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SOUHRN

Tato diplomova préace je soucasti projektu zabyvajiciho se vyvojem nového
mikropratokového zafizeni pro izolaci cirkulujicich naddorovych bun¢k z plné krve.
Stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi pacientt je dulezité nejen pro
v€asné odhaleni nddorového bujeni, ale hlavné pro monitorovani pribéhu onemocnéni,
uspésnosti protinadorové terapie a detekce navratu onemocnéni. Predmétem nasi prace
bylo vyvinout bioaktivni nosi¢ pro toto zafizeni.

Cilem nasi diplomové prace byl vyvoj nového imunosorbentu s minimalni
nespecifickou sorpci pro izolaci cirkulujicich nadorovych bun¢k a jeho porovnani
s komerén¢ dodavanym nosicem.

Ve vyzkumné Casti jsme nejprve modifikovali povrch magnetickych ¢astic
polyetylenglykolem, abychom doséhli minimalni nespecifické sorpce. Porovndvali jsme
také ucinnost vazby modelovych IgG na magnetické castice PGMA povrchové
modifikované  polyetylenglykolem s funkénimi  skupinami  karboxylovymi,
hydrazidovymi nebo hydroxylovymi.

Déale jsme porovnavali nespecifickou sorpci a schopnost specifické vazby
imobilizovanych protilatek povrchoveé modifikovaného imunosorbentu
polyetylenglykolem s nosicem nemodifikovanym. Pro ovéfeni ucinnosti specifické
vazby pfipraveného imunosorbentu jsme si zvolili jako modelovy systém biospecificky
par protein p53 a protilatky anti-p53.

Potom jsme porovnali specifickou vazbu bunék EpCAM™ a nespecifickou sorpci
bunck EpCAM" pfi imunomagnetické separaci bunék nami pfipravenym
imunosorbentem a komerc¢né dostupnym imunosorbentem. Nakonec jsme porovnavali
schopnost imunosorbentl izolovat buiiky s riiznou mirou exprese molekuly EpCAM.

Némi pfipraveny imunosorbent se ucinnosti specifické vazby bunék EpCAM”
vyrovnal komeréné dostupnému nosiéi, ale nespecifickd sorpce bunék EpCAM’ byla

VySSi.

Klic¢ova slova:

cirkulujici nadorové buiky
imunomagneticka separace
magnetické Castice

povrchova modifikace



SUMMARY

The graduation theses are part of a project dealing with development of a new
micro-flow device for isolation of circulating tumour cells from full blood. The
identification of circulating tumour cells in peripheral blood of patients is important not
only for detection of tumour proliferation, but mainly for monitoring the disease
process, the efficiency of an anti-tumour therapy and the detection of the disease
recurrence. The subject of this work was to develop a bioactive carrier for the device.
The aim of the theses is to develop a new immunosorbent with minimal non-specific
sorption for isolation of circulating tumour cells and its comparison with commercially
supplied carriers.

At the beginning of the research stage, the surface of magnetic particles was
modified using polyethyleneglycol in order to obtain the minimal non-specific sorption.
Then we compared the efficiency of the model IgG bond to PGMA magnetic particles
modified on the surface by polyethyleneglycol with functional carboxylic, hydrazidic or
hydroxylic groups.

Additionally, the non-specific sorption and the specific binding power of
immobilized antibodies of the immunosorbent being modified on the surface by
polyethyleneglycol were compared to a non-modified carrier. To validate the efficiency
of the specific bond of the prepared immunosorbent, we chose the biospecific pair of
p53 protein and anti-p53 antibody as a model system.

Finally, we compared the specific bonds of cells and the non-specific sorption of
EpCAM-+cells using the immunosorbent which had been prepared by us and also the
commercially available immunosorbent. In the end, the efficiency of the
immunosorbents to isolate cells was compared to different rates of EpCAM molecule
expression.

The EpCAM specific binding efficiency of the immunosorbent which had been
prepared by us was comparable with the commercially available carrier, but the non-
specific sorption of the EpCAM ™ cells was higher.

Key words:

circulating tumour cells
immuno-magnetic separation
magnetic particles

surface modification



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A absorbance

AFP a-fetoprotein

ALDH aldehyd dehydrogenaza

BCA bicinchoninova kyselina (bicinchoninic acid)

CD45 povrchovy antigen 45 (Cluster of Designation 45)

CEA karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic Antigen)
CEpC cirkulujici epitelové bunky (Circulating Epithelial Cells)

CK cytokeratiny (Cytokeratins)

CSC nadorové kmenové bunky (Cancer Stem Cells)

CTC cirkulujici nadorové buriky (Circulating Tumor Cells)

CT™M cirkulujici nadorové mikroemboly (Circulating Tumor Microembols)
DAPI 4,6-diamino-2-fenylindol

DNA deoxyribonukleova kyselina

DRIE vysoce reaktivni iontové leptani (Deep Reactive Ion Etching)
EGFR receptor epidermalniho riistového faktoru

EMT pfeména epitelidlnich ristovych znakl na mezenchymalni

(Epithelial to Mesenchymal Transition)
EpCAM adhezni molekula epitelovych bunék

(Epithelial Cell Adhesion Molecule)
FDA americky ufad pro spravu potravin a lé¢iv

(US Food and Drug Administration)

FISH fluorescenc¢ni in situ hybridizace

HER2/neu receptor epidermalniho rastového faktoru 2/proto-onkogen neu
HRP kfenova peroxidaza

19G imunoglobulin G

MET pfeména mezenchymalnich ristovych znaki na epitelidlni

(Mesenchymal to Epithelial Transition)
MUC1, MUC2 muciny 1, 2

PCR polymerazova fetézova reakce
PEG polyetylenglykol
PSA prostaticky specificky antigen

WHO svétova zdravotnicka organizace
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni se diky prudkému nardstu béhem poslednich desetileti
stala vaznym zdravotnim i SpoleCenskym problémem. Dle WHO jsou celosvétoveé
nadorova onemocnéni s incidenci pies 10 miliont novych pfipadti a mortalitou vétsi nez
6 milioni roéné¢ druhou nejcastéj$i pficinou smrti po kardiovaskularnich
onemocnénich [1].
zahrnuje stres, nedostatek spanku, malou fyzickou aktivitu, Spatnou Zivotospravu,
uzivani alkoholu a koufeni. Mezi dalsi faktory patii nepochybné Spatné zivotni
prostiedi, stejné¢ jako faktory dédicné a genetické predispozice, které jsou obzvlasté
vyznamné u ur€itych typt nadorti. Obecné se nadory vyskytuji u osob stfedniho
a vyssiho véku, je vSak smutnym faktem, Ze se tato vékova hranice posouva stale nize.
Jednim z divodi je nepochybné lepsi diagnostika a screeningové metody, diky kterym
se dafi zachycovat nadorova onemocnéni v ¢asnéjsich stadiich [2].

V Ceské republice ro¢né¢ umird na nadorova onemocnéni 27 000 osob, coz
predstavuje 23 % z celkové timrtnosti. Nej¢astéjSim malignim onemocnénim muzi je
karcinom plic a nasledné gastrointestinalni nadory a karcinomy prostaty. V piipadé Zen
je to nejcastéji karcinom prsu a reproduk¢nich organt, dale pak gastrointestinalni
nadory. Nemalym problémem je také vzestup incidence karcinomu plic [3].

V boji s nadorovymi onemocnénimi je kladen diraz na stale se zdokonalujici
diagnostiku a zavadéni screeningovych metod k detekci nadorovych onemocnéni
v ¢asném stadiu, které pfispivaji K lepSimu terapeutickému zvladnuti tohoto

onemocnéni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika nadoru

Nador je definovan jako lokaln¢ neregulovany rist tkané, ktery ma autonomni
povahu. Rust nadoru se vymkne z regula¢nich mechanizmi, které tidi a kontroluji
bunécné déleni a angiogenezi. [4].

Nadory miizeme rozdé¢lit do dvou skupin, jedna se o nadory nezhoubné, benigni
anadory zhoubné, maligni. Nador nezhoubny je charakteristicky tim, ze je ostfe
ohranic¢en od okolni tkan¢ a jeho buiiky jsou podobné bunikam ptvodni tkané a mohou
mit zachovanou i ptivodni funkci. Tento typ nadoru nebyva nebezpeény, protoze netvori
metastaze. Problémy mohou nastat, pokud dochdzi k utlacovani okolni tkané
a ovlivilovani jeji funkce.[5].

Nador zhoubny, maligni je charakterizovan tim, Ze agresivné prorustd do
okolnich tkani, protoZze zhoubné nadorové bunky piestavaji byt zavislé na kontaktu
s okolnimi bunikami. Dochazi u okolnich zdravych bun¢k k Gtlumu prolifera¢ni aktivity.
Maligni nadorové buniky jsou schopny se odloucit od primarniho nadoru a vstupovat do

krevniho fecisté, lymfatickych cév a do tkani.[4].

2.2 Nadorova bunka

Nadorova buiika je bunka, u niz spontanni mutaci, nebo Spoluptisobenim
biologickych, chemickych, ¢i fyzikalnich karcinogent doslo ke zménam v genotypu,
jejimz fenotypickym disledkem je omezena citlivost k apoptoze, Kk regulaci bunééného
cyklu a v dusledku toho dochazi k nekontrolovatelnému déleni [6].

Pro nadorovou buiiku jsou charakteristické zmény jadra: nepravidelny tvar jadra,
zména poméru jadro/cytoplasma ve prospéch jadra, hruby chromatin a napadna jadérka.
Zmény jsou patrné i v cytoplazmé, kde dochazi k pfevaze stromatu, coz vede k jeho
tuhé konzistenci. U nékterych nddori mlze naopak dochdzet k prevaze parenchymu
a nador ma pak konzistenci m€kkou. Pro nadorovou buiiku jsou téz typické zmény
V bunééné membrané — porucha kohezivity bunék, dile zmeény poctu a sloZeni
organel [7].

Nadorové buiiky délime na maligni a benigni. Mezi zdkladni znaky maligni
bunky patii ztrata pivodni morfologie a funkce. Benigni nadorova buika se naopak
podoba bunkdm plivodni tkan€ a muize mit zachovanou i ptivodni funkei. Typickou
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vlastnosti malignich bunék je jejich schopnost pronikat do okolni tkané a do cirkulace,
to mohou provést bud’ piimo pfestupem pies cévni sténu, nebo prostiednictvim
lymfatického systému. Maligni buniky se jiz nemusi mnozit v jedné vrstvé, ale mohou
tvofit mnohovrstevnata loziska. Benigni nadorové bunky tuto vlastnost nemaji, jsou
zavislé na kontaktu s okolnimi burikami a bazalni membranou, a proto nepronikaji do

okolni tkan¢ a krevniho fecisté a nemohou zakladat metastaze [4].

2.3 Vznik nadorového lozZiska a rozSifeni nadoru

Za urcitych okolnosti dochazi k preméné somatické bunky v buniku nadorovou.
Aby se tak mohlo stat, probéhne mnoho dil¢ich krokd. Témi jsou genetické mutace
ruznych gend, které se Vv pribéhu zivota builkky hromadi. Patfi mezi né tzv.
antionkogeny, jimz se fika téz tumor-supresorové geny, které brani bunkam
Vv nekontrolovaném rustu a ovliviiuji mechanismus apoptdzy. JSou-li zasazeny mutaci,
nevykonavaji uz spravné svoji funkci. Dal§imi geny jsou tzv. onkogeny, které vznikaji
mutaci z protoonkogenti. Ty koduji vétSinou rtizné rastové faktory a jejich receptory,
nebo maji vliv na prenos signall v bunice, nebo téz reguluji genovou expresi. Mize se
také jednat o geny, které ovliviiuji opravné mechanizmy DNA [8].

Pokud se nahromadi potfebné genetické zmény, bunka se zafne po case
nekontrolované mnozit az do velikosti loziska kolem 2 — 3 mm. Dalsi rast bunék je
omezen malym pfivodem Zivin. Aby mohlo dojit k dal§imu ristu nadoru, musi dojit
K tvorbé novych cév. To zplsobi zvyseni pfivodu zivin a nador dale roste. Nadorové
bunky svymi produkty podporuji angiogenezi [9].

Maligni nadorové bunky se uvoliiuji do krevniho fe€isté prestupem pies cévni
sténu do nové vzniklych cév nebo prostfednictvim lymfatického systému a jsou dale
roznaSeny ke vzdalenym organtim [5]. VétSina téchto bunék je odhalena imunitnim
systtmem a je donucena k apoptéoze [10]. Tém nadorovym bunkam, které jsou
v krevnim obéhu, fikame cirkulujici nadorové bunky (CTC). Jelikoz lozisko nadoru ma
heterogenni podstatu, i CTC se skladaji z mnoha odliSnych subpopulaci, které se 1isi
svymi povrchovymi znaky i genetickou vybavou [11].

Pokud se CTC né¢kde uchyti na endotelu cévy, mlze projit pies cévni sténu
a zalozit tak mikrometastatické lozisko, nebo zustat ve stavu dormance V kostni dieni
nebo v lymfatickych uzlinach jako diseminovana nadorova bunka (DTC) [12].

Dalsi moznosti je, Ze se v kapilafe usadi shluk buné€k, které proliferuji, az dojde
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Kk protrzeni cévni stény a dale ke vzniku mikrometastaze. U mikrometastazi dochazi
snadné&ji k angiogenezi, diky vEtsi agresivni povaze metastatickych bunék. Nové lozisko
se tak mize stat dalSim zdrojem CTC jiz agresivnéj$i povahy. Pravdépodobnost
zalozeni dalSich metastatickych lozisek se tak zvySuje [13]. Zpusob rozsifeni nadoru je
popsan na obrazku €. 1.

TRANSFORMATION ANGIOGENESIS “TSJALSI-II—CXN& CElgggll::SThrO%‘J

Mullicell aggregates
{Lymphocyte, platelets)

Capillaries,
Venules, Lymphatics

IHOdSNYHL

o F R
RESPONSE TO EXTRAVASATI e 4
MICROENVIRONMENT ﬁQTC)SORg.sz ADHERENCE TO ARREST IN
& PROLIFERATION PARENCHYMA VESSEL WALL CAPILLARY BEDS

METASTASIS OF
METASTASES

METASTASES

Obrazek 1.: Proces vzniku a vyvoje nadorové tkané (prevzato z [13]).

Aby mohly vzniknout metastaze, musi se odd¢lit nddorové bunky z primarniho loziska, projit
mezibunéénym prostorem a vstoupit do cirkulace, prezit v cirkulaci, pfilnout k subendotelové membrang,
vstoupit do organového parenchymu, odpovidat na rustové faktory, proliferovat a indukovat angiogenezi
a unikat imunitnimu systému.

