 0,025M Tris, 0,192M glycin a 0,1% SDS pH 8,3 -8,6
Pracovni postup:

Elektroforeticka aparatura a skla se oc€isti a odmasti pomoci ethanolu. Spodni strana skel
uzavienych do svorek se zajisti natazenym kouskem parafilmu. Skla se zafixuji do stojanu na

ptipravu gelu.

Dale se ptipravi délici gel, jeho koncentrace se zvoli podle separované latky. Do
uzaviratelné zkumavky se podle Tabulky napipetuje deionizovana voda, roztok A, B, D a
TEMED. Zkumavka se uzavie a velmi opatrné se promicha jeji obsah. Nakonec se k roztoku

ptida roztok E. Zkumavka se znovu uzavie, obsah se opatrné promicha a ihned napipetuje do
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ptipravenych skel. Roztok pipetujeme do vysky 2-2,5 cm od vrchniho okraje mensiho skla. Po

napipetovani roztok prevrstvime deionizovanou vodou. Gel zpolymeruje béhem 20-30 minut.

Béhem tuhnuti se piipravi roztok zaostiovaciho gelu podle Tabulky ¢.3. Nejprve se
pomoci filtraéniho papiru odsaje voda nad délicim gelem. Do uzaviratelné zkumavky
napipetujeme deionizovanou vodu, roztoky A, C, D a TEMED, zkumavka se uzavie opatrné
promicha a k roztoku se pfida roztok E. Obsah ve zkumavce se promicha pipetou a ihned se
pipetuje mezi skla, kde byla mezitim odsata voda. Pipetuje se po vrchni hranu mensiho skla.
Do mezery mezi skly se vlozi odmastény hiebinek na tvorbu jamek a gel se necha ztuhnout.

Cela prace probiha v rukavicich a v prostorach digestote.

Po ztuhnuti se gely prenesou do elektroforetické vany, kde je vyndan hiebinek a jamky

jsou 3x proplachnuty elektrodovym pufrem.

Vzorky pro SDS-PAGE se pfipravi smichanim pfislusného vzorku a roztoku G
vpoméru 1:1. Smés se 3 minuty povaii vtermobloku pii 100 °C. Nasledné se vzorky
napipetuji do proplachnutych jamek a gel se zalije elektrodovym pufrem. Po vyznacené rysky
se do elektroforetické vany nalije elektrodovy pufr a vana se uzavie vikem. Nasledné se
elektroforeticka vana ptipoji ke zdroji napéti a necha se probihat elektroforéza. Na zdroji se
navoli napéti o 180V a proud 30mA pro kazdy z geli. Po ukonéeni elektroforézy je gel
opatrné uvolnén z délicich skel pomoci proudu destilované vody a prenesen do Petriho misky.

Gel je nadale uchovavan v destilované vodé nebo fixaénim roztoku.

Tabulka 3: Piiprava polyakrylamidovych gelti pro SDS-PAGE

5% zaostiovaci gel 7% délici gel (ml) 10% délici gel (ml) 12% délici gel (ml)

Destilovan4 voda (T.!Z‘r 2,85 2 1,68

Roztok A 0,33 1,15 1,65 2,0

Roztok B - 1,25 1,25 1,25

Roztok C 0,25 - - -

Roztok D 0,02 0,05 0,05 0,05

Roztok E 0,02 0,05 0,05 0,05

TEMED 0,002 0,002 0,002 0,002
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3.4.1 Barveni geli

Barveni roztokem amoniakalniho stf¥ibra
Roztoky:

e Fixacni roztok — 5% kyselina octova a 50% ethanol

e 10% roztok glutaraldehydu

e Roztok amoniakalniho sttibra — 20% AgNOz, 9M NaOH a vodny roztok amoniaku
e Vyvolavaci roztok — 0,05% kyselina citrénova a 0,04% formaldehyd

e Ustalovaci roztok — 5% kyselina octova
Pracovni postup:

Po vlastnim elektroforetickém déleni se gel proplachne vodou a fixuje se ve fixatnim
roztoku pies noc pti 4 °C nebo 1 hodinu pfi laboratorni teploté za mirného michani. Po fixaci
se gel rehydratuje v destilované vodé po dobu 30 minut. Po rehydrataci se gel inkubuje
30 minut v 10% roztoku glutaraldehydu pti laboratorni teploté. Dale se gel promyva
destilovanou vodou (6x10 minut). Po promyti se gel inkubuje v roztoku amoniakalniho stiibra
po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci se gel proplachne destilovanou vodou a

ptenese se do vyvolavaciho roztoku. Po vyvolani se gel pienese do ustalovaciho roztoku.
Barveni gelii pomoci Coomasie Brilliant Blue
Roztoky:

e Roztok pro obarveni gelu: komeréni roztok pro barveni: Bio-Safe™ Coomassie Stain
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

e Roztok pro odbarveni gelu: deionizovana voda
Pracovni postup:

Po vlastnim elektroforetickém déleni se gel ptenese do Petriho misky a 3x se
proplachne destilovanou vodou. Nasledné se gel fixuje 1 hodinu ve fixaénim roztoku. Po
skonceni fixace se gel prevrstvi barvicim roztokem a inkubuje se pfi teploté 4°C pte noc. Po
skonéeni inkubace se barvici roztok slije do pfipravené nadoby. Ke gelu se prilije odbarvovaci

roztok a podle potteby se vyménuje do odbarveni pozadi gelu.
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3.5 IMOBILIZACE IGG NA MAGNETICKYCH CASTICICH
S KARBOXYLOVOU FUNKCNI SKUPINOVU A S PRIDAVKEM SNHS

Roztoky:

e Promyvaci pufr ¢. 1 —0,1M MES pufr pH 5,0
e Promyvaci pufr ¢. 2 — PBS pH pufr 7,4
e Skladovaci pufr — PBS pH pufr 7,4

Pracovni postup:

Imobilizace vyuziva dvoukrokové karboimidové metody imobilizace. 1 mg magnetickych
¢astic se promyje 5 x 1,5 ml promyvacim pufrem ¢. 1. K promytym ¢asticim se piida 7,5 mg
EDAC a 1,25 mg SNHS rozpusténych v 500 pl 0,1 M MES pH 5,0. Magnetické castice
(DYNABEADS CARBOXILIC ACID, SiMag Carboxyl) se inkubuji 10 minut pfi laboratorni
teploté za mirného otaceni. Ptipravi se roztok protilatek. Do 1 ml promyvaciho pufru ¢. 1 jsou
ptidany protilatky. Z tohoto roztoku protilatek se odebere 10 ul pro kontrolu na SDS-PAGE.
Dale se nosi¢ promyje 2 x 1,5 ml promyvacim pufrem ¢. 1 a je knému piidan roztok
protilatek. Nasleduje imobilizace po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté za mirného otaceni.
Po ukonéeni inkubace je nosi¢ promyt 5 x 1,5 ml promyvaciho pufru ¢. 2 a uskladnén pfi

teploté 4 °C. Promyvaci frakce se uschovaji pro kontrolu na SDS PAGE.

3.6 VAZBA IGG NA MAGNETICKE CASTICE S HYDRAZIDOVOU
FUNKCNI SKUPINOU

Roztoky:

e Oxidaéni ¢inidlo — 0,02M roztok NalOas (vzdy Cerstvy)

e Promyvaci a vazebny pufr — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,0

e Blokacni roztok — 0,1M p-glyceraldehyd ve vazebném roztoku
e Promyvaci pufr po blokaci — PBS pufr pH 7,4

e Skladovaci pufr — PBS pufr pH 7,4

Pracovni postup:

K roztoku protilatek se ptida NalO4 v takovém mnozstvi, aby vysledny roztok o objemu
500 pl mél koncentraci 0,02 M NalOs. Smés se necha inkubovat 30 minut pfi laboratorni
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teploté za mirného otaceni ve tmé. Po skonceni inkubace se oxidace zastavi pfidanim 1,5 pl
ethylenglykolu a dukladné se promicha v celém objemu zkumavky. Nasleduje 10-ti minutova
inkubace pii laboratorni teploté ve tm¢. Odstranéni nezreagovaného Cinidla se provede pies
MicroSpin™ G-25 kolonky, postupuje se dle navodu k ptistroji. Odsoleny roztok protilatek se
ptevede do 1 ml vazebného pufru. Z tohoto roztoku se odebere 10 ul pro kontrolu na SDS-
PAGE.