2.4 Charakteristika cirkulujicich nadorovych bunék

Vétsina CTC je mnohonasobné vétsi nez leukocyty, ale pouhd velikost neni
dostate¢nym kritériem pro identifikaci nddorové bunky, protoZze kromé mnohonasobné
vétsich CTC byly nalezeny i malé, velikostné srovnatelné s leukocyty. CTC vSak
charakterizuje zvétSené jadro sloZzené zrozvolnéného chromatinu a velkych jadérek.

Pomér mezi jadrem a cytoplasmou je proto vysoky [14].
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Odhaduje se, Ze u pacientl s metastatickym nadorovym onemocnénim se
vyskytuje 1 CTC na 10° — 10" leukocytl a u pacientd s lokalizovanym nadorem tento
pomér miize byt i 1 CTC na 10° leukocyti [15].

Cirkulujici nadorové buiiky s epitelovymi charakteristikami

CTC sepitelovymi charakteristikami pochazeji z nadorti epitelového piivodu.
Tyto CTC jsou izolovany a stanovovany na zéklad¢ jejich typickych povrchovych
znakll, mezi néz patii molekula EpCAM a cytokeratiny 7, 8, 18, 19 a 20[16]. Maji
vysokou prolifera¢ni aktivitu. Tyto CTC se dostavaji do krevniho fecis§té u mnohych
nadort epitelového pivodu ve velkém mnozstvi a mohou byt nejpocetnéjsi subpopulaci
CTC v krevnim fe¢isti, i kdyz vétSina z nich po vstupu do cirkulace zanika apoptdzou.

Nemusi vSak byt vzdy piitomny u vSech pacienti [17].

Cirkulujici nadorové buiiky po epitel-mezenchymalni pieméné

Jednd se o podskupinu CTC, které prodélaly epitel-mezenchymalni pfeménu
(EMT). Béhem tohoto procesu bunky ztraceji charakteristiku epitelialnich bunék
a ziskavaji znaky typické pro mezenchymadlni buiiky. Tyto buiiky jsou minoritni
V porovnani s ostatnimi CTC epitelového ptavodu [18].

Béhem EMT dochazi ke ztrat¢ vysoké bazoapikalni polarizace buné¢k, kterd je
typickd pro epitelové buiiky a méni se morfologie bunck, které se podobaji spise
vietenu, nez ovalnému tvaru. Tato zména je spojena se snizovanim exprese epitelidlnich
proteinll. Diky témto zménam piestavaji byt buiiky zavislé na pfichyceni na bazalni
membrané a sousednich bunkach [19]. Dale se snizuje exprese E-cadherini, které
zaji$t'uji silné mezibunééné spojeni, a nahrazuji se N-cadheriny. Tomuto procesu se fika
»cadherine switching® [20]. Tato zména exprese cadherint ma dominantni vliv na
zvySenou pohyblivost nadorovych bunék. [21]. Dalsimi epitelidlnimi proteiny, které
snizuji svoji expresi, jsou okludin, klaudiny, cytokeratiny nebo kateniny, naopak se
zvySuje exprese mezenchymalnich proteinti vimentinu, tenascinu C, lamininu (1,
kolagenu typu VI a, stejné jako ruznych proteinaz. Také se zvySuje exprese integrint,
které zajist'uji interakce s mezibuné¢nym matrixem [18].

Diky témto zménam bunky ztrati mezibunécnou prilnavost a ziskaji schopnost
rozruSovat mezibunécny matrix, modifikuji pak cytoskelet a zvySuji tak svou

pohyblivost a invazivitu [19].
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Jak jiz bylo uvedeno, pii EMT dochazi ke snizovani az vymizeni exprese
epitelovych molekul EpCAM a cytokeratind, coz vyrazn¢ komplikuje stanoveni téchto

bunék [19].

Kmenové nadorové buriky

Kmenové nadorové buinky nebo také nadorové bunky podobné kmenovym
(CSC) jsou povazovany za vice rezistentni k chemoterapii a radioterapii a mizou byt
odpovédné za prezivani nadoru po 1écbe a za metastaze. Uvadi se, ze tyto bunky maji
schopnost sebeobnovy [22]. Jsou charakteristické fenotypem
CD44* 0B, 4/CD133" [23].

Experimentalné byla prokdzéna zvySend exprese markert kmenovych bunck
béhem indukce EMT prsnich epitelidlnich bunék a nadorovych bun¢k prsu [24]. Dalsi
skupiny vyzkumnikii prokazaly, ze proces EMT nejen podporuje invazivitu nadorovych
bun€k a vznik metastazi, ale ptispiva také k odolnosti vi¢i 1é¢bé a obohacuje buiiky
fenotypem a vlastnostmi CSC [25].

U nadoru hlavy a krku bylo prokazano, Ze subpopulace fenotypu ALDH,
s charakteristikou CSC a EMT, zvysuje schopnost bunék formovat kolonie a invazivitu,
protoze tato subpopulace je schopna prodélat opaény proces MET. [26]. Jina vyzkumna
skupina ukézala, Ze CSC muZou pfechdzet mezi dvéma fenotypy, prvni je migracni
s expresi CD44"EpCAM™** s mezenchymalnimi markery (EMT) a druhy je proliferacni
CD44"EpCAMY**" g epitelialnimi charakteristikami (MET) [27].

Stavajici 1écba nador vede Casto K odstranéni nadorovych bunék, nékdy ale
mohou uniknout rezistentni bunky, mezi které patii i CSC. Béhem 1é¢by i bez ni se
nékteré nadorové buiikky mohou zménit do pohyblivého fenotypu prostfednictvim EMT.
Vysledkem je ztrata epitelidlnich markeri a adhezivity azisk mezenchymalnich
povrchovych znakl. Tyto buiiky pak snadnéji pronikaji do krevniho fecisté a migruji do
vzdalenych mist. Diikazy naznacuji, ze buiiky charakteru CSC mohou prodélat EMT
a ziskat tak vyssi pohyblivost. Tento proces vS§ak mize probéhnout i v opacném sméru.
CSC proto nejsou pouze vice rezistentni k 1éCbé, ale Casto jsou i vice pohyblivé
a invazivni, nez bunky, které nejsou fenotypu CSC po EMT [28]. Proces je popsan na

obrazku ¢. 2.
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Obrazek 2.: Utvdreni metastazi zahrnujici preménu EMT u CSC bunék (prevzato

2 [28]).

) Buriky po prodélani EMT pronikaji do krevniho fe¢isté a z ngj do tkani, kde formuji metastaze.
Umrtnost u nadort hlavy a krku je zptisobena hlavné metastazemi a terapeutické cileni na proces EMT

(bud’ na indukci/aktivaci EMT u RC/CSC nebo na aktualni proces pohyblivosti/ptemisténi oznacené
cervenym kiizem) mize vést k lepsi prognoze.

Cirkulujici nadorové mikroemboly
Cirkulujici nadorové mikroemboly (CTM) jsou patologické shluky nadorovych
bunék. Priklad takového shluku je zobrazen na obrazku ¢. 3. V burikach je patrné

typické velké jadro, které je charakteristické pro rychle se délici nadorové bunky [14].

' - :
'
Obrazek 3.: Shluky nadorovych bunék (CTM) izolované na HB-Cipu (prevzato z [29]).
(A) Mikroskopie bun¢k izolovanych na HB-Cipu od pacientti s metastatickym nadorem prostaty;
je zobrazena imunofluorescencné znacend DNA (modra), prostaticky specificky membranovy antigen
(zelend) a CD 45 (Cervena) a imunohistochemické barveni (hematoxylin a eosin). (B) Mikroskopie bunék
izolovanych na HB-Cipu od pacientii s metastatickym nadorem plic; je zobrazena imunofluorescencné

znacena DNA (modra), cytokeratiny 7/8(zelend) a CD 45 (Cervena) a imunohistochemické barveni
(hematoxylin a eosin). Métitko pfedstavuje 10 pm.
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V téchto shlucich nemusi byt jen nadorové bunky, ale muze se jednat o agregat
s krevnimi destickami, které jim tak vytvaii ochranny plast’ pred imunitnim systémem,
ktery je pak nemuze znicit [30]. Agregace s destickami poskytuje nadorovym bunkam
také prorustové faktory avhodné mikroprostiedi pro proliferaci [31]. Bylo téz
prokazano, ze nadorové buniky v CTM jsou vice odolné K apoptdze nez volné CTC,
u kterych byla pozorovana apoptdza Castéji [32].

Diky destickam je usnadnén CTM kontakt sendotelem cév a umoziuji
nadorovym buiikam prinik pies cévni sténu a formovani metastaz. [33]. CTM také maji
schopnost zakladat metastaze po prilnuti k cévni stén¢ bez extravazace piimo v krevnim

Fedisti [34].

2.5 Diagnostika cirkulujicich nadorovych bunék

V klinické praxi se cirkulujici nadorové bunky nejcastéji izoluji vyuzitim jejich
povrchové molekuly EpCAM a nasledna identifikace se provadi pomoci znaceni jadra,
ve kterém se barvi nukleova kyselina 4,6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI), a znaceni
cytokeratinti (CK) protilatkami konjugovanymi s fluorochromem. Pro vylouceni
leukocytii, které by mohly zptsobit falesnou pozitivitu, je leukocytarni povrchovy
antigen CD45 znacCen odliSnym barvivem. Piiklad takového barveni je ukazan na

obrazku €. 4. Jednotlivé metody detekce jsou popsany niZe.
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Obrdzek 4.: CTC a leukocyty oznacené specifickym barvenim (prevzato z [36]).

Jadra jsou barvena barvivem DAPI, cytokeratiny anti-cytokeratinovymi protilatkami
konjugovanymi rhodaminem (epitelové buiiky) a CD45 anti-CD45 protilatkami konjugovanymi
s fluoresceinem (leukocyty). D-g jsou znacené CTC a h-k jsou leukocyty.

2.6  Vyznam diagnostiky cirkulujicich nadorovych bunék

Jelikoz se do krve dostavaji CTC jiz z primarniho nadoru zdhy po zapodleti
angiogeneze, muzou tak CTC slouzit jako potencialni biomarker k odhaleni nadorového
onemocnéni jeSté¢ pied tim, nez je detekovatelné primarni nddorové lozisko
zobrazovacimi technikami [37]. Diky vc€asné diagnostice se mize zahajit adekvatni
1écba jesté pred diseminaci nadorovych bunck a ndslednym vznikem metastazi, které
jsou hlavnim divodem S$patné prognézy nadorového onemocnéni, a diky piitomnosti
specifickych organovych antigeni na CTC lze uréit puvod nadorovych bunék.
K nejcastéji stanovovanym nador-specifickym markeriim u rakoviny prsu patii AFP,
HER2/neu, mamaglobulin a MUC1/MUC2. Pro rakovinu prostaty je typicky PSA a pro
rakovinu zaludku a kolorekta CEA [16].

K monitorovani pribéhu a ucinku terapie slouzi stanoveni mnoZstvi
diseminovanych nadorovych bunc¢k v odbéru z periferni krve. Jejich mnoZstvi Casto
koreluje s pribéhem a progndézou nadorového onemocnéni. Vyhodou tohoto zplsobu
detekce je, Ze neni zapotiebi invazivniho zasahu do organismu, jako by byla naptiklad

biopsie [38]. Analyza CTC z krve vsak dovoluje ziskat potiebné informace a navic
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nezatézovat tolik organismus pacienta. | kdyZ nam mnozstvi CTC v krvi pfimo
nesdéluje, v jak pokrocilém stadiu se onemocnéni nachazi, protoze mnozstvi CTC se
mize lisit podle typu nadoru a umisténi metastdz. Byl ale prokazan vztah mezi
mnozstvim CTC v Krvi a dobou pieziti pacientti vicenasobnymi klinickymi studiemi
pomoci testu Cellsearch®, ktery je zatim jako jediny schvaleny americkym ufadem pro
spravu potravin a 1é¢iv (FDA) pii monitorovani pacientd s metastatickymi nadory prsu,
prostaty a metastatického kolorektalniho nadoru [39]. Vztah mezi mnozstvim CTC
u metastatického nadoru prsu a dobrou nebo Spatnou prognézou ukazuje obrazek €. 5.
Jako hranice mezi dobrou nebo Spatnou prognézou je stanoven minimalni pocet 5 CTC

v 7,5 ml plné krve.

Overall survival {OS) in mBC Patients with CTCs <5 or 25 at Baseline?

100% — CTCI7.5 mL Median OS in
at Baseline M (%) Months (95% CI)
90%, — <5 CTCs 89 (50%) 21.9 (20.1 to 28.6)
» 5CTCs 88 (50%) 109 (T.0to 15.2)
o
0% Cox Hazard Ratio=2.4
70% — chi-square = 19.54
f Logrank (P-value <0.0001)
T 60% P<0.0001
= 21.9 Months
o 50%— '
5 10.9
£ 40%— Months
=
[1n]
—‘é 30%
a
20% -
10% —
0% —

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time From Baseline (Months)

Obrazek 5.  Vztah mezi mnozZstvim CTC Vplné krvi a prognozou u pacienti
S metastatickou rakovinou prsu (prevzato z [40]).

Stanoveni CTC muze slouzit k monitorovani pribéhu nadorového onemocnéni
béhem terapie. Velky vyznam také spociva v prubézném monitorovani ndvratu
onemocnéni po skonceni terapie. V ptipadé pozitivniho nalezu se mize rychle znovu

zahdjit 1écba. Diky citlivé analyze se tak mlze zabranit zbyte¢nému vystaveni pacienta
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vedlejSimu toxickému ucinku pii terapii, nebo se naopak véas miize zahajit 1é¢ba, 1 kdyz
se jest¢ nadorové lozisko nepodatilo prokazat zobrazovaci technikou [41].

Diky vyvoji novych metod detekce a charakterizace CTC, a jejich
zdokonalovani se mohou CTC pouzit v klinickém vyzkumu jako farmakodynamicky
biomarker vyvoje cilené protinadorové terapie. Diky tomuto vyuziti CTC by se mohla
vyvinout U¢innéjsi terapie s niz§imi vedlejsimi u€inky a optimalizovat se podle potteby
pacienta. Monitoroval by se tak i vznik a vyvoj rezistence ke konkrétni terapii a mohlo

by se v€as zareagovat zménou 1é¢by [42].

2.7 Komplikace stanovovani cirkulujicich nadorovych bunék

Velmi dilezitd je senzitivita testl detekujicich CTC, protoze je potieba
detekovat jednu buiiku z po&tu 107~ 8 ostatnich jadernych buné¢k vyskytujicich se v plné
krvi. Druhym dilezitym aspektem je nutna vysoka specificita stanoveni, ktera eliminuje
falesné pozitivni a faleSné negativni vysledky. Falesné pozitivni vysledky mohou byt
zpuisobeny napiiklad pfitomnosti epitelidlnich antigenii na leukocytech, proto se provadi
vizualizace leukocytli znacenim jejich povrchového antigenu CD45.