1 mg magnetickych castic se promyje 5x1,5ml 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,0.
K takto promytym c¢asticim se pfida roztok zoxidovanych protilatek. Magnetické castice
(SiMag Hydrazide; HEMA 40% co-EDMA NHNH?>) se imobilizuji pies noc pfi teploté 4 °C
za mirného otaceni. Po ukonceni imobilizace se magnetické c¢astice 3 x 1 ml promyji
ptislusnym promyvacim roztokem a vazebna frakce spolu promyvacimi frakcemi se uschova
pro kontrolu na SDS PAGE. Roztok se dale promyje jesté 2 X 1,5 ml pfislusnym promyvacim
roztokem. Dale se provede blokace a to ptidavkem 500 ul bloka¢niho roztoku a naslednou
inkubaci 1 hodinu pfti laboratorni teploté za mirného otaceni. Nasledné se nosi¢ promyje
3 x 1,5 ml ptislusnym promyvacim roztokem, 3 x 1,5 ml PBS pufru pH 7,4 a uskladni se ve

skladovacim roztoku.

3.7 OVERENI FUNKCNOSTI PRIPRAVENYCH IMUNOSORBENTU
S IMOBILIZOVANYMI PROTILATKAMI POMOCI IMUNOKOMPLEXU

Roztoky:

e Ekvilibra¢ni a vazebny pufr — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,0

e Promyvaci pufr ¢. 1- 0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,2 M NaCl
e Promyvaci pufr ¢. 2 — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 1 M NaCl
e Promyvaci pufr ¢. 3 — 10mM fosfatovy pufr pH 7,0

e Eluc¢ni roztok — 0,05% TFA pH 2,3

e Elu¢ni roztok — 0,1M vodny roztok amoniaku pH 11,1

Postup:

Imunosorbent (1 mg nosi¢e S navazanymi protilatkami) se promyje 4 x1ml 0,1M
fosfatového pufru pH 7,0. K promytému nosici se piida 10 ug proteinu odpovidajici specifity

a reak¢éni objem se doplni na 500 ul pomoci vazebného 0,1M fosfatového pufru pH 7,0.
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Z roztoku se odebere 10 ul pro kontrolu na SDS-PAGE. Nosi¢ se se smési inkubuje
1,5 hodiny pii mirném otaceni pii laboratorni teploté. Po skonceni inkubace se odebere
supernatant, jako vazebna frakce a nosi¢ se promyje 8 x 1 ml promyvacim pufrem ¢. 1.
Béhem promyvani se prvni téi promyvaci frakce uschovaji pro kontrolu. Dale se promyva
3 x 1 ml promyvacim pufrem ¢. 2. Zde se pro kontrolu, uschova prvni promyvaci frakce.

Nasledné se nosi¢ promyje 3x1 ml promyvacim pufrem ¢. 3.

Nosi¢ se promicha a rozd¢li se do svou zkumavek, tak aby v kazdé bylo 500 pg nosice.
Prvni podil se eluuje 3 x200ul 0,05% TFA a druhy podil se eluuje 200 ul 0,1M vodnym
roztokem amoniaku. Eluce probiha 15 minut pfi mirném otaceni za laboratorni teploty. Po
skonceni kyselé eluce se nosi¢ promyje 2x 1 ml0,05% TFA a 5x1ml0,1M fosfatovym
pufrem pH 7,0. Nosi¢ ze zasadité eluce se promyje 5 x 1 ml 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,0.

oba nosice se uskladni pii teploté 4 °C.

Ziskané eluce se zakoncentruji ve vakuovém koncentratoru na peletku proteind a
regeneruji se v 10 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,0. Nebo se eluce zakoncentruji na
AMICON filtrech 100K/10K na objem 40 ul. Stupen zakoncentrovani byl poté zohlednén pfi
vypoctu izolovanych proteind. Zakoncentrované eluce se pouziji pro kontrolu G¢innosti eluce
na SDS-PAGE.

3.8 VAZBA IGG NA MAGNETICKE CASTICE
MODIFIKOVANE PROTEINEM A JEJICH STABILIZACE POMOCI S-NHS
Roztoky:

e Vazebny a promyvaci pufr — 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl

e Sitovadlo—2,5uM S-NHS

e Zasobni roztok hlgG (1 mg/ml)

Ze zasobniho roztoku magnetickych castic (PureProteomTMProtein A Magnetic beads) se
odebralo 100 ul  sterilni  $pickou do  zkumavky. Castice se  promyly
3 x 250 pl 0,1M fosfatového pufru pH 7,2 s 0,15M NaCl. Pripravi se roztok protilatek o
celkovém objemu 250 ul. 50 pl higG se smicha s 200 pl fosfatového pufru. Z tohoto
roztoku se odebere 10 ul pro kontrolu na SDS-PAGE jako ptvodni vzorek. Po piidani

67



roztoku hlgG k magnetickym casticim se ¢astice inkubuji 1 h pii laboratorni teploté za
mirného otaceni.

Po inkubaci se odebere vazebna frakce. Castice se promyji 5 x 250 pl fosfatového pufru.
Prvni tfi promyvaci frakce se uschovaji pro kontrolu vazby na SDS-PAGE. Po promyti se
k magnetickym casticim ptida 250 pl 2,5 uM S-NHS. Po ptidavku S-NHS se castice
inkubuji 1 h pti laboratorni teplot¢ za mirného otaceni. Po skoncéeni inkubace se
magnetické ¢astice promyji 5 x 250 pl fosfatového pufru. Prvni dvé frakce se uschovaji
pro kontrolu na SDS-PAGE.

3.9 OXIDACE PROTILATEK NAIO4 A JEJICH BIOTINYLACE POMOCI
HYDRAZID-BIOTIN

Roztoky:

e NalO4 Vv 0,1M fosfatovém pufru pH 7,2 s 0,15M NaCl

e 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl

e Zasobni roztok hlgG (Img/ml)

e Biotinyla¢ni ¢inidlo: 10 mM Hydrazid-biotin v dimethylsulfoxidu
Pracovni postup:

K oxidaci a biotinilaci se pouzije 100 pug hIgG. Roztok NalO4 se promicha a nasledné se
odpipetuje 400 pl roztoku NalOs a ptida se k nému 100 pl hlgG ze zasobniho roztoku.
Vysledny roztok je 0,02M NalOs. Roztok se necha 30 minut inkubovat ve tmé, pti laboratorni
teploté, za mirného otaceni. Po skonéeni inkubace se zastavi oxidace pfidanim 1,5 pl
ethylenglykolu. Roztok se dukladné¢ promicha a necha se znovu inkubovat 10 minut pfi
laboratorni teplot¢ za mirného otaCeni a ve tmé. Po skonceni inkubace se roztok protilatek
odsoli na Amicon filtrech. Prace s kolonkami se provadi v rukavicich. Do zkumavky se vlozi
filtr, do n¢& se napipetuje cely objem roztoku protilitek a sto¢i se pfi
13 000 otackach (11 739 x g) 10 minut. Po skonceni se vyjme filtr, obracené se vlozi do nové
zkumavky a znovu se stoci, tentokrat pti 3 500 otackach (3160 x g) 2 minuty. Po odsoleni se

ziskany objem protilatek doplni 200 pl fosfatového pufru.
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Pripravi se zasobni roztok Hydrazid-biotin 0 50mM koncentraci. Navazka se rozpusti ve
100 ul DMSO. Ztohoto roztoku se odpipetuje 10 ul do 200 ul roztoku zoxidovanych
protilatek, aby se ziskal roztok o koncentraci 5mM Hydrazid-biotin. Roztok protilatek
s Hydrazid-biotinem se necha inkubovat 1 hodinu a 15 minut pii laboratorni teploté ve tm¢ za
mirného otaceni. Po skonceni inkubace se k roztoku piida 2 ul NaCNBH3 (prace se provadi
v digestofi a Vv rukavicich). Roztok se promicha a inkubuje se 30minut ve tmé pfi laboratorni
teplot¢ za mirného otaceni. Po skonCeni se roztok odsoli (postup odsolovani viz oxidace

protilatek) a odsoleny koncentrat se prevede do 200 ul fosfatového pufru.

3.10 VAZBA BIOTINYLOVANYCH PROTILATEK IGG NA MAGNETICKE
CASTICE MODIFIKOVANE STREPTAVIDINEM

Roztoky:
e PBSpufrpH74
Pracovni postup:

Ze zasobniho roztoku magnetickych ¢astic (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1) se
odebralo 100 ul. Céstice se promyji 3x1 ml PBS pufru pH 7,4. 20 pg biotinylovanych
protilatek se doplni na 1 ml PBS pufrem pH 7,4 a z tohoto roztoku se odebere frakce pro
kontrolu na SDS-PAGE. Roztok protilatek se piida k promytému nosiéi. Nosi¢ se inkubuje 30
minut ve tmé, pii laboratorni teploté za mirného otaceni. Po skonceni inkubace se odebere
vazebna frakce a uschova se pro kontrolu na SDS-PAGE. Nosic¢ se promyje 5x1 ml PBS pufru
a vSechny promyvaci frakce se uschovaji pro kontrolu na SDS-PAGE. Nosi¢ se skladuje
v PBS pufru pH 7,4 pti 4 °C.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a ovéfit funkénost imunosorbentu pro vazbu
PTX3. Dalsi ¢ast prace uvedena v zadani a tykajici se IL-6 nebyla z divodu kovidovych
omezeni realizovana. Omezeni se tykala zakazu vstupu studentti do laboratofi v dob¢
nouzovém stavu, vyrazn¢ opozdénym dodavkam chemikalii, reagencii od zahrani¢nich

dodavatell, problémy s proclenim nékterych produktii nakoupenych v zahranici

Prvni experimenty se provadély na modelovém systému protilatek a jim specifickych
antigenech. Mj. to byly lidské IgG molekuly izolované ze séra zdravych darct (komeréné

dostupné) a dale specifické protilatky anti-HE4 a k tomu piislusny antigen.

Po zhodnoceni vysledkd experimentli s modelovymi reagenciemi se piistoupilo
k piipravé imunosorbentu, kde byly navazany anti-PTX3 protilatky a jejich vazebna aktivita

byla ovéfena pomoci rekombinantniho proteinu PTX3.

4.1 PRIPRAVA IMUNOSORBENTU S RUZNYMI TYPY VAZBY S
NESPECIFICKYMI IGG

K vazbé byly pouzity ¢tyfi typy magnetickych nosica:
e Magnetické ¢astice modifikované proteinem A — PURE PROTEOM™ PROTEIN A
(1,5-2,5ug/ul vazebna kapacita (krali¢i IgG), Milipore Corp., Billerica, MA, USA)

e Magnetické ¢astice modifikované streptavidinem - DYNABEAD™ MY ONE™
STREPTAVIDIN C1 (10mg/1ml; vazba >2,5 pmol protilatky/mg ¢astic;
ThermoFisher; Waltham, MA, USA)

e Magnetické castice s COOH funkéni skupinou — DYNABEADS MYONE
CARBOXILIC ACID (Invitrogen, ThermoFisher; Waltham, MA, USA)

e Magnetické ¢astice s COOH funk¢ni skupinou — SIMAG Carboxyl (10mg/1ml,
Chemicell; berlin, Némecko)

e Magnetické ¢astice s hydrazidovou funk¢ni skupinou — HEMA-40% co-EDMA-
NHNH; (1mg/45,9pl)

e Magnetické ¢astice s hydrazidovou funkéni skupinou — SIMAG Hydrazide (1mg/20ul;
Chemicell; Berlin, Némecko)
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4.1.1 Vazba nespecifickych 1gG na magnetické ¢astice s COOH funkéni skupinou

Prvni zvoleny nosi¢ byly magnetické ¢astice s karboxylovou funkéni skupinou. Vazba
protilitek na povrch magnetickych ¢astic probihala standardni  dvoukrokovou
karbodiimidovou metodou s piidavkem S-NHS, jako sitovadlem [190]. V prvnim kroku se
aktivuje karboxylova funk¢ni skupina na povrchu magnetickych ¢astic pfidanim EDAC (1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid a S-NHS. V prvnim kroku dojde ke vzniku
esterového meziproduktu. Ve druhém kroku meziprodukt reaguje saminovou funkéni
skupinou na proteinu za vzniku amidové vazby. Vazba protilatek na magnetické ¢astice byla

provedena podle pracovniho postupu popsaného v kapitole 3.5.

Pro vazbu nespecifickych lidskych IgG (hlgG) byl pouzit 1 mg nosi¢e magnetickych
¢astic s karboxylovou funkéni skupinou (DYNABEADS). Na ngj se vazalo 50 pg higG.
Kontrola vazby probéhla na SDS-PAGE. Vysledny gel se barvil roztokem amoniakalniho
stiibra. Na gel byl davkovan pivodni vzorek (0,5 png na jamku), vazebna a promyvaci frakce.
Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem
ImageLab™. Zaznam gelu po obarveni je na Obrazku 20. Frakce byly na gel nanaseny bez
predchoziho zakoncentrovani. Na gelu, vdraze ¢.1 je viditelny prouzek odpovidajici
pivodnimu vzorku lidského 1gG. Ve drahach ¢. 3, 5-7 nejsou vidét zadné prouzky

odpovidajici higG. Vazba hlgG probéhla s t¢innosti 100 %.
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Obrazek 20: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni G¢innosti vazby hlgG na magnetické ¢astice s karboxylovou funkéni skupinou
(DYNABEADS)

1 — nespecifickeé hlgG (0,5 g na jamku), 2 — vazebna frakce (0,1 M MES pufr pH 5,0), 3 — 1. promyvaci frakce (PBS pufr pH

7,4), 4 — standard molekulovych hmotnosti, 5 — 2. promyvaci frakce, 6 — 3. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 7 — 4.
promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4); polyarylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakdiniho stribra.
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4.1.2 Vazba nespecifickych IgG na magnetické ¢astice s hydrazidovou funkéni

skupinou

Druhym typem nosice byly magnetické castice s hydrazidovou funkéni skupinou. Na
volnych karbohydratovych fetézcich se oxidaci vytvori aldehydické skupiny. Ty nasledné

reaguji s hydrazidem za tvorby hydrazinové kovalentni vazby [190].

K oxidaci protilatek se pouzil NalOs. Vazba protilatek na magnetické ¢astice probihala

podle pracovniho postupu popsaného v kapitole 3.6.

Pro vazbu nespecifickych higG, byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic s hydrazidovou
funkéni skupinou (co-EDMA-NHNH2). Na nosi¢ se vazalo 50 pg hlgG (0,5 png na jamku,).
Kontrola vazby se provadéla na SDS-PAGE a vysledny gel se barvil roztokem amoniakalniho
stiibra. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se
softwarem ImageLab™. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 21. Na gelu
v draze ¢. 1 je patrny prouzek patfici pivodnimu vzorku nespecifickych hlgG. V drahach pro
vazebnou a promyvaci frakci nejsou zadné dalsi prouzky patrné. To znaci, ze vazba hlgG

probéhla ze 100 %. Frakce byly na gel nanaseny bez piedchoziho zakoncentrovani.