Diagnostické bunécné techniky se zamétuji pravé na buiky s epitelovou
charakteristikou, které jsou pfitomny u vétSiny nadora epitelového puvodu, i kdyz je
znamo, ze u ur¢itého procenta pacientd, podle typu nadoru, nemusi byt pfitomny viibec
nebo jsou nedetekovatelné. Je ale také prokazano, ze pokud se k detekci rizikovych
bun¢k pouziji kromé protilatek anti-EpCAM i protilatky anti-CD 146, tak se u¢innost
detekce zvysi [43].

Jednou z komplikaci stanoveni CTC je pfitomnost cirkulujicich epitelovych
bun¢k (CEpC) v krvi, které maji na svém povrchu pfitomny cytokeratiny a molekulu
EpCAM, které se pouzivaji k detekci CTC. Rozlisit se daji pomoci morfologickych
znakt. V minulosti totiz bylo prezentovano, Ze po operativnim odstranéni primarniho
nadoru véts§ina CTC mizi po 1 - 2,5 hodinach [44]. To bylo zjiSténo stanovenim, které
bylo zalozené na protilatkach proti epitelovym markerim. To by tedy znamenalo, ze
CTC hynou v cirkulaci velmi rychle a musi byt do ni neustale dodavany. Jenze bylo jiz
také publikovano, ze béhem prvnich tii dnli po operaci se mnozstvi bun¢k s epitelovou
charakteristikou zvySuje az 1000-nasobné a po dalSich 2 — 4 dnech vétSina mizi [45].
Z toho vyplyva, ze v prvnim piipadé nebyly stanovovany CTC, ale CEpC, o kterych se

dnes jiz vi, Ze se masivné vyskytuji v krevnim ob&hu po operacich. Proto nikdy nestaci
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analyza CTC zalozena pouze na epitelovych markerech. Otazkou jesté zlstava, jaky
vliv na mnozstvi CTC v krevnim ob&hu ma fyzicka zatéz, traveni nebo jiné vlivy [46].
Falesn¢ negativni vysledky mohou byt zplsobeny pfitomnosti desti¢ek na
povrchu nadorovych bunék, coz muze zplUsobovat snizovani schopnosti detekce
povrchovych molekul a CTM pak nemusi byt detekovany. Neékteré postupy pii detekci
CTM mohou vést ke ztraté bunék. Mezi né€ patii naptiklad centrifugace, diky které mtize

dojit ke zni¢eni CTM a nemusi se podafit je stanovit [35].

2.8 Metody izolace a kvantifikace cirkulujicich nadorovych bunék
Metody izolace a kvantifikace CTC se daji dé€lit podle mnoha kritérii: jestli
probihd analyza pfimo z plné krve, nebo je zapotiebi dalSich preanalytickych krokt, pii
kterych muze dochazet ke ztraté bunék. Dalsi zptsob déleni téchto metod je podle toho,
jestli vyuzivaji ptimou detekci CTC, nebo nepiimou. Dale se déli podle toho, jestli pii
analyze dochazi k destrukci bun€k, nebo je mizeme dale studovat. V této praci jsou
vSak rozdéleny podle morfologickych odlisnosti CTC od ostatnich krevnich bunék

a podle povrchovych nebo jadernych bunéénych struktur.

2.8.1 Metody izolace cirkulujicich nadorovych bunék zaloZené na morfologickém
pristupu
Tyto metody vyuzivaji rozdilnych morfologickych vlastnosti CTC od ostatnich
krevnich buné¢k. Mezi né€ patii vétsi velikost vétSiny CTC a jejich nizkd hustota. CTC se
také vyznacuji niz§i schopnosti pfizplsobit svij tvar okoli nez leukocyty a tudiz

prochézet malymi otvory.

Screencell®

Screencell® je filtraéni zafizeni, které vyuziva toho, ze vétSina nadorovych
bun¢k je mnohokrat vétsi neZz leukocyty, které se nezachyti na mikroporéznim
membranovém polykarbonatovém filtru. Velikost port je kalibrovana na 7,5 + 0,36 pm
nebo 6,5 + 0,33 um a jsou nahodng distribuované s hustotou 1x10° péri/em? [47]. Toto
zatizeni je dostupné ve tiech provedenich, Screencell® Cyto, které je urcené k fixovani
bun¢k pro pocitani a strukturalni charakterizaci, dale Screencell® CC, které¢ izoluje zivé
bunky pro péstovani bunécnych kultur a jejich dalsi analyzu, a Screencell® MB pro

molekularni biologii [48]. Postup analyzy je popsan na obrazku €. 6.
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Obrazek 6.: Postup analyzy vzorku zarizenim Screencell® (prevzato z [49]).

Natedény vzorek pufrem je umistén do rezervoaru. Aplikovanim podtlaku je vzorek piefiltrovan
pfes mikroporézni membranovy filtr. Filtr se zachycenymi bufikami je nasledné uvolnén ze zafizeni
k dalsimu zpracovani.

w0

Vyhodou tohoto zatfizeni je jeho nizk4 cena, velmi rychla analyza, ptefiltrovani
vzorku trva pouze 3 minuty a kromé jednotlivych bungk jsou izolovany i CTM [48].
Utinnost izolace se pohybuje pfes 90 % a viabilita izolovanych bun&k je kolem
85 % [49]. Nevyhodou je, ze nékteré leukocyty mohou byt vétsi a nemuseji projit
filtrem, a naopak i CTC mohou byt velikosti srovnatelné s bilymi krvinkami a projit
ptes filtr. Je vSak také moznd analyza roztoku, ktery prosel pies filtr, a ndsledné ovétreni
pfitomnosti malych nadorovych bunék, které prosly mikropory filtru. [50].

Toto zatizeni je v klinické praxi vyuZivano ke stanoveni CTC pied operaci, napf.
u pacienti s nadorem plic a jako prognosticky marker v pribéhu dalsi 1é¢by [51].
Uplatiluje se téZ u pacientli s nddorem jater, kde zjist€na piitomnost cirkulujicich

nadorovych mikroemboll je spojovana s horsi prognézou onemocnéni [50].

Pienosné filtracni mikrozarizeni

Toto zafizeni izoluje CTC na zakladé prosté filtrace, pomoci které dochézi
k separaci bun¢k podle jejich velikosti. Pro stanoveni se pouziva periferni plna krev,
ktera je prefiltrovana ptfes parylenovy membranovy filter a zachycené bunky jsou

nasledn¢ fluorescenéné znaceny [52]. Toto zafizeni je znazornéné na obrazku ¢. 7.
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Obrdazek 7.: Zarizeni pro izolaci CTC (prevzato 7 [53]).

(A) Schematicka kresba funk¢éniho mikrozatizeni skladajiciho se z parylenového membranového
filtru mezi pravouhlymi PDMS desti¢ckami a pfitisknuté akrylovymi upinaky se vstupem a vystupem pro
stiikacky. (B) Zobrazeni opticky prihledného parylenového filtru s rovnomérné rozmisténymi 8-um pory.
(C) Zobrazeni jedné nadorové buiiky chycené na membrané elektronovym mikroskopem.

Toto zafizeni dosahuje uc¢innosti izolace nadorovych bunék resuspendovanych
V plné krvi pfes 90 % asnejméné 95 % ucinnosti izolace aspon jedné bunky z péti
resuspendovanych bunék v 7,5 ml krve. Bylo také provedeno porovnani se systémem
CellSearch. Pomoci tohoto zatizeni byly identifikovany CTC u 51 pacientd z 57, systém
CellSearch dokazal identifikovat CTC pouze u 26 pacientd. Tam, kde byly
identifikovany CTC obéma testy, kromé péti ptipadli byl vyssi pocet CTC identifikovan

pomoci tohoto zatizeni [53].

Onkoquick®

Tato obohacovaci metoda izolace CTC vyuzivd rozdilné hustoty krevnich
elementi za vhodnych podminek. CTC a krevni desticky maji niz§i hustotu, nez
erytrocyty a vétSina leukocyt, proto je Ize od sebe odseparovat. Po separaci lze CTC
dale analyzovat, pouzivaji se imunocytochemické metody [54]. Primérna ucinnost
zachytu CTC rozpusténych v plné krvi se pohybuje pies 70 %. Vyhodou této metody je,
ze povrchové struktury bunék nejsou ni¢im ovlivnény a analyza probiha ptimo z plné
krve [55]. Tato metoda je vSak urCena doposud pro vyzkumnou c¢innost, nikoli pro
diagnostické pouziti [54].

Toto zatizeni se skladd z 50 ml velké polypropylenové centrifugacni nadoby,
ktera je rozdélena do dvou ¢asti membranou s pory. Spodni ¢ast obsahuje modie

rovr

zbarvené délici médium a do horni ¢asti se umist'uje krevni vzorek objemu az 30 ml. Pi
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centrifugaci, kterd trva dvacet minut, prochazi leukocyty a erytrocyty pres pordzni
membranu, a proto vytlauji délici roztok do horni €asti. Bunky s nizkou hustotou
a krevni desticky zlstavaji mezi plazmou a délicim médiem [54]. Cely proces izolace

trva jen 45 minut [55] a prubéh je znazornén na obrazku ¢. 8.
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Obrazek 8.: Onkoquick® - pritbeh separace (prevzato 7 [54]).

Na obrazku je zobrazena Onkoquick® délici nadoba pted, béhem a po separaci.
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Mikrofluidni filtracni zaiizeni

Toto mikrozatizeni sestdva z kanalku, které obsahuje vicendsobné pole bariér
polomésicitého profilu, ve kterych se zachytavaji nadorové bunky. V kazdé pasti jsou
dvé mezery o pruméru 5 um, které zajiStuji prichod krevnich elementii, a to
i leukocytim, diky jejich schopnosti projit velmi malym ztzenim oproti stejné velkym
nadorovym bunikam. Pasti jsou umistény 50 um od sebe, ¢imz se pfedchazi ucpani
celého zafizeni. Navic je vzorek plné krve jesté prefiltrovan ptes filtr s 20 pm
mezerami, aby se zabranilo ucpani zafizeni, coZ by mohlo vést k faleSné pozitivnim
vysledkiim. Buiiky mohou byt fluorescenéné barveny pfimo v zafizeni, nebo obracenim
toku mohou byt uvolnény z mikro¢ipu a nasledné kultivovany [56]. Na obrazku €. 9. je
analyza smykového napéti, obrazek €. 10 ukazuje buiiky zachycené v mikrokanélku a na
obrazku €. 11 je porovnani miry proliferace bunék, které byly podrobeny izolaci timto

zafizenim, S buiikami, které izolovany nebyly.
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Obrazek 9.: Analyza toku a smykového napeti (prevzato z [56]).

Model ptedvida izolaci pii tlaku 5 kPa. (A) Profil toku, kdyz jsou buniky chytany. (B) Profil
toku, kdyz jsou buiiky uvolnovany. (C) Pfedpokladané zachycené buiiky.

Obrdazek 10.: Izolacni struktura Cipu s buitkami (prevzato 7 [56]).
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Obrdazek 11.: Porovnani proliferace bunék MCF 7 (prevzato Z [56])

Proliferace bunék, které nebyly podrobeny izolaci (nahofe) a bunék izolovanych pomoci
mikropritokového zafizeni sledovanych po dobu 5 dnid. Nebyly pozorovany zadné rozdily v mife
proliferace.

2.8.2 Metody zaloZené na imunologickém pFistupu

Tyto metody vyuzivaji pro izolaci CTC jejich povrchovych znakt, predevs§im
molekuly EpCAM a cytokeratint 7, 8, 18, 19 a 20. Nebo jsou zaméfeny na identifikaci
nukleovych kyselin nebo produktd téchto bunék.

RosetteSep™

Tato obohacovaci metoda CTC piimo z krve je zaloZena na negativni selekci,
¢ili na odstranéni vSech ostatnich bun¢k, kromé téch pozadovanych. K tomuto ucelu je
komeréné dostupnd smes protilatek (RosetteSep® Human Circulating Epithelial Tumor
Cell Enrichment Cocktail) [57]. Tato smés obsahuje mysi a krysi monoklonalni
protilatky, které byly izolovany afinitni chromatografii pomoci proteinu A nebo
proteinu G a byly bispecificky véazany v komplex tetramernich protilatek. Tyto
protilatky jsou zaméteny proti povrchovym antigenim lidskych hematopoetickych
bunék CD2, CDI16, CD19, CD36, CD38, CD45, CD66b a glykoforynu A, ktery se
nachazi na ¢ervenych krvinkach [58].

29



Tato smés protilatek se ptida pfimo do plné krve a béhem dvacetiminutové
inkubace se vytvoii rozety, které jsSou ve srovnani se samotnymi bunkami diky vyssi
denzit¢ nasledné odstranény béhem centrifugace pii 1200 g po dobu dvaceti minut
V hustotnim gradientovém médiu (Lymphoprep™) [58]. Prub¢h analyzy je znazornén

na obrazku ¢. 12.
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Obrazek 12.. Priibeh izolace bunéek pomoci RosetteSep™ (prevzato z [59]).

V prvnim kroku je smichana plnd krev se smési tetramernich protilatek. Nasledné se po
dvacetiminutové inkubaci smés piepipetuje na délici gradientovy gel a probéhne centrifugace. Rozety
¢ervenych krvinek a nechténych bunék jsou v dolni ¢asti oddélené gelem od pozadovanych bunék.

Timto p¥istupem ziskdme obohacenou populaci nadorovych bun¢k. Cast CTC,
které se zachyti v rozetach, vak mize byt ztracena. Uinnost izolace bunék pii pouziti
této metody je 45 %. Cistota mize byt méfena pomoci pritokové cytometrie po
imunocytochemickém barveni fluorochromem navazaném na specifické nadorové

protilatky [58].

CellSearch® CTC test

Tento systém je zaloZen na imunomagnetické separaci CTC, vyuZivajici
ferrofluidové nanocastice s koutovanymi protilatkami anti-EpCAM. Fluorescenéné jsou
znaceny cytokeratiny 8, 18 a 19 nachazejici se na CTC a leukocytarni antigen CD45.
Jadra  jsou  znaCena  pomoci  barveni  nukleové  kyseliny  barvivem
4,6-diamino-2-fenylindolem (DAPI). Jako CTC jsou identifikovany bunky znacené
CK'/DAPI*/CD45’, zatimco leukocyty jsou znaéené CK/DAPI*/CD45" [39].

Analyza CTC probihd ze 7,5 ml plné krve, ktera je nejdiive centrifugovana
a krevni bunky jsou oddéleny od plazmy. Potom je vzorek umistén do automatického
systému piipravy vzorkli CellTrack Autoprep, ve kterém jsou buiky izolovany
imunomagnetickou separaci. Nasledné jsou bunky barveny pomoci fluorescenéné

znacenych protilatek a barviva nukleovych kyselin DAPI. Dale jiZ probiha identifikace
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a pocitani bunék CellSpotter analyzatorem, coZz je poloautomatickym systémem
zalozeny na fluorescen¢nim mikroskopu s vyhodnocovacim softwarem [60].