250 kDa
150 kDa

100 kDa

Obrazek 21: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni G¢innosti vazby nespecifickych hlgG na magnetické ¢astice HEMA 40%-co-
EDMA-NHNH:2

1 — nespecifické hlgG (0,5 ug na jamku), 2 — vazebna frakce (0,1 M fosfitovy pufr pH 7,0), 3 — standard molekulovych

hmotnosti, 4 — 1 promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufi- pH 7,0), 5 — 2. promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0), 6 — 3.
promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufir pH 7,0); polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakalniho stribra.
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4.1.3 Vazba nespecifickych 1gG na magnetické ¢astice modifikované proteinem A
a stabilizované S-NHS

Tretim typem nosice byly magnetické castice s kovalentné navazanym proteinem A.
Jedna se protein, ktery byl nalezen v bunéénych sténach Staphylococcus aureus. Protein A je
schopen interagovat s 1gG vétsiny savcu, nékdy i s IgM a IgA. Piehled vazeb je v Tabulce ¢.4.
Protein A se vaze na Fc region 1gG [191] a vysledkem je orientovana vazba. V piipadé, ze je
protein A navazan na magnetickém nosici, tak jeho vazba k 1gG vytvofi imunosorbent
s orientovanou imobilizovanou protilatkou. Protilatky jsou vSechny stejné kovalentné
navazany a nedochazi ke sterickym zabranam. Orientovana imobilizace protilatek zvySuje

vazebnou kapacitu imunosorbentu. To umoznuje lepsi detekci navazanych antigend [192].

Tabulka 4: Popis vazeb protilatek na protein A, pfevzato a upraveno [193]

Protilatky Podtiida Sila vazby
Lidské 19G: Silna vazba
19G2 Silna vazba

19Gs Nevaze se
19G4 Silna vazha

IgA Nevaze se

IgM Nevaze se
Mysi 19G: Slaba vazba
19G2, Silna vazba

19G2b Silna vazba

1gGs Silna vazha

IgM Nevaze se
Krysi 1gG:1 Slaba vazba
19G2a Nevaze se

19G2p Nevaze se

19Gac Silna vazba

IgM Nevaze se

Krali¢i [o]€] Silna vazba
IgM Nevaze se

Ovei 19G: Nevaze se
19G> Silna vazba

IgM Nevaze se
Kozi 19G1 Slaba vazba
19G; Slaba vazba

IgM Nevaze se

Hovézi 19G, Nevaze se
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19G; Silna vazba

Pro vazbu nespecifickych hIgG byly pouzity magnetické ¢astice PureProteom™ Protein
A Magnetic Beads. Kapacita magnetickych ¢astic byla 1,5-2,5pug protilatky/ul
magnetickych ¢astic. Pro samotnou vazbu se pouzilo 100 ul magnetickych c¢astic. K vazbé
bylo pouzito 50 pg nespecifickych higG (0,5 png na jamku). Vazba protilatek probihala podle
pracovniho postupu z kapitoly ¢. 3.8. Pro ziskani vétsi stability vazby byl pouzit S-NHS jako
sitovadlo. Kontrola vazby se provadéla na SDS-PAGE. Vysledny gel byl barven roztokem
amoniakalniho  stfibra. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici
ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan
na Obrazku 22. Frakce byly na gel nanaseny bez piedchoziho zakoncentrovani. Na gelu je
v draze ¢. 1 vidét vyrazny pruh odpovidajici puvodnimu vzorku nespecifickych hlgG. V draze
¢. 2 je nevyrazny prouzek odpovidaji mnozstvi hIgG ve vazebné frakci. Ve zbylych drahach,
odpovidajici promyvacim frakcim, neni vidét zadny prouzek hIgG. Protilatky se na

magnetické Castice navazaly s 98% tspésnosti.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Obrazek 22: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni ucinnosti vazby nespecifickych hlgG protilatek na magnetické &astice
(PureProteom™ Protein A Magnetic Beads)

1 — nespecificke hlgG (0,5 ug na jamku), 2 — vazebna frakce (0, 1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 3 — 1. promyvaci
frakce (0, IM fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 4 — 2. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufi- pH 7,2 s 0,15M NaCl), 5 — 3.
promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 6 — standard molekulovych hmotnosti, 7 — 1. promyvaci frakce
po pridavku S-NHS (0, 1M fosféatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 8 — 2. promyvaci frakce po pridavku S-NHS (0,1M fosfatovy
pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl); polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakdlniho stiibra.

Utinnost tohoto nosice byla, pii vazbé nespecificky hlgG, niz$i neZ u ostatnich nosiétL.
To mohlo byt zptsobeno poskozenymi Fc Konci, které se pak nemohly kovalentné navazat

k proteinu A. Také mohlo dojit k naruSeni proteinu A na povrchu magnetickych castic.
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4.1.4 Vazba nespecifickych IgG na magnetické ¢astice modifikované

streptavidinem

Ctvrtym typem nosice byly magnetické &astice s kovalentné vazanym streptavidinem.
Pro vazbu byly konkrétnd pouzity magnetické castice DYNABEADS™ MyOne™
Streptavidin C1 a biotinylované nespecifické hlgG, Protilatky byly biotinylovany Hydrazid-
biotinem. Hydrazid-biotin se vaze pres hydrazidovou skupinu na karbonylové skupiny
karbohydratovych zbytkt. Pro vznik této vazby byly higG oxidovany NalO4 diky ¢emu, na
Fc koncich IgG, vznikly volné karbonylové skupiny. Vazba streptavidin-biotin je mozna diky
velké afinit¢ téchto dvou latek [190]. Streptavidin je protein pochazejici z bakterie
Streptomyces avidinii [194]. Jako v pfipadé magnetickych castic s kovalentné vazanym

proteinem A, se i zde jedna o orientovanou vazbu protilatek.

Pro vazbu byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic a 20 ug biotinylovanych hlgG. Kontrola
vazby probihala na SDS-PAGE a vysledny gel byl barven roztokem amoniakalniho stfibra.

Pro biotinylaci se pouzilo 200 pg nespecifickych hlgG. Toto mnozstvi bylo pouzito pro
predpokladanou 50% ztratu béhem oxidace hlgG a jejich nasledného odsolovani. Oxidace a
biotinylace nespecifickych hlgG probihala podle pracovniho postupu z kapitoly 3.9. Pro
kontrolu biotinylace byla provedena SDS-PAGE na 7% polyakrylamidovém gelu, ktery byl
barven roztokem amoniakalniho stiibra. U¢innost vazby pak byla vyhodnocena na stanici
ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Zaznam gelu po SDS-PAGE je
zobrazen na Obrazku 23. V drahach 2 a 3 jsou na Obrazku porovnavany stejné koncentrace
hlgG. Je zde patrna jemna zména v molekulovych hmotnostech, za ptedpokladu Ze na higG
jsou navazany 2 molekuly hydrazid-biotin. Rozdil hmotnosti mezi biotinylovanymi a
nebiotinylovanymi protilatkami je 258,34 Da. Na gelu neni vidét vyraznd zména posunu v

molekulovych hmotnostech.
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Obrazek 23: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni G¢innosti biotinylace nespecifickych hlgG.

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — biotinylované nespecifické hlgG (4 ug na jamku), 3 — nebiotinylované hlgG (4 ug
na jamku), 4 — nebiotinylované hlgG (10 ug na jamku); polyakrylamidovy 7% gel; barveno roztokem amoniakalniho stiibra

Zaznamovy gel po SDS-PAGE s ukazkou vazby biotinylovanych protilatek je zobrazen
na Obrazku 24. Byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel, ktery byl obarven roztokem
amoniakalniho  stfibra. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici
ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Vazba probihala podle pracovniho
postupu z kapitoly 3.10. Frakce byly na gel nanaseny bez ptedchoziho zakoncentrovani. Na
gelu je v drahach ¢. 1 a 2 vidét ptivodni vzorek biotinylovanych hlgG a jejich vazebna frakce.
V drahach ¢. 3, 5, 6 a 7 neni zadny prouzek odpovidajici vymytému hlgG. Biotinylované
hlgG se z magnetického nosi¢e nevymyvaji. Biotinylované higG se na streptavidinové

magnetické castice navazaly s 61% ucinnosti.
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Obrazek 24: Zaznam SDS-PAGE — ovéieni vazby biotinylovanych hlgG na magnetické castice (DYNABEADS ™
MyOne™ Spreptavidin C1.)

1 — biotinylované protildatky (na jamku), 2 — vazebnd frakce (PBS pufr pH 7,4), 3 — 1. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 4

— standard molekulovych hmotnosti, 5 — 2. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 6 — 3. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 7
— 4. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4); polyakrylamidovy 710% gel; barveno roztokem amoniakdlniho stitbra.

Utinnost vazby téchto magnetickych &astic, byla mensi nez u predchozich t#. Samotna
vazba protilatek na nosi¢ neni obtizna, pro spravnou vazbu je klicové provést spravnou
biotinylaci protilatek. Dtvody Spatné biotinylace mohou byt rtizné, je jim nevhodny molarni
pomér mezi reaktivnimi skupinami biotinylované latky a vlastniho reaktivniho bitotinu,
nadmérnd biotinylace vedouci ke stérickym zdbranam vazby, ztrata vazebné aktivity

protilatek po biotinylaci.
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4.2 PRIPRAVA IMUNOSORBENTU SRUZNYMI TYPY VAZBY SE
SPECIFICKYMI ANTI-HEA PROTILATKAMI

4.2.1 Vazba specifickych anti-HE4 protilatek na magnetické ¢astice s COOH

funk¢ni skupinou

Vazba specifickach anti-HE4 protilatek (HYTEST) probihala na 1 mg magnetickych
Castic s karboxylovou funk¢ni skupinou (SIMAG Carboxyl; DYNABEADS). Tyto nosice
byly zvoleny, protoze na magnetickych casticich s COOH funkéni skupinou, byla vazba
nespecifickych hlgG 100%. Kromé &astic DYNABEADS CARBOXILIC ACID, byly pouzity
i jiné magnetické ¢astice, konkrétné SIMAG Carboxyl. Jde o jiny druh ¢astic, ale maji stejnou
funkéni skupinu. Na oba nosice se vazalo 50 ug anti-HE4 protilatek. Kontrola vazby se
provadéla na SDS-PAGE a vysledné gely se barvily roztokem amoniakalniho stiibra.
Utinnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem
ImageLab™. Z4znam gelti pro SDS-PAGE jsou ukéazany na Obrazku 25 a 26. Na Obrazku 25
je vdraze ¢.2 vidét puvodni vzorek anti-HE4. V drahach ¢. 3 a 4 jsou vidét prouzky
anti-HE4. Tyto prouzky odpovidaji vazebné a vymyvaci frakci. Frakce byly na gel nanaseny
bez ptredchoziho zakoncentrovani. Vazba anti-HE4 na magnetické castice DYNABEADS
CARBOXILIC ACID probéhla z 57 %. Na Obrazku 26 je v draze ¢. 2 vidét prouzek v oblasti
puvodniho vzorku anti-HE4. V drahach 3 a 4 jsou prouzky anti-HE4 odpovidajici vazebné a
promyvaci frakci. Frakce byly na gel nanaSeny bez piedchoziho zakoncentrovani. Vazba

anti-HE4 na magnetické ¢astice SIMAG Carboxyl probéhla ze 76 %.

1 2 3 4 5 6 7
250 kDa PEE - e
150 kDa -
100 kDa
75 kDa

Obrazek 25: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni udinnosti vazby anti-HE4 na magnetické castice s karboxylovou funkéni
skupinou (DYNABEAD)

1 — 4. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 2 — anti-HE4 (0,5 ug na jamku,HYTEST), 3- vazebnd frakce (0,1 M MES pufr pH
5,0), 4 — 1. promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4), 5 — standard molekulovych hmotnosti, 6 — 2. promyvaci frakce PBS pufr pH

7,4, 7 — 3. promyvaci frakce PBS pufr pH 7,4; polyakrylamidovy 10% gel; barveno amoniakainim roztokem stiibra.
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Obrazek 26: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni udinnosti vazby anti-HE4 na magnetické &astice s karboxylovou funkéni
skupinou (SIMAG )

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — anti-HE4 (0,5 ug na jamku, HYTEST), 3 — vazebna frakce (0,1 M MES pufr pH
5,0), 4 — promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4); polyakrylamidovy 10% gel; barveno roztokem amoniakalniho stiibra.

Po vyhodnoceni vazby specifickych protilatek, na dva rizné magnetické nosice se
stejnou funk¢ni skupinou, byla lepsi vazba na magnetické castice SIMAG Carboxyl. Pti

vvvvvv

nijak velkd. Magnetické ¢astice DYNABEADS vazou nespecificky hiIgG mnohem Iépe.

Pti vazbé specifickych protilatek anti-HE4, mé&ly magnetické castice SIMAG Carboxyl
tendenci sorbovat na sténu zkumavky. Aby se tomu piedchazelo byly pouzity LoBind
zkumavky. Na nich jiz k takovému efektu nedochazelo. | kdyz mély DYNABEADS nizsi
vaznost specifickych anti-HE4 protilatek, manipulace s nimi byla snadnéjsi. Z toho diavodu

byly vybrany jako jedna z moznych variant nosi¢e pro kone¢nou vazbu anti-PTX3 protilatek.

4.2.2 Vazba specifickych anti-HE4 protilatek magnetické ¢astice s hydrazidovou

funkéni skupinou

Po tspesné vazbé nespecifickych hlgG protilatek na magnetické ¢astice s hydrazidovou
funkéni skupinou, bylo rozhodnuto o dal§i vazbé. Nové se vazaly specifické anti-HE4
protilatky. Specifické protilatky se vazaly na magneticky nosi¢ s hydrazidovou funk¢ni
skupinou (SIMAG). Jedna se o dostupnéjsi komeréni nosi¢, nez je magneticky nosi¢
s hydrazidovou funkéni skupinou (co-EDMA-NHNH2) Vazba specifickych anti-HE4
protilatek probihala na 1 mg magnetickych ¢astic SIMAG Hydrazide. K vazb¢ bylo pouzito
50 pg anti-HE4 protilatek (0,5 pg na jamku, HYTEST). Kontrola vazby se provadéla na
SDS-PAGE. Vysledné gely byly barveny roztokem amoniakélniho st¥ibra. U¢innost vazby
pak byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™.
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Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 27. Frakce byly na gel nanaseny bez
ptedchoziho zakoncentrovani. Na gelu, v drahach 2 a 3 jsou vidét prouzky odpovidajici
puvodnimu vzorku a vazebné frakci. V promyvacich frakcich (draha ¢. 4-6) jiz nejsou
prouzky ziejmé. Protilatky se na magnetické castice navazaly s 23% ucinnosti.

1 2 3 4 S 6

-

250 kDa (-
150 kDa —

100 kD2

N

Obrazek 27: Zaznam SDS-PAGE — ovéfeni Géinnosti vazby specifickych anti-HE4 protilatek na magnetické ¢astice SIMAG
Hydrazide

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — specifické anti-HE4 protilatky (0,5 ug na jamku, HYTEST), 3 — vazebna frakce
(0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0), 4 — 1. promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0), 5 — 2. promyvaci frakce
(0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0), 6 — 3. promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufi- pH 7,0); polyakrylamidovy 10% gel; barveno
roztokem amoniakdalniho stitbra.

Vazba hlgG pomoci hydrazidové funkéni skupiny byla ucinna ze 100 %, zatimco

Vv piipadé¢ vazby specifickych anti-HE4 protilatek byla G¢innost pouze z 23 %.