Pro stanoveni linearni piimé zavislosti testu byly pouzity bunky nadorové linie
SKBR-3, kter¢ byly rozpustény v krevnich vzorcich od zdravych déarch. Linearni oblast
korelace piimé zavislosti byla stanovena v rozmezi 5 az 1142 bungk s G¢innosti izolace
vyssi nez 85 %. Dale bylo testovano 145 vzorki krve zdravych darct a 199 vzorka krve
od pacientii s benignim nadorem a pouze u jednoho z téchto 344 vzorki byla stanovena
vic jak 1 CTC v 7,5 ml krve. Pak také bylo stanovovano mnozstvi CTC u pacienti
S metastatickymi nadory. Vic jak jednu CTC se podafilo stanovit u 57 % pacientl
s nadorem prostaty, u 37 % pacientd s nadorem prsu, u 37 % pacientek s nadorem
vajecnikl, u 30 % pacientl s kolorektalnim nadorem a u 20 % pacientli s nadorem plic
[61].

Prozatim je tento systém jediny, ktery je schvalen americkym ufadem pro spravu
potravin a 1éCiv (FDA) pro klinické vyuziti pfi monitorovani pacientli s metastatickymi
nadory prsu, prostaty a metastatického kolorektalniho nddoru béhem 1é¢by a k uréovani

dobré nebo $patné progndzy, kde je hranice ur¢ena poctem 5 CTC v 7,5 ml krve [39].

CELLection™ Epithelial Enrich

Firma Invitrogen dodava pro izolaci CTC piimo z krve superparamagnetické
Castice velikosti 4,5 pm v priméru. Jsou na nich vazany monoklonalni mysi protilatky
anti-EpCAM pies DNA spojku, ktera se po provedené imunomagnetické separaci
roz§tépi a Castice se oddéli od bunék [62].

Ke vzorku plné krve (5 ml) se pfida imunosorbent a nasleduje kratka inkubace,
béhem které se na castice navazi CTC. Pak se navazané Castice rychle odseparuji
pomoci magnetu a nasledné jsou builkky uvolnény z nosice pfidanim uvoliiovaciho
pufru. Ziskame tak obohacené Zijici nadorové buiky, které mizeme dal kultivovat nebo

analyzovat pomoci imunocytochemickych metod [63].

MACS

Firma Miltenyi Biotec doddva obohacovaci a detekéni diagnostickou soupravu,
ktera je uréen pro izolaci CTC. Tato metoda je zalozena na imunomagnetické separaci
pomoci superparamagnetickych ¢astic velikosti 50 nm, které vytvareji koloidni smés
a jsou z biologicky odbouratelného materialu, ktery proto neni potieba odstranit z bun¢k

po separaci [64]. MACS Microbeads jsou koutovany protilatkami anti-EpCAM. CTC
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jsou znaceny cytokeratinovymi protilatkami konjugovanymi s alkalickou fosfatazou.
Vyhodnoceni se provadi pomoci svételného mikroskopu [65].

Analyza se provadi z 5 az 15 ml plné krve. Na prvni MACS kolon¢ jsou CTC
vazany na Castice a potom je provedeno odmyti nenavazanych slozek smési. Izolované
CTC jsou nasledné eluovany a fixovany na druhou kolonu, kde probihéd znaceni pomoci
specifickych protilatek. Nasledné jsou buriky eluovany a zafixovany na sklicko, kde se

inkubuji se substratem a pak jsou analyzovany svételnym mikroskopem [66].

Adnatest

Spolecnost Adnagen poskytuje testy pro detekci CTC kolorektalniho nadoru,
nadoru prsu a prostaty. Detekce je zalozena na imunomagnetické separaci CTC z plné
krve, nasledné lyze CTC a identifikaci genové exprese s nadorem asociovanych
markertt pomoci PCR. U kolorektalniho nadoru se vyuziva napt. CEA a EGFR [67].

Analyza probihd z 5 ml plné krve. Nejprve jsou CTC vazany na magnetické
¢astice Dynabeads, které na svém povrchu nesou specifické protilatky proti epitelidlnim
a snadorem asociovanym antigenim. Po nasledném promyti jsou navazané CTC
lyzovény. Zlyzatu se imunomagneticky izoluje mRNA snadorem asociovanych
markeri pomoci Dynabeads oligo(dT),s. Dale je vytvofena reversni transkripci
komplementarni DNA, ktera je detekovana a charakterizovana PCR [68].

Tato metoda je vysoce citliva a specifickd, momentalné¢ je certifikovana
Evropskou unii pro detekci nadoru prsu a kolorekta, ale nebyla prozatim schvalena
americkou FDA. V EU je tato metoda vyuzivana k sledovani pacientd béhem terapie

a k ¢asné detekci piipadného navratu onemocnéni [67].

EPISPOT

Tato metoda slouzi k detekci zivych CTC. Je odvozena od metody ELISPOT
aje zalozena na principu detekce sekretovanych protein produkovanych zivymi
nadorovymi bunkami. Na specifické imobilizované protilatky se vdzou sekretované
proteiny a nasledné jsou vizualizovany navazanim fluorescenéné znacenych protilatek
[69].

Nejprve jsou specifické protilatky proti CK-19 navazany na misku. Nésledné se
pfida vzorek sbunkami a kultivuje se po dobu 48 hodin. Béhem této doby se
sekretované proteiny vazou na specifické protilatky. Po inkubaci se miska promyje
a bunky jsou odstranény. Navazané proteiny jsou fluorescenné znaceny specifickymi

protilatkami proti CK-19. Fluorescencni imunospoty jsou nasledné¢ pocitany
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automatickym fluorescencnim zobrazovacim systémem, jeden imunospot odpovida

jedné nadorové buice [70]. Ukazka imunospotil je na obrazku ¢. 13.
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Obrazek 13.: Vizualizace CK-19 dvéma riizné znacenymi protildatkami. (prevzato z [70])
Znaceni pouzitych protilatek je uvedeno nad jednotlivymi obrazky, tfeti obrazek je vysledkem

jejich slouceni.
Tato metoda je vysoce citliva a specificka, ale stale je ve stadiu vyvoje. Touto

metodou mizeme stanovovat rtizné proteiny charakteristické pro konkrétni nadorové

bunky pouzitim rtiznych specifickych protilatek [69].

Laserova skenovaci cytometrie

Tato metoda slouzi k analyze CTC, které jsou nejprve znaceny navazanim
specifickych protilatek konjugovanych s fluorochromem. Nasledné¢ jsou CTC
analyzovany prutokovym cytometrem s laserem indukovanou fluorescenci [71].

CTC ze vzorku plné krve je nutné nejprve obohatit pro zvySeni citlivosti
detekce, protoze pritokovd cytometrie by meéla sama o sob& nizkou ucinnost.
K obohaceni se pouzivé napf. filtrace pies polykarbonatovy filtr nebo imunomagneticka
separace. Dale nasleduje znaceni specifickymi fluorescencné znaenymi protildtkami
proti epitelidlnim antigenim. Mezi vyuzivané povrchové antigeny patii molekula
EpCAM a cytokeratiny. Ze vzorku je dale nutné vyloucit leukocyty, protoze by mohly
zaptiCinit faleSn€ pozitivni nélez. K jejich vylouceni se vyuziva fluorescencni znaceni
leukocytarniho antigenu CDA45. Pak jiZz nasleduje analyza pritokovym cytometrem,
ktery zaznamenava signal jednotlivych prochazejicich bun¢k [72].

Samotna identifikace znafenych bunék je velmi rychld, vysoce specificka
a navic umoznuje morfologickou analyzu jednotlivych bunék a rozliSuje zivé bunky od
nezivych. PouZitim rtiznych specifickych protilatek mizeme stanovit rizné s nadorem
asociované povrchové antigeny. Je vyuzivana ke sledovani protinadorové terapie

a detekci zbytkového nadorového onemocnéni [73].
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CTC-¢ip

Tato metoda vyuziva Cipové technologie S mikrofluidnimi prvky. Rozméry
tohoto CTC-¢ipu jsou pouze 25 x 66 mm, vnitini plocha s mikrosloupky zaujima plochu
19 x 51 mm a obsahuje 78 000 mikrosloupkti o kruhovém priiezu s celkovou plochou
970 mmZ Mikrosloupky jsou vysoké 100 pm a jejich primér je rovnéz 100 pum.
Primérna vzdalenost mezi nimi je 50 pum. Mikrostruktura je vyleptana do kiemikové
matrice Silex metodou DRIE, hlubokym iont-reaktivnim leptdnim. Na mikrosloupky
jsou nasledné kovalentné navazany protilatky anti-EpCAM [36]. Detail struktury
CTC-¢ipu je na obrazku ¢. 14.
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Obrdazek 14: Detail CTC-cipu porizeny pomoci elektronové mikroskopie (prevzato

2 [36]).

Obrazek ukazuje chycenou nadorovou buiiku plic NCI-H1650 zobrazenou ¢erveng.

Velkou vyhodou tohoto Cipu je, Ze muze analyzovat CTC z plné krve bez
predchozich uprav, pti kterych dochazi ke snizeni poctu cilovych bunék. Uspotadani
&ipu je velmi Setrné k buitkdm, maximalni smykové napdti ma hodnotu 0,4 dyn/cm?,
pokud by bylo pftili§ vysoké, buiika by na mikrosloupku nezistala. Dulezitym
parametrem ovliviiujicim G¢innost zachytu je také rychlost toku, protoze ovliviiuje dobu
kontaktu bunky s mikrosloupkem, pti rychlosti vy$s§i nez 2 ml za hodinu uc¢innost
vyrazné klesa. Dilezité je, ze pii analyze CTC-Cipem zlstavaji témét vSechny bunky
zivé a muzeme je dal studovat [74].

CTC-¢ip byl testovan na 116 vzorcich krve od pacientl s metastatickymi nadory
plic, prostaty, slinivky, prsu a tlustého stieva a CTC byly identifikovany u 115 vzorkd,
¢ili s citlivosti prevysSujici 99 % a 100 % presnosti. Mnozstvi stanovenych CTC se

pohybovalo v desitkach az stovkach v 1 ml krve. Cistota stanovenych CTC byla pies
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50 %, podle druhu nadoru. Jako CTC byly wuréeny buiikky znacené
CK'/DAPI*/CD45 [36].

Nevyhodou této metody je, Ze zatim neni komeréné dostupnd a neni
automatizovatelna. Prozatim byly na CTC-Cip pouze vazany protilatky proti molekule
EpCAM. Dalsi nevyhodou také je vysoka cena CTC-Cipu a moznost pouze jednoho
pouziti [36].

Herringbone-¢ip

Herringbone-¢ip (HB-¢ip) je pokra¢ovanim vyvoje CTC-¢ipu. Sklada se ze dvou
sklenénych desticek spojenych polydimetylsiloxanem obsahujicich osm kanalki.
Vyuziva pasivniho generovani mikroviri pomoci dimyslné sit¢ ryh na horni strané
mikrokanalkt, tvoficich tzv. strukturu do stromecku, zobrazenou na obrazku ¢. 15.
Na stén¢ kanalkl jsou imobilizované protilatky proti specifickému znaku nadorovych
bungk, tj. EpCAM.

V porovnani s ¢ipem s hladkou sténou, HB-Cip tvofici viry zabranuje
laminarnimu proudéni a tudiz zvySuje interakci bunck s protildtkami na povrchu
mikrokanalkti. Generovani virti nezavisi ani na rychlosti pritoku vzorku ¢ipem, ani na
viskozité, tudiz rozdily mezi jednotlivymi vzorky krve pacientd neovliviiuji jejich

michani [75].
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Obrazek 15.: Zobrazeni prutoku v HB-Cipu a porovnani s cipem s hladkou sténou
(prevzato z [29]).

(A) HB-¢ip se sklada z mikropritokového uspotfadani kanalkd s jednim vstupem a vystupem.
Obrazek ukazuje rovnomérny tok krve zafizenim. (B) Mikroskopie ¢ipu ukazuje asymetrii a opakovani
zafez(l na vnitini sténé kanalku. Na dal§im obrazku vidime rozdil mezi interakci bunék s povrchem
HB-Cipu (C) a tradi¢niho Cipu s rovnou sténou (D). Studie znazoriujici tok vyuzivajici dvé tekutiny
o stejné viskozité (jedna je zelend, druha ¢ird) ukazuji chaotické mikroviry tvotené v HB-Cipu (E) a proud
bez michani v klasickém ¢ipu s hladkou sténou (F).

Pro testovani Uc¢innosti zachytu bunck se pouzivaji buiky s relativné nizkou
expresi molekuly EpCAM, PC3, které se pfimichavaji do kontrolni krve. Srovnéni
HB-¢ipu s CTC-Cipem je na obrazku €. 16.
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Obrazek 16.: Optimalizace HB-cipu a porovnani s CTC-cipem (prevzato z [29]).

(A) Pro optimalizaci byly pouzity buiiky PC3 smisené s plnou krvi o koncentraci 1000 bunék/ml
a analyzované malou verzi HB-Cipu (1 kanal, vyska 70 pm, a = 0,43) a Cip s hladkou sténou (vyska
100 pm). Uginnost je ukazana pro obé zaiizeni a navic byly pouzity IgG kontroly. (B) Porovnani relativni
ucinnosti zachytu mezi HB-Cipem v plné velikosti (vyska 50 um, a = 0,8) a sklenéného CTC-Cipu. Pro
data v (B) byl pfipraven vzorek krve s pfimichanim bunék PC3 o vysledné koncentraci 500 buné¢k/ml
arozdélen pro oba Cipy. Kvili drobnym odchylkdm v koncentracich, ucinnost zachytu HB-Cipu je
stanovena vyssi nez 100% (112,4% + 1,8%, n = 4). Nasledn¢ byly data normalizovany k HB-Cipu.
(C) Proménlivost vySky kanalku ma minimalni vliv na ucinnost, pokud se vyska kandlku nezvysi
trojnasobné. (D) Rozptyl je ukazan na ¢tyfech riznych experimentech, kazdy s jinou koncentraci PC3
bunék v krvi.