Takto snizena ucinnost vazby u anti-HE4 protilitek mohla mit vice davoda.
Pravdépodobné tyto specifické protilatky neobsahovaly plné funkéni glykosylaci v Fc ¢asti.
Diky tomu nemohlo dojit k vytvoteni karbonylovych skupin, které jsou nutné pro navazani
hydrazidu. Dal§im davodem mohly byt podminky oxidace protilatek NalOs, ktery mohl misto
karbonylovych skupin vytvofit nereaktivni karboxylové skupiny a snizit tak Gi¢innost vazby.
Nizsi ucinnost vazby mohla byt zplsobena i vyssi citlivosti specifickych IgG vuci oxidaci
NalOs. Molekuly se tak mohly poskodit jesté pred samotnou vazbou na nosi¢. U této metody
také mohlo dochazet ke ztratam protilatek béhem odsolovani na AMICON filtrech, jenz

pracuji na prinCipu molekulovych sit.
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4.3 VAZBA ANTIGENU HE4 NA IMUNOSORBENTY SE SPECIFICKYMI
ANTI-HE4 PROTILATKAMI

4.3.1 Vazba antigenu HE4 na imunosorbent s magnetickymi ¢asticemi s COOH

funkéni skupinou

Pro vazbu antigenu HE4 byly pouzity imunosorbenty snavazanymi anti-HE4
specifickymi protilatkami. Prvnim pouzitym imunosorbentem byly magnetické castice
s karboxylovou funkéni skupinou (SIMAG) snavazanymi anti-HE4 protilatkami. Na
imunosorbent se aplikovalo 10 ug HE4 antigenu. Vazba antigenu se kontrolovala na
SDS-PAGE. Po navazani antigenu na imunosorbent, se antigen eluoval. Imunosorbent se
rozdé€lil na 2x 500 pg nosice, prvni polovina prosla kyselou eluci a druha zasaditou. Kontrola
eluci se délala na SDS-PAGE. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 28. Antigen
HE4 ma molekulovou hmotnost 26kDa. Pro jeho lepsi zobrazeni je pouzit 12%
polyakrylamidovy gel. Na gelu je v drahach €. 2, 3, 8, 9, 10 vidét ptvodni vzorek antigenu
HE4, jeho vazebna frakce a eluce. Kysela eluce uvolnovala pouze pozadovany antigen HE4.
Zasadité prostiedi 0,1M roztoku vodného roztoku amoniaku zpusobilo naruseni amidové
vazby mezi protilatkou a funkéni skupinou na povrchu magnetické ¢astice, az doslo k jeji
ztraté. Uvolnéné protilatky jsou patrné v horni ¢asti drah ¢. 11, 12, 13. Vazba a eluce
probihala podle pracovniho postupu z kapitoly 3.7. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na
stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Pti vyhodnocovani se zapodital
I faktor zakoncentrovani jednotlivych eluci a promyvacich frakci. Faktor zakoncentrovani byl
13,3. Na nosi¢ se antigen HE4 navazal s 18% tucinnosti. Kysela eluce uvolnila z navazaného

mnozstvi 19% antigenu. Vazba i eluce méla nizkou G¢innost.
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Obrazek 28: Zaznam SDS-PAGE — kontrola G¢innosti vazby a eluce HE4 antigenu na imunosorbent s anti-HE4 protilatkami
na magnetickych &asticich (SIMAG)

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — HE4 antigen (0,2 ug na jamku), 3 — vazebnd frakce (0,1M fosfatovy pufi pH 7,0), 4
— 1. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufi- pH 7,0 s 0,2M NaCl), 5 — 2. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,2M
NaCl), 6 — 3. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,2M NaCl), 7 — 4. promyvaci frakce (0,1M fosfitovy pufir pH
7,05 1M NaCl),8 — 1. kyseld eluce (0,05% TFA), 9 — 2. kyseld eluce (0,05% TFA), 10 — 3. kyseld eluce (0,05% TFA), 11 — 1.

zasadita eluce (0,1M vodny roztok amoniaku), 12 — 2. zasadita eluce (0,1M vodny roztok amoniaku), 13 — 3. zdsadita eluce
(0, IM vodny roztok amoniaku); polyakrydovy 12% gel; barveno roztokem amoniakalniho stribra.

Druhym imunosorbentem pouzitym pro vazbu antigenu HE4, byl nosi¢ z magnetickych
castic s karboxylovou funkéni skupinou (DYNABEADS) S navazanymi
anti-HE4 protilatkami. Pracovni postup vazby a eluce antigenu HE4 je popsan kapitole 3.7.
V tomto piipad¢€ se z divodu uvolnéni navazanych protilatek z povrchu magnetickych ¢astic
neprovadéla zasadita eluce 0,1M vodnym roztokem amoniaku, proto se nosi¢ nerozdéloval na
dvé casti. Eluce probihala na celém 1 mg imunosorbentu. Zmensil se i poet promyvacich
frakci, kdy se nosi¢ po navazani antigenu promyval 3x1 ml 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,0
s 0,1M NaCl a 2x1 ml 10mM fosfatového pufru pH 7,0. Na nosic¢ bylo aplikovano 10 pg HE4
antigenu. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukézan na Obrazku 29. Uginnost vazby pak byla
vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Nejvyraznéjsi
je v draze ¢. 1 pavodni vzorek HE4 a v draze €. 4, 2. kysela eluce HE4 antigenu. Elu¢ni frakce
byly zakoncentrovany. Ve vyhodnocovani ucinnosti eluce bylo pocitano s faktorem
zakoncentrovani. Koncentra¢ni faktor byl 13,3. Z imunosorbentu byl antigen eluovan s 4,26%

ucinnosti.
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Obrazek 29: Zaznam SDS-PAGE - kontrola G¢innosti vazby a eluce HE4 antigenu na imunosorbent s anti-HE4 protilatkami
na magnetickych ¢asticich (DYNABEADS)

e — e—

1 — vzorek HE4 antigenu (0,2 ug na jamku), 2 — standard molekulového markeru, 3 — 1. kyseld eluce (0,05% TFA), 4 — 2.
kyseld eluce (0,05% TFA), 5 — 3. kyseld eluce (0,05% TFA); polyarylamidovy 12% gel; barveno amoniakdalnim roztokem
stribra.

4.3.2 Opakovana vazba antigenu HE4 na imunosorbent s magnetickymi ¢asticemi
s COOH funkéni skupinou

Nosi¢, z magnetickych castic s karboxylovou funkéni skupinou (DYNABEADS), zde
byl znovu pouzity pro vazbu antigenu HE4. Duvodem bylo zjisténi opakovatelnosti pouziti
imunosorbentu po jeho regeneraci. Na nosi¢ se znovu vazalo 10 pg antigenu HE4. Zaznam
gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 30. Vazba probéhla za stejnych podminek jako
poprvé. Zakoncentrovani vazebné, promyvaci a eluéni frakce bylo zapocitano do
vyhodnocovani ucinnosti vazby. Koncentra¢ni faktor pro vazebnou a promyvaci frakci byl
12,5, pro elucni frakce byl 2,5. Vyhodnoceni bylo provedeno na denzitometrické stanici
G:BOX a softwaru GeneTools from SynGene. Kontrola probihala na
10% polyakrylamidovém gelu a vysledny gel byl barven roztokem amoniakalniho stiibra.
Antigen se navazal z 98 % na magnetické castice. Nasledné se pfti eluci z nosice uvolnily 3 %
antigenu HE4. Opakované pouziti nosice bude vyzadovat bud’ zménu nosice, nebo

optimalizaci podminek vazby a eluce.
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Obrazek 30: Zaznam SDS-PAGE — Kontrola u¢innosti druhé vazby a eluce HE4 antigenu na imunosorbent s anti-HE4
protilatkami na magnetickych ¢asticich (DYNABEADS)

4 B

1 — HE4 antigen (0,2 ug na jamku), 2 — vazebnd frakce, 3 — 1. promyvaci frakce (0, 1M fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,1M NaCl, 4
— 2. promyvaci frakce (0,IM fosfatovy pufr pH 7,0 s 0,1M NaCl), 5 — standard molekulovych hmotnosti, 6 — 1. eluce (0,05%
TFA), 7 — 2. eluce (0,05% TFA), 8 — 3. eluce (0,05% TFA); polyakrylamidovy 12% gel; barveno roztokem amoniakdlniho
stribra.