HB-Cip je schopny kromé¢ jednotlivych bunék také zachytit shluky naddorovych
bun¢k zkrve pacientd, tzv. cirkulujici nddorové mikroemboly (CTM), tvofené 4-12
bunkami. Podafilo se je stanovit ve tfech vzorcich krve z celkového poctu devatenécti,
od pacientli s metastatickym nadorem prostaty nebo plic. Tyto CTM nebyly nikdy
izolovany pomoci CTC-Cipu, protoZze je navrzen tak, aby jim prochéazely pouze

jednotlivé bunky, ani se je nepodafilo stanovit pomoci imunomagnetické separace [29].
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Mikrofluidni systéem CEE™

Toto mikrofluidni zafizeni vyvinuté firmou Biocept pro analyzu nadorovych
bun¢k se sklada z mikrokanalku vysokého 50 pm obsahujici zhruba 9 000 sloupki
o objemu okolo 24 pl. Struktura mikrofluidniho kanalku je znazornéna na obrazku
¢ 17.

Obrazek 17.: Virtualni zobrazeni mikrofluidniho kandlku systemu CEE™ (prevzato
z [76]).

Na mikrosloupky jsou pak vazany protilatky proti povrchovym znakim
nadorovych bunék. Diky prihlednému materidlu miZeme chycené builky pozorovat
svételnym nebo fluorescenénim mikroskopem. MiZzeme proto barvit bunky
imunofluorescenéné¢ piimo v mikrokanalku nebo provést fluorescenéni in Situ
hybridizaci. Buiiky se daji z mikrokanalkt také uvolnit zvySenim priatoku a tudiz
i smykového napéti a koncentrovat je pro analyzu DNA pomoci PCR [76].

Jelikoz je znamé, ze n€které CTC mohou prodélat EMT a ztratit tak epitelidlni
markery a nebyly by detekovany pomoci protilatek anti-EpCAM a anti-CK, proto byla
vyvinuta smés protilatek proti epitelovym a mezenchymalnim povrchovym znakiim
CEE-Enhanced, kterd se pouziva jak k vazbé na mikrosloupky, tak i k nasledné
imunocytochemické detekci. Konkrétni specifitu protilatek CEE-Enhanced firma
neudava [77]. ZvySeni ucinnosti izolace pozitim smési protilatek CEE-Enhanced

doklada obrazek €. 18.
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Obrazek 18.: Porovndni poctu CTC identifikovanych pomoci protilatek anti-EpCAM
a anti-CK se smesi protilatek CEE-Enhanced (prevzato z [78]).

Analyza vzorkl krve 24 pacientii ve ¢tvrtém stadiu nadoru prsu. Buiiky byly barveny nejdiive
anti-CK protilatkami a pak smési protilatek CEE-Enhanced. Pro zachyt bunék byla pouzita smés
protilatek CEE-Enhanced. Cerné sloupce odpovidaji buiikam detekovanych pomoci anti-CK protilatek
a horni modré naslednému barveni pomoci smési protilatek CEE-Enhanced. VSechny bunky oznacené
jako CTC byly CD45  a DAPI".

Nevyhodou této metody vSak je to, ze analyza neprobihé ptimo z plné krve, ale
je nutné predchozi obohaceni CTC pomoci hustotniho gradientu. Analyza CTC, které
nemaji charakteristiku epitelialnich bunék, vSak muze vést k novym diagnostickym

aplikacim analyzy CTC [78].

Systém Ephesia

Toto mikropratokové zatizeni slouzi k zachytu a néasledné imunofenotypizaci
a morfologické analyze cirkulujicich nadorovych bunék. Umoziuje také zachycené
bunky dale kultivovat in situ [79].

Princip tohoto zatizeni spo¢iva v imunomagnetické separaci. Magnetické ¢astice
jsou uspotfadany do sloupkii v mikrokanalku kolem kterych protékd vzorek plné krve
a cilové bunky jsou vazany na nosi¢ [80].

Nejdiive se do mikrokandlku napusti suspenze superparamagnetickych c¢astic
a aplikuje se magnetické pole. Nésledné se cCastice uspotfadaji do sloupkli v misté
magnetického terce a prebyteény nosic je odplaven z kanalku. Mikrokanalek s ¢asticemi
je znazornén na obrazku ¢. 19. Pak uz nasleduje analyza vzorku plné krve o objemu

7,5 ml. Cilové bunky se vazi svymi povrchovymi antigeny na sloupky magnetickych
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¢astic s imobilizovanymi protilatkami. Nasleduje cytologické barveni nebo kvantitativni
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Vizualizace se provadi pomoci konfokalni
svételné a fluorescencni mikroskopie ptfimo v mikrokanalku. Tento systém umoziuje
zaroven cytomorfologickou a imunofenotypizacni analyzu bunck. Cely tento systém je

jiz pln¢ automatizovatelny [79].
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Obrazek 19.. Zobrazeni mikrokandlku systému Ephesia s nosicem (prevzato z [80]).

Vlevo je zobrazen mikrokanalek s nosi¢em bez pritomnosti magnetického pole a vpravo jsou
znazornény sloupky magnetickych ¢astic vytvorené po aplikaci magnetického pole.

Specificita a ucinnost izolace tohoto systému byla testovana pomoci smésnych
vzorktl riiznych bun&énych linii. Uginnost byla stanovena vy3si nez 90 % a specificita
lepsi nez 99 %. Pak také byla provedena izolace B lymfocyti pfimo z krve pacientl
Sleukémii a naslednd imunofenotypizace a cytomorfologickd analyza pfimo

v mikrokanalku [80].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Pristroje:

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Goettigen, D)
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, D)

pH metr ORION model 420Aplus (Orion Reseach Inc., Beverly, MA, USA)
magnetické michadlo MM4 (LAVAT a. s. Chotutice, Radim u Kolina, CR)
aparatura pro diskontinudlni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

topné hnizdo Grant-bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)
zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

software ImageJ pro denzitometrické vyhodnoceni gelti (voln¢ ke stazeni
z http://rsbweb.nih.gov/ij/)

mikrocentrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga Labofuge 400 (Heraeus Instruments, Hanau, Némecko)

rotacni vakuovy koncentrator RVC 2-18 (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Némecko)

biologicky termostat BT 120 M (Laboratorni piistroje Praha, Praha, CR)
vertikalni rotator Grant-bio PTR-30 (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire,
UK)

spektrofotometr Biophotometr 6131 (Eppendorf, Hamburg, D)

spektrofotometr pro mikrotitracni desticky Multiscan RC, type 351 + software
Genesis (Labsystems, Helsinky, Finsko)

trepacka BioVortex V1 (Biosan, Riga, LTV)

ultrazvukové lazen (Bandelin Sonorex Digitech, Londyn, UK)

fluorescenéni mikroskop Nikon (Nikon Corporation, Tokio, J)

Pomiicky:

kyvety UVette®, opticka délka 10 mm (Eppendorf, Hamburg, D)

mikrotitracni desticky — typ P, 96 jamek, polystyrenové (KOH-I-NOOR
Hardtmuth a.s., Ceské Bud¢jovice, CR)

odsolovaci kolonky MikroSpin™ G-25 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal, Carlshbad, CA, USA)

Hamiltonova stifkacka — 250 pl (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
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Birkerova komurka

Podlozni a kryci sklicka

Magnetické castice:

3.1

Magnetické ¢astice Sera-Mag® (Seradyn, Indianapolis, IN, USA)
Superparamagnetické c¢astice velikosti 0,771 pm, S mnozstvim aktivnich
funk¢nich skupin 0,528 mmol/g, hustotou 1,4 glcms, tvofené jadrem
z polystyrenu obaleného vrstvou magnetického materialu a polymerem
s karboxylovou funkéni skupinou.

Magnetické ¢astice Dynabeads® M270 (Invitrogen Dynal AS, Oslo, N)
Superparamagnetické ¢astice velikosti 2,8 um, s mnozstvim aktivnich funkénich
skupin 0,15 mmol/g, hustotou 1,6 g/cm®, tvofené jadrem z polystyrenu
a povrchem s navazanym glycidyl éterem s karboxylovou funkéni skupinou.
Magnetické ¢astice — Ustav makromolekulirni chemie Akademie Véd CR
(UMCH AV CR, Praha, CR)

Superparamagnetické ¢astice velikosti 3,9 um, s mnozstvim aktivnich funkénich
skupin 0,2 mmol/g, hustotou 6,7 glcm®, tvofené poly(glycidyl metakrylatem)
a etylen dimetakrylatem (PGMA), s funk¢ni skupinou karboxylovou.
Dynabeads® Epitelial Enrich (Invitrogen Dynal AS, Oslo, N)
Superparamagnetické polystyrenové ¢astice velikosti 4,5 um s imobilizovanymi

myS§imi monoklonalnimi protilatkami anti-EpCAM izotypu IgG1.

Imobilizace IgG na castice s karboxylovou funkéni skupinou

Chemikalie:

2-(N-morfolin-4-yl)etansulfonova kyselina (MES, CgH13NO,4S) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDAC, CgH17N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny (sulfo-NHS, C4H;NNaOgS) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

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

azid sodny (NaN3) (Chemapol Limited, Londyn, UK)

zakladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)
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Roztoky:
e vazebny roztok: 0,1 M MES pufr pH 5
e promyvaci roztok: PBS pufr pH 7,4
o skladovaci roztok: PBS pufr pH 7,4 s 0,1% BSA

e vodny roztok 0,1 M azidu sodného

Protilatky:
e mySi monoklonalni anti-p53 protilatky téidy IgG2a (DO-1), (Dr. Vojtések,
Masaryktv onkologicky tstav, Brno, CR)
e krali¢i polyklonalni IgG anti-p53 protilatky (CM 1), (Dr. Vojtések, Masarykav
onkologicky ustav, Brno, CR)

Postup:

1 mg castic Sera-Mag a Dynabeads byl 5 x promyt vazebnym roztokem, pak
bylo k ¢asticim ptidano 7,5 mg EDAC ve 250 ul vazebného roztoku, 1,25 mg
sulfo-NHS v 250 ul vazebného roztoku, 100 pg piislusnych protilatek a celkovy objem
byl doplnén vazebnym roztokem na 1 ml. Smés byla inkubovéana ptes noc pii 4 °C za
otaeni. Druhy den byly castice 10 x promyty promyvacim roztokem, pak byly
resuspendovany v 1,5 ml skladovaciho roztoku a bylo k nim piidano 10 pl 0,1 M azidu

sodného.

3.2  Povrchova modifikace magnetickych mikrocastic
polyetylenglykolem
Chemikalie:
e 2-(N-morfolin-4-yl)etansulfonova kyselina (MES, CgH13NO,S) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
o l-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDAC, CgH17N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
e N-hydroxysulfosukcinimid sodny (sulfo-NHS, C;H4sNNaOgS) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
e amin-PEG-biotin (2000 Da) (Laysan Bio, Inc., Arab, AL, USA)
e amin-PEG (2000 Da) (Laysan Bio, Inc., Arab, AL, USA)
e amin-PEG-karboxyl (3400 Da) (Laysan Bio, Inc., Arab, AL, USA)
e hydrazid-PEG-hydrazid (3400 Da) (Laysan Bio, Inc., Arab, AL, USA)
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e amin-PEG-hydroxyl (3400 Da) (Laysan Bio, Inc., Arab, AL, USA)
e azid sodny (NaN3) (Chemapol Limited, Londyn, UK)

e zikladni chemikalie Gistoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Roztoky:
e 0,1 MMESpufrpH5
e 0,01 M MES pufrpH5
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,2
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,2 s 1 M NaCl
e 0,1 M azid sodny

Postup:

0,5 mg ¢astic PGMA a Dynabeads bylo 4 x promyto 0,5 ml 0,1 M MES pufrem.
Pak se k ¢asticim piidalo 3,75 mg EDAC v 250 pl 0,01 M MES pufru a 0,625 mg
sulfo-NHS v 250 ul téhoz pufru. Nasledovala pétiminutova inkubace za otaceni pii
laboratorni teplote. Poté bylo k ¢asticim piidano 500 pl rozpusténého piislusného PEGu
se zvolenou funkéni skupinou (-COOH, -NH-NH,, -OH, -NHy), (I mg/ml u PEGu
s molekulovou hmotnosti 2000 Da, 1,7 mg/ml u PEGa s molekulovou hmotnosti
3400 Da, pomér funkcnich skupin ¢astic a PEGu 1:2,5) a nasledovala inkubace pti 4 °C
za otaceni pres noc. Druhy den byly castice 7 x promyty 0,1 M MES pufrem,
2 x fosfatovym pufrem, 1 x fosfatovym pufrem s 1 M NaCl a 1 x fosfaitovym pufrem

bez NaCl. Poté bylo jeste pridano 10 pl azidu sodného k zakonzervovani ¢astic.

3.3 Stanoveni mnoZstvi navazaného polyetylenglykolu pomoci
specifického konjugatu
Chemikalie:
e streptavidin-peroxidaza (kat. ¢. S5512-1MG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e o-fenylendiamin (OPD, CgHgN,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e zakladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,2
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,2 s 1 M NaCl
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e vodny roztok streptavidin-HRP o koncentraci 1 pg/ml

e substratovy roztok: 10 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 6,2 s 2,5 mg OPD
a7,5 ul 30% peroxidu vodiku

e | M kyselina sirova

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 6,2

Postup:

Od vzorkti snavazanym PEG s biotinem (2000 kDa), sPEG bez biotinu
(2000 kDa) a vzorku bez PEG ptipravenym podle kapitoly 3.2, bylo odpipetovano
0,1 mg castic, které byly resuspendovany v 10 ul fosfatového pufru a bylo k nim
piidano 90 pl roztoku konjugatu. Nasledovala inkubace 30 minut za otafeni pii
laboratorni teploté. Poté byly ¢astice 3 x promyty fosfaitovym pufrem, 1 x fosfatovym
pufrem s 1 M NaCl a 6 x fosfatovym pufrem bez NaCl.

30 pg promytych castic bylo resuspendovéano ve 100 pl fosfatového pufru a bylo
k nim piidano 100 pl substratového roztoku. Nasledovala desetiminutova inkubace pii
37 °C za otaceni. Pak byl odpipetovan supernatant do 33 pl kyseliny sirové. Nasledné

byla proméiena absorbance objemu 100 ul v mikrotitraéni destice pti 492 nm.