4.3.3 Vazba antigenu HE4 na imunosorbent s magnetickymi c¢asticemi S

hydrazidovou funkéni skupinou

Byl pouzit imunosorbent santi-HE4 protilatkami navazanymi na magnetickych
¢asticich s hydrazidovou funkéni skupinou (SIMAG). Na imunosorbent bylo aplikovano
10 ug antigenu (0,2 ug na jamku). Vazba antigenu probihala podle pracovniho postupu
v kapitole 3.7. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™ XRS+System se
softwarem ImageLab™. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 31. Na gelu je
v drahach ¢. 3 a 4 vidét puvodni vzorek HE4 antigenu a jeho vazebna frakce. Vazebna,
promyvaci a elu¢ni frakce byly zakoncentrovany. Koncentraéni faktor pro vazebnou a
promyvaci frakci byl 13,5. Pro eluéni frakci byl koncentra¢ni faktor 2,5. Koncentra¢ni faktory
byly zapocitany pii vyhodnoceni U¢innosti vazby. V drahach ¢. 7—12 pro eluéni frakce
nejsou vidét zadné prouzky odpovidajici eluovanému antigenu HE4. Na imunosorbent se

navazal antigen HE4 s 28% t¢innosti.
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Obrazek 31: Kontrola vazby a eluce HE4 antigenu na imunosorbent s anti-HE4 na SIMAG Hydrazide

1 — standard molekulového markeru, 2 — prdazdnd pozice, 3 — HE4 antigen (0,2 pug na jamku), 4 — vazebnd frakce (0,1M
fosfatovy pufir pH 7,0), 5 — 1. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr s 0,2M NaCl), 6 — 4. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy
pufr s 1M NaCl), 7 — 1. kysela eluce (0,05% TFA), 8 - -2. kysela eluce (0,05% TFA), 9 — 3. kysela eluce (0,05% TFA), 10 — 1.

zasadita eluce (0,1M vodny roztok amoniaku), 11 — 2. zdsadita eluce (0,1M vodny roztok amoniaku), 12 — 3. zdsadita eluce
(0,IM vodny roztok amoniaku); polyakrylamidovy 12% gel; barveno roztokem amoniakalniho stribra.

Vazba antigenu na magnetické nosi¢e probihala ve vSech piipadech stejné. U vSech
imunosorbentl byla u¢innost vazby i eluce pod 30 %. Uginny imunosorbent by mél byt

schopen vychytat antigen ze vzorku s minimalni G¢innosti 60 %.

V dalsim kroku se pfistupovalo k vybéru samotného magnetického nosi¢e. PO
zhodnoceni ucinnosti vSech nosicl a vazeb s nespecifickymi a nespecifickymi protilatkami.
Jako nejlepsi magneticky nosi¢ se jevily magnetické castice s kovalentné navazanym

proteinem A.
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4.3 PRIPRAVA IMUNOSORBENTU S ANTI-PTX3 PROTILATKAMI

Magnetické castice a karboxylovou skupinou maji vysokou ucinnost vazby pro
nespecifické hIgG, ale nezarucuji orientovanou vazbu protilatek. Magnetické castice
s hydrazidovou funk¢ni skupinou vazaly nespecifické hlgG protilatky siln€, ale mély slabou
ucinnost vazby se specifickymi anti-HE4 protilatkami. Vazani protilatek na magnetické
¢astice s povrchem modifikovanym streptavidinem mélo u nespecifickych hlgG vice jak 50%

ucinnost, ale v porovnani s proteinem A, byla t¢innost mala.

Po téchto zjisténich byl pro imunosorbent, tvoteny z anti-PTX3 protilatek, zvolen nosic¢
magnetickych ¢astic s proteinem A, navazanym na jejich povrch. Protilatky se na protein A
vazi orientovanou vazbou, coz zajistuje dostatek volnych mist pro vazbu antigenu. Pro vznik

vazby mezi proteinem A a IgG neni nutna zadna ptedchozi uprava IgG.

4.3.1 Uvolnéni nespecifickyvh IgG z magnetickyc ¢astic s modifikovanym

proteinem A a stabilizovanych pomoci S-NHS

Magnetické castice s proteinem A zajistuji orientovanou vazbu a pro vazbu protein A —

IgG nevyzaduji zadnou specialni upravu protilatek. Na Obrazku 32 je zobrazen zaznam gelu

po SDS-PAGE, kde je vidét eluce higG z imunosorbentu kyselym prostfedim glycinového
pufru pH 2,8. Kyselé prostiedi narusuje kovalentni vazbu mezi hlgG a proteinem A.
Vv drahach ¢. 2-4 je vidét postupna eluce hlgG. Zaroven to slouzi jako dikaz vazby mezi hlgG

a proteinem A.

1 2 3 4
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Obrazek 32: Zaznam SDS-PAGE — Eluce hlgG z imunosorbentu s proteinem A
1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — 1. elucni frakce (glycinovy pufr pH 2,8), 3 — 2. elucni frakce (glycinovy pufr pH

2,8), 4 — 1. promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,2 s0,15M NaCl); polyarylamidovy 10% gel; barveno roztokem
amoniakalniho stribra.
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Pro lepsi stabilizaci protilatek na protein A bylo pouzito sitovadlo, konkrétné¢ S-NHS.
Zde je vidét, ze ani pomocna stabilizace vazby mezi proteinem A a hlgG, nebyla dostatecna

pro zabranéni naruseni jejich vazby.

4.3.2 Vazba specifickych anti-PTX3 protilitek na magnetické CcCastice

modifikované proteinem a stabilizované S-NHS

Pro tvorbu imunosorbentu s anti-PTX3 protilatkami byl pouzit nosi¢ magnetickych
¢astic PureProteom™Protein A™ Magnetic Beads a mysi monoklonalni protilatky PTX3
monoclonal antibody (MO1; clone 5B7), nebo polyklonalni krali¢i protilatky Polyclonal
Rabbit anti-human PTX3 (LS-C804485). Pro ob¢ vazby bylo pouzito 100 ul magnetického
nosice a 20 ug IgG od kazdého typu vzorku protilatek. Vazba probihala podle pracovniho
postupu Vv kapitole 3.8. Kontrola obou vazeb probéhla na polyakrylamidovych 10% gelech,
které byly obarveny roztokem amoniakalniho stéfbra. Uginnost vazby pak byla vyhodnocena
na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Zaznam gelu po
SDS-PAGE, s monoklonalnimi my$imi anti-PTX3 protilatkami, je ukazan na Obrazku 33.
Zaznam gelu po SDS-PAGE, s polyklonalnimi krali¢imi anti-PTX3 protilatkami, je ukazan na
Obrazku 34. Jak je vySe uvedeno v tabulce ¢.3, mysi monoklonalni protilatky maji slabou
vazbu na protein A. Proto se byly schopny navazat pouze z 33 %. Prouzky odpovidajici
nenavazanym protilatkam jsou viditelné v drahach promyvacich frakci s fosfatovym pufrem
pH 7,2 s 0,15M NacCl, ale i v draze ¢. 8, ktera odpovida 2. promyvaci frakci po pfidani 2,5 uM
S-NHS.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Obrazek 33: Zaznam SDS-PAGE —kontrola G¢innosti vazby monoklonalnich PTX3 protilatek (MO1; clone 5B7) na
PureProteom™ Protein A™ Magnetic Beads

1 — mysi monoklondlni anti-PTX3 protilatka (0,8 ug na jamku), 2 — vazebna frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 $0,15M
NaCl), 3 — 1. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 4 — 2. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufir pH
7,2 5 0,15M NacCl), 5 — standardni molekulovy marker, 6 — 3. promyvaci frakce (0,IM fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 7
— 1. promyvaci frakce(po pridani 2,5 uM S-NHS; 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 8 — 2. promyvaci frakce (po
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pridani 2,5 uM S-NHS; 0,IM fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl); polyakrylamidovy 10% gel; barveno amoniakdlnim
roztokem stiibra.