34 Vazba 1gG na magnetické mikrocastice modifikované
polyetylenglykolem
Chemikalie:
e 2-(N-morfolin-4-yl)etansulfonova kyselina (MES, CgH13NO,4S) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
o 1l-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDAC, CgH17N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
¢ N-hydroxysulfosukcinimid sodny (sulfo-NHS, C4;H;NNaOgS) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
o NalOy, p.a. (Reanal, Budapest, HU)
e etylenglykol (C;HsO,) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)
e glyceraldehyd (C3HgO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e kyanoborohydrid sodny (CH3sBNNa) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e triacetoxyborohydrid sodny (CgH100sBNa) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
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zékladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Protilatky:

lidsky imunoglobulin G (hulgG), (kat. ¢. 14506-100MG, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

mysi monoklonalni anti-pS3 protilatky tfidy IgG2a (DO-1), (Dr. Vojtések,
Masarykiiv onkologicky ustav, Brno, CR)

protilatky anti-EpCAM (Santa Cruz Biotechnology, St. Cruz, USA)

Roztoky:

0,01 M MES pufr pH 5

PBS pufr pH 7,4

0,1 M acetatovy pufr pH 4,6 s 0,2 M NaCl

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3

0,2 M NalO4

0,1 M glyceraldehyd v acetatovém pufru pH 4,6 s 0,2 M NaCl
vodny roztok hulgG o koncentraci 1 mg/ml

vodny roztok kyanoborohydridu sodného o koncentraci 30 mg/ml

vodny roztok triacetoxyborohydridu sodného o koncentraci 30 mg/ml

3.4.1 Vazba IgG na ¢astice potazené polyetylenglykolem s karboxylovou funkéni

skupinou

Metoda A — jednokrokové s pouZitim EDAC i sulfo-NHS

Postup:

K 0,5 mg ¢astic PGMA-PEG-COOH ptipravenych podle kapitoly 3.2 se ptidalo

3,75 mg EDAC ve 100 pul MES pufru, 0,625 mg sulfo-NHS ve 100 pl téhoZ pufru,

50 pg ptislusnych protilatek a celkovy objem byl doplnén MES pufrem na 500 pl.

Imobilizace probihala pii 4 °C za otaCeni pies noc. Poté byl imunosorbent promyt

10 x PBS pufrem.
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Metoda B — jednokrokové s pouZitim EDAC
Postup:

K 0,5 mg ¢astic PGMA-PEG-COOH ptipravenych podle kapitoly 3.2 se ptidalo
3,75 mg EDAC ve 100 ul MES pufru, 50 pg ptislusnych protilatek a celkovy objem byl
doplnén MES pufrem na 500 pl. Imobilizace probihala pti 4 °C za otaceni pfes noc.

Poté byl imunosorbent promyt 10 x PBS pufrem.

Metoda C — dvoukrokové s pouZitim EDAC i sulfo-NHS
Postup:

K 0,5 mg ¢astic PGMA-PEG-COOH ptipravenych podle kapitoly 3.2 se ptidalo
3,75 mg EDAC ve 250 pul MES pufru, 0,625 mg sulfo-NHS ve 250 pl téhoz pufru
anasledovala inkubace 10 minut za otaCeni pfi laboratorni teploté. Poté se odstranil
supernatant a piidalo se k ¢asticim 50 pg piisluSnych protiladtek a celkovy objem byl
doplnén na 500 ul MES pufrem. Imobilizace probihala pti 4 °C za otafeni pfes noc.

Poté byl imunosorbent promyt 10 x PBS pufrem.

Metoda D — dvoukrokové s pouZitim EDAC
Postup:

K 0,5 mg ¢astic PGMA-PEG-COOH ptipravenych podle kapitoly 3.2 se ptidalo
3,75 mg EDAC ve 250 pl MES pufru, 250 ul téhoz pufru a nasledovala inkubace
10 minut za otaCeni pii laboratorni teploté. Poté se odstranil supernatant a pfidalo se
k ¢asticim 50 ug prisluSnych protilatek a celkovy objem byl doplnén na 500 ul MES
pufrem. Imobilizace probihala pii 4 °C za otaceni pies noc. Poté byl imunosorbent

promyt 10 x PBS pufrem.

3.4.2 Vazba IgG na &astice potazené polyetylenglykolem s hydrazidovou funkéni
skupinou
Postup:

K125 mg NalOs bylo pfidano 250 npg pfislusnych protilatek v 250 pl
redestilované vody a nasledovala inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté za otdceni ve
tmé, pak byla reakce zastavena pfidanim 0,5 pl etylenglykolu a inkubace pokracovala
jest¢ 10 minut. 125 pg zoxidovanych protilditek bylo odsoleno pomoci

PD SpinTrap G-25 kolonek.
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Kolonka byla jemné promichéna, byl odstranén skladovaci roztok (centrifugace
1 minutu pii 800 g), 5 x byla ekvilibrovana 300 pl acetdtového pufru (centrifugace
1 minutu pii 800 g), na kolonku byl aplikovan roztok protildtek a kolonka byla
centrifugovana 2 minuty pti 800 g.

K 0,5 mg castic PGMA-PEG-NH-NH, pfipravenych podle kapitoly 3.2 bylo
pfidano 50 pg zoxidovanych (nebo zoxidovanych a odsolenych) protilatek a celkovy
objem byl doplnén na 500 pl acetatovym pufrem. Nésledovala inkubace pfes noc pfi
laboratorni teploté za otaceni. Druhy den byly Castice 5 x promyty acetdtovym pufrem,
pak néasledovala blokace 0,5 ml glyceraldehydu pro odstranéni nezreagovanych
funkénich skupin po dobu 1 hodiny za otaceni pfi laboratorni teploté¢ a nakonec byl

imunosorbent promyt 3 x acetatovym a 3 x PBS pufrem.

3.4.3 Vazba IgG na Castice potazené polyetylenglykolem s hydroxylovou funkéni
skupinou

Postup:

K 0,5 mg ¢astic PGMA-PEG-OH ptipravenych podle kapitoly 3.2 bylo ptidano
250 pl fosfatového pufru a 250 pl roztoku NalOy, pak probéhla inkubace 90 minut ve
tmé pfi laboratornich podminkach za otdCeni. Poté se ¢éstice 5 x promyly fosfatovym
pufrem, piidalo se k nim 50 ug ptislusnych protilatek a celkovy objem byl doplnén na
450 ul acetatovym pufrem (odebral se pavodni vzorek na elektroforézu). Castice byly
inkubovany 10 minut pfi laboratornich podminkéch za otacent.

Poté se k suspenzi imunosorbentu pfidalo 50 ul roztoku kyanoborohydridu
sodného (triacetoxyborohydridu sodného) a probé&hla inkubace ptes noc pii 4 °C za

otaceni. Druhy den se ¢astice promyly 10 x PBS pufrem.

3.5 Imunoprecipitace proteinu p53 z bunécného lyzatu
Chemikalie:
e kyselina trifluoroctova (C,HF30,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e azid sodny (NaN3) (Chemapol Limited, Londyn, UK)

e zakladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Roztoky:
e PBSpufrpH74
e 0,1 M fosfatovy pufr s 0,2 M NaCl
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e 0,1 M fosfatovy pufr s 1 M NaCl
e 0,1 M fosfatovy pufr

e 0,05% TFA

e 0,1 M azid sodny

3.5.1 Imunosorbenty bez povrchové modifikace
Imunosorbenty:
e Sera-Mag-COOH + anti-p53 DO-1 (monoklonalni)
e Sera-Mag-COOH + anti-p53 CM 1 (polyklonalni)
e Dynabeads-COOH + anti-p53 DO-1 (monoklonalni)
e Dynabeads-COOH + anti-p53 CM 1 (polyklonalni)

Lyzaty bunécnych linii:
e MDA MB-468 (obsahuje p53, pozitivni kontrola), (Dr. Vojtések, Masarykav
onkologicky ustav, Brno)
e HI1299 (negativni vzorek na p53, negativni kontrola), (Dr. Vojtések, Masarykiv

onkologicky ustav, Brno)

Postup:

Nejdiive bylo nafedéno 160 ul lyzatu 1840 pl redestilované vody a 1 mg
kazdého imunosorbentu pfipravené¢ho podle kapitoly 3.1 byl promyt 5 x 1,5 ml PBS
pufru a 2 x 1,5 ml redestilované vody. Pak k ¢asticim bylo pfidano 500 pl fedéného
bunécéného lyzatu a probéhla inkubace ptes noc (16 — 20 hodin) pii 4 °C za otaceni.
Druhy den byly ¢astice 10 x promyty 1,5 ml fosfatového pufru s 0,2 M NaCl, 5x 1,5 ml
fosfatového pufru s1 M NaCl a 5 x 1,5 ml fosfatového pufru. Nasledné¢ byla
3 X provedena eluce 200 ul TFA po 15 minutach za otaceni pii laboratorni teploté.
Eluéni frakce byly zkoncentrovany do sucha a pak rozpuStény v 15 pl redestilované
vody. Imunosorbenty byly 2 x promyty 1,5 ml TFA (regenerace), 5 x 1,5 ml PBS pufru

a bylo k nim piidano 10 pl konzervaé¢niho ¢inidla azidu sodného.

3.5.2 Imunosorbenty s povrchovou modifikaci polyetylenglykolem
Imunosorbenty:
e PGMA-COOH + amine-PEG-carboxyl + anti-p53 DO-1 (monoklonalni)
e PGMA-COOH + hydrazide-PEG-hydrazide + anti-p53 DO-1 (monoklonalni)
e PGMA-COOH + amine-PEG-hydroxyl + anti-p53 DO-1 (monoklonalni)
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Lyzaty bunécnych linit:
e HI1299 (negativni vzorek na p53, negativni kontrola), (Dr. Vojtések, Masaryktv
onkologicky ustav, Brno, CR)
e MCF 7 (obsahuje p53, pozitivni kontrola), (Dr. Vojtések, Masarykuv
onkologicky ustav, Brno, CR)

Redeént lyzatu:
o 140 pl lyzatu H1299 + 1610 pl redestilované vody
e 200 pl lyzatu MCF 7 + 1550 pl redestilované vody

Postup:

0,5 mg imunosorbentt pfipravenych podle navodu v kapitole 3.4 bylo promyto
5x 1,5 ml PBS pufru a 2 x 1,5 ml redestilované vody. Pak k ¢asticim bylo pfidano
250 pl fedéného bunécného lyzatu a probéhla inkubace pies noc (16 — 20 hodin) pii
4 °C za otaeni. Druhy den byly castice 10 x promyty 0,75 ml fosfatového pufru
s0,2 M NaCl, 5 x 0,75 ml fosfatového pufru s I M NaCl a 5 x 0,75 ml fosfatového
pufru. Nasledn¢ byla 3 x provedena eluce 200 pul TFA po 15 minutidch za otaceni pii
laboratorni teploté. Elu¢ni frakce byly zakoncentrovany do sucha a pak rozpustény
Vv 15 ul redestilované vody. Imunosorbenty byly 2 x promyty 0,75 ml TFA (regenerace),
5x 0,75 ml PBS pufru a bylo k nim pfidano 10 ul azidu sodného.

3.6  Pocitani rozet magnetickych ¢astic s buinkami
Chemikalie:
e hovézi sérovy albumin (BSA) (kat. ¢. A7906-100G, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

e zakladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)
Roztoky:
e PBS pufrpH=7,450,1% BSA

Imunosorbenty:
e PGMA-PEG-anti-EpCAM
e Dynabeads® Epitelial Enrich (Invitrogen Dynal AS, Oslo, N)
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Bunécné linie:
e MCF7 (ATCC, Rockville, Maryland, USA)
Buné¢na linie adenokarcinomu prsu ziskana od 69-leté zeny, EpCAM pozitivni.
e JURKAT (Fujisaki Cell Center, Okayama, J)
Bunécéna linie T bunck ziskand od 14-letého chlapce s akutni lymfoblastickou
leukémii, EpCAM negativni.
e SKBR3 (DSMZ, Braunschweig, D)
Buné¢na linie nadoru prsu ziskana od 43-leté Zeny, EpCAM pozitivni.
e A549 (GBF, Braunschweig, D)
Bunécéna linie nadoru plic ziskana od 58-letého muze, EpCAM pozitivni.
e Raji (Fujisaki Cell Center, Okayama, J)

Buné¢na linie ziskana od 12-letého chlapce s Burkittovym syndromem, EpCAM

negativni.
Postup:

Nejdiive bylo odpipetovano 15 pl origindlni suspenze castic Dynabeads
Epithelial Enrich (PK) obsahujici 0,5 mg ¢&astic a tfikrat byly promyty PBS pufrem
pH=7,4 s0,1% BSA. Stejné¢ bylo promyto i 0,5 mg pfipraveného imunosorbentu
PGMA-PEG-anti-EpCAM podle navodu v kapitole 3.4.2 s odsolenim protilatek. Pak
byl od imunosorbentti odtazen supernatant a byl k nim napipetovan 1 ml suspenze
ptislusnych bun¢k (pfipravila Mgr. Svobodova). Nasledné probéhla inkubace 30 minut
za otaceni pfi laboratorni teploté.

Pak byly imunosorbenty s navazanymi butikami pétkrat promyty 1 ml PBS pufru
pH = 7,4 s0,1% BSA. Nasledovalo pocitani rozet v Biirkerové komtrce ve velkych

¢tvercich.

3.7 Diskontinualni polyakrylamidova elektroforéza

s dodecylsulfatem sodnym
Chemikalie:
e akrylamid (C3HsNO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o N,N’-metylen-bis-akrylamid (C;H1oN.O,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e Tris-(hydroxymetyl)-aminometan (C4H;:NOs) (Penta, Praha, CR)
e dodecylsulfat sodny (SDS, C12H25Na0,S) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)
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persiran amonny ((NH4),S;0g) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)
N,N,N",N’-tetrametyletylendiamin  (TEMED, CgHigN,) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

glycerol (CsHgO3) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

bromfenolova modi (C19H1005Br4S) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

glycin (C,H,NO,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

molekulovy marker Precision Plus Protein™ Standards — nebarveny,

Mr 10 — 250 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Roztoky:

roztok A: 30% smés akrylamidu a N,N’-metylen-bis-akrylamidu: 11,68 g
akrylamidu a 0,32 g N,N’-metylen-bis-akrylamidu rozpustit ve 12 ml
destilované vody, nechat bobtnat a doplnit destilovanou vodou na 40 ml

roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8

roztok C: 1,0 M Tris-HCI pufr pH 6,8

roztok D: 10% roztok SDS

roztok E: 10% roztok persiranu amonného (pfipravit tésné pied pouzitim!)
roztok G: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 6,8 s4% SDS, 20% glycerolem a 0,2%
bromfenolovou modii

elektrodovy pufi: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin a 0,1% SDS, pH 8,3 - 8,6

Postup podle Laemmliho[81]:

Nejdiive byl pfipraven 10% délici gel a nasledné 5% zaostfovaci gel dle

tabulky 1.

Tabulka 1.: Priprava gelii pro SDS-PAGE

10% délici gel [ml] 5% zaostiovaci gel [ml]
destilovana voda 2,0 1,4

roztok A 1,65 0,33
roztok B 1,25 -

roztok C - 0,25
roztok D 0,05 0,02
roztok E 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002
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Ke vzorkim byl napipetovan roztok G v poméru 1:1, pak byly promichany
a povareny v topném hnizd¢ pti 100 °C po dobu 2 minut. Molekulovy marker byl také
povaren. Gely byly vlozeny do elektroforetické vany, zality elektrodovym pufrem a do
jamek byly napipetovany vzorky a molekulovy marker. Déleni probihalo pii napéti

180 V a proudu 30 mA na jeden gel po dobu 50 minut.

3.8 Barveni akrylamidovych geli dusicnanem stfibrnym

Chemikalie:
e glutaraldehyd (CsHgO2) — 50% vodny roztok (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e dusi¢nan stifbrny, p.a. (AgNO3) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

e zikladni chemikalie &istoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Roztoky:

e fixacni roztok: 5% kyselina octova a 50% etanol

e 10% glutaraldehyd (pfipravit pred pouzitim!)

e 20% dusicnan stiibrny

e 9 M hydroxid sodny

e vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova a 0,04% formaldehyd

e ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

e roztok amoniakalniho stribra: 20% roztok AgNOg; byl prikapavan do smési
21 ml destilované vody, 1,4 ml amoniaku a 239 ul 9 M NaOH, az do vzniku

zakalu, pak byl roztok doplnén destilovanou vodou na 100 ml

Postup podle Oakleye et al.[82]:

Po skonceni elektroforézy byl gel proplachnut destilovanou vodou a pfemistén
do fixa¢niho roztoku, ve kterém =zlstal ptes noc pfi 4 °C. Druhy den byl gel
rehydratovan 30 minut v destilované vod¢, poté inkubovan v 10% glutaraldehydu a pak
6 x 10 minut promyvan v destilované vodé€. Po promyti nasledovala inkubace 15 minut
V roztoku amoniakalniho stfibra a oplachnuti destilovanou vodou. Pak byl gel vyvolan

vyvolavacim roztokem a byl pfemistén do ustalovaciho roztoku.
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3.9 Stanoveni proteinii pomoci Micro BCA testu
Chemikalie:
e Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
e lidsky imunoglobulin G (hulgG), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e 2-(N-Morfolin-4-yl)etansulfonova kyselina (MES, CgH13NO,4S) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
o l-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDAC, CgH17N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
¢ N-hydroxysulfosukcinimid sodny (sulfo-NHS, C4;H4;NNaOgS) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

e zikladni chemikalie Gistoty p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Postup:
Nejdiive byl pripraven roztok IgG o koncentraci 2 mg/ml. Poté byla pfipravena

kalibra¢ni fada dle nésledujici tabulky:

Tabulka 2.: Priprava kalibracnich roztokii IgG

Oznaceni roztoku Voda Roztok 1gG Koncentrace

A 450 pul 50 ul zasobniho roztoku 200 pg/ml
B 800 ul 200 pl roztoku A 40 pg/ml
C 400 pl 400 pl roztoku B 20 pg/ml
D 400 pl 400 pl roztoku C 10 pg/ml
E 400 pl 400 pl roztoku D 5 pg/ml

F 400 pl 400 pl roztoku E 2,5 pg/ml
G 480 pl 320 pl roztoku F 1 pg/ml

H 400 pl 400 pl roztoku G 0,5 ng/ml

Dale byl pfipraven pracovni roztok smichanim reak¢nich cinidel A, B a C
v poméru 25:24:1. Pak se od vSech roztokii pro kalibraci, vzorkli a slepych vzorkl
odpipetovalo 150 ul do 0,5ml mikrozkumavek. Jako slepé vzorky byly vzdy pouzity
roztoky stejného sloZeni, pouze neobsahujici IgG, u castic byly jako slepé vzorky
pouzity ¢astice bez navazanych IgG, 0,1 mg nosice resuspendovana ve 150 ul PBS
pufru. Ke vzorkiim bylo pfidano 150 pl pracovniho roztoku a nasledovala inkubace po
dobu 2 hodin pti 37 °C za stalého otaceni. Poté se od zreagované smési odpipetovalo

200 pl do mikrotitracni desticky a zméfila se absorbance pii 570 nm.
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Tato préace je soucdsti projektu, jehoz cilem bylo vyvinout bioaktivni nosi¢ pro
mikroprutokové zafizeni pro izolaci cirkulujicich nadorovych bunék z plné krve
pacientd. Cilem teoretické casti bylo shrnout aktualni informace o cirkulujicich
nadorovych bunkach, jejich charakteristickych vlastnostech a vyznamu z pohledu
diagnostiky a také uvést piehled metod, které se pouzivaji ve vyzkumu a Vv klinické
praxi pro jejich izolaci.

Experimentalni ¢ast se vénovala pfipravé magnetického imunosorbentu pro
specifickou izolaci CTC s minimalni nespecifickou sorpci a porovnani piipraveného
imunosorbentu s komeréné dodavanym nosic¢em.

Prvni  ¢ast popisuje  povrchovou modifikaci magnetickych  &astic
polyetylenglykolem a nasledné porovnani uc€innosti vazby modelovych IgG na
magnetické ¢astice PGMA povrchové modifikovanych polyetylenglykolem s funkénimi
skupinami karboxylovymi, hydrazidovymi nebo hydroxylovymi.

Nasledujicim  krokem bylo porovnat uc¢innost vazby monoklonélnich
a polyklondlnich specifickych protilatek anti-p53 na magnetické castice Sera-Mag
a Dynabeads s karboxylovou funkéni skupinou.

Dal$im ukolem experimentalni ¢asti bylo porovnat miru nespecifické sorpce
pripravenych imunosorbentd s povrchovou upravou a bez povrchové upravy
polyetylenglykolem a schopnost téchto imunosorbentii izolovat protein p53 z lyzatd
riznych bungk.

Poslednim cilem experimentalni c¢asti bylo porovnat na§ pfipraveny
imunosorbent s navazanymi specifickymi protilaitkami proti molekule EpCAM
s komer¢éné dostupnym imunosorbentem Dynabeads® Epithelial Enrich pfi izolaci

bunék s riznou expresi povrchového antigenu EpCAM.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Nase prace spocivala v nasledujicich dil¢ich krocich. Nejprve jsme modifikovali
povrch magnetickych castic polyetylenglykolem (PEG) a pak jsme na né vazali
odpovidajici protilatky. Tyto protilatky jsme navazali i na nemodifikované castice,
abychom mohli porovnat specifickou a nespecifickou sorpci téchto nosi¢u pii izolaci
proteinu p53 z bunétného lyzatu. Dale jsme modifikovany nosi¢ s navazanymi

anti-EpCAM protilatkami pouzili k izolaci bunék imunomagnetickou separaci.

5.1 Povrchova modifikace magnetickych ¢astic polyetylenglykolem

Prvnim  ukolem  bylo navazat PEG na  magnetické  Céstice
Dynabeads-COOH a PGMA-COOH a ovéfit, ze skutecné doslo k vazbé. Proto jsme
pouzili k vazb& PEG s navazanym biotinem (Ve trojici) a jako slepé vzorky jsme pouzili
PEG bez biotinu a roztok bez pridani PEGu. Vazbu PEG jsme provadéli podle kapitoly
¢. 3.2.

Pro stanoveni navazaného PEG jsme vyuZili biospecifické vazby streptavidinu
konjugovaného s kienovou peroxidazou a biotinu, jez byl soucasti PEGu. Postupovali
jsme podle kapitoly ¢. 3.3. Vysledky ucinnosti vazby PEG na magnetické ¢astice jsou
uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka 3.: Vysledky vazby PEG na magnetické castice.

1. opakovani 2. opakovani
o Neg. k. Neg. k. . Neg. k. Neg. k.
castice (zguzn:lenﬂ)‘“* (PEG) A | (castice) A (Zguznr‘]e;])‘“* (PEG) A | (g4stice) A
(492 nm) | (492 nm) (492 nm) (492 nm)
Dynabeads 0,825 0,165 0,162 0,905 0,115 0,105
PGMA 0,874 0,285 0,338 0,869 0,249 0,296

* hodnoty vypoctené ze tfi nezavislych méfeni

Nameétené hodnoty potvrdily, ze PEG byl GspéSné navazan na magnetické
astice Dynabeads-COOH a PGMA-COOH. Castice PGMA-COOH modifikované
PEGem byly pouzity na dalsi experimenty. Absolutni mnozstvi PEGu navazaného na
povrch ¢astic nebylo stanovovano. Pfitomnost kovalentné¢ navazaného PEGu na

povrchu ¢astic byla opakované potvrzena.
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5.2 Testovani riznych zpisobi vazby 1gG na ¢astice povrchové

modifikované polyetylenglykolem

Dalsim ukolem bylo porovnat Uc¢innost riznych metod kovalentni vazby
modelovych IgG pomoci funkénich skupin karboxylovych, hydrazidovych nebo
hydroxylovych pfitomnych na casticich. Pro tento ukol jsme si pfipravili dostatecné
mnozstvi ¢astic PGMA-COOH s vazanym PEGem s piislusnou funkéni skupinou podle
postupu Vv kapitole ¢. 3.2. Konkrétné jsme pro povrchovou modifikaci ¢astic pouzili
PEGy o molekulové hmotnosti 3400 kDa s koncovou funkéni skupinou karboxylovou,
hydrazidovou nebo hydroxylovou. Podle typu terminalni funk¢ni skupiny na konci
molekul PEGu jsme navrhli zplsob kovalentni vazby ligandu (nespecifické lidské 1gG).
Reakéni podminky byly nastaveny tak, ze se k 0,5 mg PEG c¢astic pridavalo 50 pg IgG
a vysledné smés byla doplnéna na 0,5 ml reak¢niho objemu.

Pti vazbé 1gG pomoci karboxylové skupiny jsme porovnavali jednokrokovou
a dvoukrokovou metodu vazby s pouzitim EDAC nebo s pouzitim EDAC a sulfo-NHS.
Pti vazbé IgG pres hydrazidovou skupinu jsme porovnavali ucinnost vazby
neodsolenych a odsolenych protilatek IgG po oxidaci (odstranéni NalOy4) a pii vazbé
protilatek IgG pies hydroxylovou skupinu jsme porovnévali G¢innost vazby pii pouZiti
kyanoborohydridu sodného nebo triacetoxyborohydridu sodného pro stabilizaci vazby.
Postupovali jsme podle navodu v kapitole ¢. 3.4. Celkem jsme provedli imobilizaci IgG
na modifikované ¢astice tfemi typy PEGuU tiikrat.

Stanoveni ucinnosti vazby na povrchové modifikované ¢astice jsme provedli
nepfimo porovnanim mnozstvi IgG v plivodnim vzorku, ve vazebné frakci
a v promyvacich frakcich pomoci metody SDS-PAGE popsané v kapitole ¢. 3.7. Gely
jsme barvili dusiénanem stfibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8 a vyhodnocovali
pomoci softwaru ImageJ. Ukazka gelu je na obrazku ¢. 20 a ptiklad denzitometrického
vyhodnoceni gelu je na obrazku ¢. 21. Zaznamy vSech gelli jsou uvedeny v piilohach
¢. P1-PI12. Vsechny vysledky po denzitometrickém vyhodnoceni byly shrnuty formou

tabulky ¢. 4 — 11, kde je uvedena Géinnost vazby IgG na ¢astice v %.
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Obrazek 20.: SDS-PAGE roztoku ligandu (IgG) pred a po vazbé molekul IgG na nosic
S hydroxylovou funkcni skupinou (1. opakovani).

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: Metoda se stabilizaci kyanoborohydridem sodnym
(vlevo) a se stabilizaci triacetoxyborohydridem sodnym (vpravo); PV — ptivodni vzorek, VF — vazebna

frakce, P1 — prvni promyvaci frakce, M — molekulovy marker, Zas. — zasobni roztok IgG, Ox. — 1gG po
oxidaci, Ods. — IgG po odsoleni.

Obrazek 21.: Denzitometrické vyhodnoceni dvoukrokové metody vazby IgG pres
karboxylovou funkcni skupinu s pouzitim EDAC a sulfo-NHS piivodniho vzorku
(nahore) a vazebné frakce (dole).
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Vysledky ucinnosti vazby vyjadiené v procentech byly odecteny z plochy pikt

pfislusnych molekul pfed a po vazbé na nosi¢. Zrozdilu v uc¢innosti vazeb bylo

stanoveno 1 pfiblizné mnozstvi IgG vyvazaného na nosic.

Tabulka 4.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres karboxylovou skupinu
jednokrokovou metodou s pouzitim EDAC

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku IgG piku celku IgG piku celku | 19G
PV | 9250 100 30055 100 27335 | 100
VF | 2983 32 10029 33 13796 50
68 67 50
P1 0 0 0 0 0 0
P2 0 0 0 0 0 0

Tabulka 5.:  Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres karboxylovou skupinu
jednokrokovou metodou s pouzitim EDAC a sulfo-NHS

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku [o[€] piku celku [o[€] piku celku | 19G
PV | 24143 100 13770 100 83964 | 100
VF 0 0 0 0 0 0
100 100 100
P1 0 0 0 0 0 0
P2 0 0 0 0 0 0
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Tabulka 6.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres karboxylovou skupinu
dvoukrokovou metodou s pouzitim EDAC

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha | %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku IgG piku celku IgG piku celku | 19G
PV | 9905 100 30314 | 100 46862 100
VF | 3732 38 16249 54 35714 | 76,2
37 8 ND
P1 | 2012 20 9812 32 10176 | 21,7
P2 516 5 1747 6 2429 5,2

ND - nedetekovano

Tabulka 7.:  Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres karboxylovou skupinu
dvoukrokovou metodou s pouzitim EDAC a sulfo-NHS

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku [o[€] piku | celku [o[€] piku celku | 19G
PV | 25565 100 31275 100 47305 | 100
VF | 12705 50 13697 44 2797 6
30 21 78
P1 | 4808 19 10686 34 6556 14
P2 364 1 464 2 1246 3

Tabulka 8.: Denzitometrické vyhodnoceni uicinnosti vazby pres hydrazidovou skupinu
bez odsolenim zoxidovanych protildtek.

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku [o[€] piku celku [o[€] piku celku | 19G
PV | 14408 100 35863 | 100 27979 | 100
VF 0 0 0 0 0 0
100 100 100
P1 0 0 0 0 0 0
P2 0 0 0 0 0 0
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Tabulka 9.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres hydrazidovou skupinu
S odsolenim zoxidovanych protilatek.

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha | %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku IgG piku celku IgG piku celku | 19G
PV | 18783 100 19930 100 16633 | 100
VF 0 0 0 0 0 0
100 100 100
P1 0 0 0 0 0 0
P2 0 0 0 0 0 0

Tabulka 10.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby pres hydroxylovou skupinu
se stabilizact kyanoborohydridem sodnym.

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku [o[€] piku | celku [o[€] piku celku | 19G
PV | 17344 100 30030 100 24264 | 100
VF | 2044 12 8775 29,2 13214 55
88 71 23
P1 0 0 0 0 4184 17
P2 - - 0 0 1241 5

Tabulka 11.: Denzitometrické vyhodnoceni uicinnosti vazby pres hydroxylovou skupinu
se stabilizaci triacetoxyborohydridem sodnym.