Polyklonalni krali¢i protilatky se naopak k proteinu A véazou silnou vazbou. Na nosic se
tak navazalo 76% anti-PTX3 protilatek. Na gelu s polyklonalnimi protilatkami je v drahach
¢. 1 a2 viditelné prouzky okolo oblasti 50 a 37 kDa. Prouzky v téchto oblastech naznacuji
fragmenty protilatek. Ty mohou byt zplsobeny manipulaci se vzorkem, nebo nebyly

protilatky pfi vyrobé dostatecné purifikovany.
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Obrazek 34: Zaznam SDS-PAGE - kontrola vazby polyklonalnich krali¢ich protilatek anti-PTX3 (LS-C804485) na
PureProteom™ Protein A™ Magnetic Beads

1 - Polyclonal Rabbit anti-human PTX3 (0,8 g na jamku), 2 — vazebnad frakce, 3 — 1. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr
pH 7,2 s 0,15M NaCl), 3 — 1. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 4 — 2. promyvaci frakce (0,1M
fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 5 — standard molekulovych hmotnosti, 6 — 3. promyvaci frakce (0,1M fosfatovy pufr pH
7,2 50,15M NaCl), 7 — 1. promyvaci frakce (po pridavku 2,5 uM S-NHS; 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl), 8 — 2.

promyvaci frakce (po pridavku 2,5 uM S-NHS; 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl); polyakrylamidovy 10% gel;
barveno roztokem amoniakainiho stiibra.

Protein A 1épe vaze protilatky krali¢iho ptivodu nez protilatky mysi. VSechny protilatky
tak jsou charakteristické pouze svou vazbou na jedno misto. Polyklonalni protilatky jsou
pfipravovany imunizaci zvifat a obsahuji tedy protilatky s afinitou k riznym antigennim
determinantdm cilového antigenu. Vazba a ucinnost vychytavani je proto vyssi a drobné
zmény v konformaci antigenu za in vitro podminek je neovlivni. Monoklonalni latky jsou

produkovany hybridomem, coz je spojeni myelomové buriky a vybraného klonu B lymfocytt.
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Tyto protilatky maji afinitu pouze k jedné antigenni determinanté. Pokud dojde ke zméné této

determinanty je vazba monoklonalnich protilatek snizena.

89



4.4 VAZBA PTX3 ANTIGENU NA IMUNOSORBENT A JEHO NASLEDNA
ELUCE

Pro navazani PTX3 antigenu byl zvolen nosi¢ s polyklonalnimi krali¢imi protilatkami.
Bylo spocitano, ze vezme-li se v avahu 75% ucinnost vazby protilatek na protein A, mél by
imunosorbent vyvazat 8 pg antigenu PTX3. Pro samotnou vazbu pak bylo zvoleno 15 ug
antigenu PTX3. Vazba probihala podle pracovniho postupu Vv kapitole 3.7. Jen se
nepromyvalo 1 ml promyvaciho pufru, ale jen 0,5ml. Nosi¢ se promyl 3x0,5ml
0,1M fosfatovym pufrem pH 7,2 s 0,1M NaCl, pak se promyl 2 x 0,5 ml 10mM fosfatového
pufru pH 7,2. Eluce probihala v 100 ul 0,05% TFA pH 2,96. pH 0,05% TFA bylo upraveno
9M NaOH, aby se zabranilo uvolnéni protilatek navazanych na povrch magnetickych ¢astic,
b&hem eluce antigenu. Vazba a eluce byla kontrolovana na SDS-PAGE. Uginnost vazby pak
byla vyhodnocena na stanici ChemiDoc™XRS+System se softwarem ImageLab™. Kontrola
probihala na 12% polyakrylamidovém gelu, z davodu lepsiho zachytu antigenu PTX3, ktery
ma necelych 42 kDa. Zaznam gelu po SDS-PAGE je ukazan na Obrazku 35. Vazebna a
promyvaci frakce byly zkoncentrovany na AMICON filtrech z 500 pl na 40 pl. Eluéni frakce
byly zkoncentrovany ze 100 pl na 40 ul. koncentra¢ni faktor byl zapocitan do vyhodnoceni
vazby a eluce. Po vyhodnoceni vazby a eluce se na imunosorbent navazalo 18% antigenu
PTX3, coz odpovida 2,75 ug a 68 pmolam antigenu PTX3. V eluci se z navazaného mnozstvi
antigenu eluovalo 80 %, coz odpovida 2,19 pug a 54 pmolim antigenu PTX3. Na Obrazku 35
je vidét, Zze v drahach ¢. 2. a 3 jsou prouzky odpovidajici svou velikosti (oblast 250 kDa) anti-
PTX3 polyklonalnim protilatkam. pH 2,96 je stale dostate¢né nizké pro rozruSeni vazby mezi

IgG a proteinem A.
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Obrazek 35: Kontrola vazby a eluce antigenu PTX3 na imunosorbent
1 — PTX3 antigen (0,3 «g na jamku), 2 — zakoncentrovand vazebna frakce (0,IM fosfatovy pufr pH 7,0), 3 — 1. promyvaci
frakce (0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,AM NaCl), 4 — 2. promyvaci frakce (0,1M fosfitovy pufr pH 7,2 s 0,AM NaCl), 5 -

standard molekulovych hmotnosti, 6 — 1. elucni frakce (0,05% TFA pH 2,96), 7 — 2. elucni frakce (0,05% TFA pH 2,96), 8 —
3. elucni frakce (0,05% TFA pH 2,96); polyarylamidovy 12% gel; barveno roztokem amoniakdlniho stiibra.

Vazbou krali¢ich polyklonalnich protilatek na magneticky nosi¢ s modifikovanym
proteinem A, byl pfipraven imunosorbent. Tento imunosorbent byl schopen v malé mite
vazby rekombinantniho proteinu PTX3. Pro vétsi ucinnost vazby je nutné optimalizovat

podminky vazby. Eluce antigenu PTX3 byla naopak velmi ucinna.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vytvorit vhodny imunosorbent pro zachyt proteinu
Pentraxinu 3 ze vzorki plodové vody. Pentraxin 3 je protein nachazejici se béhem té€hotenstvi
v plodové vodé. Jeho hodnoty odpovidaji zavaznosti infekce. Byl vybran jako jeden z

biomarkert pro uréeni pfed¢asného odtoku plodové vody vlivem infekéniho zanétu.

Imunosorbent byl piipraven izolaci specifickych anti PTX3 protilatek na povrch
magnetickych castic. Pro zvoleni vhodného nosi¢e byly nejprve piipraveny imunosorbenty
s modelovymi vzorky protilatek. Jednalo se o nespecifické hlgG a specifické anti-HE4
protilatky. Pro zjisténi ucinnosti pfipravenych imunosorbentd, byla vyzkouSena i vazba

s modelovym rekombinantnim proteinem HE4.

Pro piipravu samotného imunosorbentu s anti-PTX3 protilatkami byl vybran nosic
s kovalentné navazanym proteinem A. Z ptedem otestovanych protilatek proti lidskému
PTX3, byly pro vazbu nakonec vybrany krali¢i polyklonalnich anti-human PTX3, tedy
protilatky s prokazanou vaznosti pro rekombinantni PTX3, ktery byl v laboratofi k dispozici.
Takto pfipraveny imunosorbent byl schopen navazat rekombinantni lidsky protein PTXS3,
avSak experimenty prokazaly, Ze imunosorbent nebyl vhodny pro opakované pouziti. Kyselé
prostiedi eluéniho ¢inidla uvoliovalo i nekovalentné biospecificky navazané anti-PTX3

protilatky.

Pro ziskdni lepSich vysledki bude nutnd optimalizace postupu vazby. Jednim
Z parametrim pro optimalizaci miiZze byt doba inkubace magnetickych ¢éstic s protilatkami a
dale nalezeni vhodného sitovaciho ¢inidla, které by zajistilo kovalentni provazani mezi

proteinem A na nosici a zachycenou imunoglobulinovou molekulou.
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