1. opakovani 2. opakovani 3. opakovani
plocha % z %nav. | plocha| %z | %nav. | plocha | %z | % nav.
piku celku [o[€] piku | celku 1gG piku celku | 19G
PV | 28907 100 37481 100 38262 100
VF 0 0 0 0 6029 16
87 86 60
P1 | 3789 13 2795 8 6379 17
P2 - - 2619 7 2892 8

Na zaklad¢ dosazenych vysledkl, tj. mnoZzstvi IgG navdzanych na 0,5 mg

modifikovanych ¢astic PGMA, byl sestaven graf ¢. 1, kde jsme porovnavali G¢innost
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vazby molekul 1gG podle zpisobu vazby a typu funkéni skupiny, na kterou vazba

probihala.
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PGMAPEG-COOH (20
PGMA-PEGACOOH D)
P3MAPEGOH van.)
PEMARPEG-OH (friac.)

PGMAPE G-NHNH _(ods.)
PGMAPEG-MHNH _(neods.)

Graf 1.: Porovndni ucinnosti ruznych metod vazby 19G na 0,5 mg povrchove
modifikovanych castic polyetylenglykolem s karboxylovymi, hydrazidovymi nebo
hydroxylovymi terminalnimi skupinami.

(A) jednokrokové s EDAC a sulfo-NHS; (B) jednokrokové s EDAC; (C) dvoukrokové s EDAC

a sulfo-NHS; (D) dvoukrokové s EDAC; (0ds.) s odsolenim protilatek; (neods.) bez odsoleni protilatek;
(kyan.) se stabilizaci kyanoborohydridem sodnym; (triac.) se stabilizaci triacetoxyborohydridem sodnym

Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze nejucinnéjs$i metoda vazby IgG na povrchové
modifikované ¢astice polyetylenglykolem pies karboxylovou skupinu je jednokrokova
metoda s pouzitim EDAC a sulfo-NHS, kde se navazalo vzdy maximalni mozné
mnozstvi IgG, tj. 50 pg 1gG na 0,5 mg nosice. Pres hydrazidovou skupinu se také
navazalo vzdy 50 pg imobilizovanych IgG a pii vazbé pies hydroxylovou skupinu je
ucinn€j§i pouzit jako stabiliza¢ni Cinidlo triacetoxyborohydrid sodny, na ktery se
navazalo v pruméru 40 pg. Nejméné IgG se navézalo pii pouziti dvoukrokové metody

vazby ptes karboxylovou skupinu za pouziti EDAC, priimérné pouze 20 ug.
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5.3 Optimalizace vazby IgG na castice sriznym mnoZstvim
polyetylenglykolu

Dalsim ukolem bylo ovéfit, jestli mnozstvi pouzitého PEGuU pii povrchové
modifikaci bude mit vliv na mnozstvi nasledné vazanych 1gG.

Pro optimalizaci jsme si vybrali jeden typ PEGu s hydrazidovymi funkénimi
skupinami. Mnozstvi PEGU jsme zvolili tak, aby pomér funkénich skupin ¢astic a PEGu
byl nasledujici: 1:1, 1:2,5 a 1:5. Postupovali jsme podle navodu v kapitole ¢. 3.2.
Nasledné jsme na piipraveny nosi¢ vazali modelové protilatky podle postupu v kapitole
¢. 3.4.2 s krokem odsoleni protilatek. Ve se provadélo ve dvojicich.

Stanoveni mnoZzstvi navazanych IgG na povrchové modifikované astice jsme
provedli nepfimo porovnanim mnozstvi IgG v pivodnim vzorku, vazebné frakci
a promyvacich frakcich pomoci metody SDS-PAGE popsané v kapitole ¢. 3.7. Gely
jsme obarvili dusi¢nanem stiibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8 a vyhodnocovali

pomoci softwaru ImageJ. Jednotlivé gely jsou na obrazcich ¢. 22-24.

PV | VF |P1| P2 |M|PV |VF|P1| P2 -
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Obrazek 22.: SDS-PAGE roztokii ligandu (IgG) pred a po vazbé molekul IgG na nosi¢
S hydrazidovou  funkcéni  skupinou, s pomérem  funkcnich  skupin  castic
aPEGu 1:1.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stifbrného. Popis gelu: Prvni provedeni (vlevo) a druhé provedeni (vpravo);

PV — pivodni vzorek, VF — vazebna frakce, P1 — prvni promyvaci frakce, P2 — druha promyvaci frakce,
M — molekulovy marker.
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Obrazek 23.: SDS-PAGE roztokii ligandu (IgG) pred a po vazbé molekul IgG na nosi¢
S hydrazidovou  funkéni  skupinou, s pomérem  funkcnich  skupin  castic

a PEGu 1:2,5.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pfi separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu sttibrného. Popis gelu: Prvni provedeni (vlevo) a druhé provedeni (vpravo); PV

— ptvodni vzorek, VF — vazebna frakce, P1 — prvni promyvaci frakce, P2 — druhd promyvaci frakce, M —
molekulovy marker.

PV|VF|PL| P2 |[M|PV|VF|P1| P2 | -
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Obrazek 24.: SDS-PAGE roztokii ligandu (IgG) pred a po vazbé molekul IgG na nosic¢
S hydrazidovou  funkcéni  skupinou, s pomerem  funkcnich  skupin  cdastic
aPEGu 1:5.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pii separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni

20% roztokem dusi¢nanu st¥ibrného. Popis gelu: Prvni provedeni (vlevo) a druhé provedeni (vpravo); PV

— puvodni vzorek, VF — vazebnd frakce, P1 — prvni promyvaci frakce, P2 — druhd promyvaci frakce,
M — molekulovy marker.

64



Vysledky ucinnosti vazby vyjadiené v procentech byly odecteny z ploch piki

ptislusnych protilatek a jsou uvedeny v tabulce ¢. 12 — 14.

Tabulkal2.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby modelovych IgG na castice,
na kterée byl vazan PEG s pomérem funkcnich skupin castic a PEGU 1:1.

plocha %z % nav. plocha % 7 celku % nav.
piku celku IgG piku IgG
PV | 24893 100 25697 100
VF 0 0 0 0
100 100
P1 0 0 0 0
P2 0 0 0 0

Tabulka 13.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby modelovych IgG na castice,
na které byl vazan PEG s pomérem funkcnich skupin cdstic a PEGU 1:2,5.

plocha % z % nav. plocha % 7 celku % nav.
piku celku IgG piku 0 1gG
PV 21686 100 28263 100
VF 0 0 0 0
100 100
P1 0 0 0 0
P2 0 0 0 0

Tabulka 14.: Denzitometrické vyhodnoceni ucinnosti vazby modelovych IgG na castice,
na které byl vazan PEG s pomérem funkcnich skupin castic a PEGU 1:5.

plocha %z % nav. plocha % 7 celku % nav.
piku celku [o[€] piku [o]€]
PV | 16052 100 15065 100
VF 0 0 0 0
100 100
P1 0 0 0 0
P2 0 0 0 0
Z naméfenych vysledkli je patrné, ze mnoZstvi navazaného PEGU na

magnetickych ¢asticich viibec neovliviiuje ucinnost vazby pridanych 1gG na castice.
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5.4 Porovnani ucinnosti vazby specifickych protilatek anti-p53 na

r o wr

magnetické ¢astice Sera-Mag a Dynabeads

Scilem ovétit, zda protilatky kovalentné navézané na nosi¢ si zachovavaji
vazebnou specifitu a afinitu, byl pro nasledujici pokusy vybran biospecificky par
protein p53 a anti-p53 I1gG. Nasim ukolem bylo navazat monoklonalni nebo
polyklonalni specifické protilatky proti proteinu p53 na magnetické Castice Sera-Mag
a Dynabeads a porovnat G¢innost vazby. Postupovali jsme podle kapitoly ¢. 3.1.

Stanoveni u¢innosti vazby monoklonalnich protilatek anti-p53 IgG jsme ovéfili
metodou SDS-PAGE podle postupu v kapitole ¢. 3.7. Do kazdé jamky bylo davkovano
15 pl vysledné smési ptislusného vzorku a roztoku G v poméru 1:1. Gely jsme nésledné
obarvili dusi¢nanem stiibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8. Obarveny gel je na
obrazku ¢. 25.
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Obrazek 25.. SDS-PAGE puvodnich vzorku IgG, vazebnych a promyvacich frakci po
imobilizaci monoklonadlnich protilatek na magnetické Ccastice Sera-Mag-COOH a
Dynabeads-COOH.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pii separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: 1. neobsazena pozice; 2. Spy — Sera-Mag - puvodni
vzorek; 3. Syr — Sera-Mag - vazebna frakce; 4. Sp; — Sera-Mag - 1 promyvaci frakce; 5. Sp, — Sera-Mag -
druha promyvaci frakce; 6. M — marker; 7. Dpy — Dynabeads - puvodni vzorek; 8. Dyr — Dynabeads -
vazebna frakce; 9. Dp; — Dynabeads — 1 promyvaci frakce; 10. Dp, — Dynabeads - druha promyvaci
frakce.
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Mnozstvi navazané¢ho IgG jsme vyhodnotili denzitometricky pomoci softwaru
Imagel. Urcili jsme plochy pikil IgG v jednotlivych frakcich a odectenim nenavéazanych
IgG ve vazebné frakci a promyvacich frakcich od IgG v ptivodnim vzorku jsme urcili

procento navazanych protilatek. Data jsou uvedena v tabulce €. 15.

Tabulka 15.:  Denzitometrické vyhodnoceni separovanych roztokii ziskanych pri
imobilizaci  monoklonalnich IgG  na Ccastice Sera-Mag-COOH
a Dynabeads-COOH.
Sera-Ma Plocha IgG ve [ Navazané | Dynabe | Plocha IgG ve | Navazané
g piku frakci [%] | 19G [%] ads piku frakci [%] | 19G [%]
PV 35210 100 PV 43608 100
VF 254 1 VF 574 1
99 99
Pl 46 0 P1 0 0
P2 0 0 P2 0 0

Dalsi metoda pro stanoveni ucinnosti vazby byl BCA test. Byl pfipraven zasobni
roztok 2 pg/ml a z n¢ho byla pripravena kalibra¢ni fada o koncentracich IgG 200, 40,
20, 10, 5, 2,5, 1, 0,5 pg/ml. Pro stanoveni jsme pouzili 150 ul vzorku, ke kterému jsme
pridali 150 pl pracovniho roztoku. Celkovy objem reakéni smési byl 300 pl a pro
fotometrické stanoveni jsme odpipetovali do mikrotitra¢ni desticky 200 pl. Postupovali
jsme podle navodu v kapitole ¢. 3.9.

Nejdiive jsme si z hodnot kalibra¢ni fady sestavili graf a stanovily rovnici
regrese, kde je koncentrace udana v pg 19G/150 pl roztoku:

A =0,108 - C(ug 1g6/150 i roztokuy + 0,0048

Maximalni hodnota R? pro tuto zavislost byla stanovena na 0,9975. Ve vsech
stanovenich IgG jsme pouzivali tuto rovnici a dosazenim pfisluSnych absorbanci jsme
vypocetli koncentraci IgG.

Pokusili jsme se stanovit mnoZzstvi navazanych IgG v pivodnich vzorcich,

vazebnych frakcich a promyvacich frakcich, vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 16.
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Tabulka 16.: Vysledky nepiimého stanoveni navizanych protilatek anti-p53 pomoci

BCA testu.
A A (570 nm) A A (570 nm)
Dvnabeads A (570 nm) — — bez Sera- A (570 nm) — bez
y (570 nm) slepy slepého Mag | (570 nm) | —slepy slepého
vzorek vzorku vzorek vzorku
PV 0,783 0,865 ND PV 0,719 0,865 ND
VF 2,983 3,013 ND VF 2,983 3,013 ND
P1 0,341 0,112 ND P1 0,336 0,112 ND
P2 0,120 0,112 ND P2 0,121 0,112 ND
P3 0,106 0,112 ND P3 0,122 0,112 ND
P4 0,112 0,112 ND P4 0,108 0,112 ND
P5 0,105 0,112 ND P5 0,122 0,112 ND

ND — nelze stanovit

Z vysoké absorbance slepych vzorku je ziejmé, ze dochazi k interferenci
s ¢inidly pouzivanych pfi vazbé protilatek, a proto timto zplisobem nemizeme validné
stanovit mnozstvi IgG v jednotlivych frakcich.

Pokusili jsme se stanovit mnozstvi navazanych IgG také pfimo na casticich
stejnou metodou. Postupovali jsme podle navodu Vv kapitole ¢. 3.9. Test byl provadén
pomoci alikvotd 100 pg nosice, které byly resuspendovany ve 150 ul PBS pufru a k nim
bylo poté piidano 150 ul pracovniho roztoku, celkovy objem roztoku byl 300 ul. Z této
reak¢éni smési bylo vzato 200 pl do jamky pro zméfeni absorbance pii vinové délce
570 nm. Vysledky stanoveni ucinnosti vazby IgG na casticich BCA testem jsou

uvedeny v tabulce ¢. 17.

Tabulka 17.: Vysledky primého stanoveni navdazanych protilatek anti-p53 1gG testem

BCA.
A (570 nm) —
Castice A A (5?0 nm) - bez slepého He IgG/'ZVIOOug ug IgG/mg nosice
(570 nm) | slepy vzorek nosice
vzorku
Sera-Mag 0,812 0,206 0,606 5,6 56
Dynabeads | 0,778 0,098 0,680 6,3 63
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Stanoveni u¢innosti vazby polyklonalnich protilatek IgG anti-p53 metodou
SDS-PAGE jsme provedli podle postupu v kapitole ¢. 3.7. Do kazdé jamky bylo
davkovano 15 pl vysledné smési ptislusného vzorku a roztoku G v poméru 1:1. Gel
jsme nasledné obarvili dusi¢nanem stéibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8. Obarveny
gel je na obrazku €. 26.

Mnozstvi navazan¢ho IgG jsme vyhodnotili denzitometricky pomoci softwaru
Imagel. Urcili jsme plochy pikil IgG v jednotlivych frakcich a odectenim nenavéazanych
IgG ve vazebné frakci a promyvacich frakcich od IgG v puvodnim vzorku jsme urcili

procento navazanych protilatek, vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 18.

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Spv | Svr | Sp1 | Sp2 M | Dpy | Dvr | Dp:1 | Dp -

— = ‘1 (kDa)
e Q -~ 150
S 100
P 75

Obrazek 26.: SDS-PAGE puvodnich vzorku IgG, vazebnych a promyvaczch frakcich po
imobilizaci polyklonalnich protilatek na magnetické Cdstice
Sera-Mag-COOH a Dynabeads-COOH.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: 1. Spy — Sera-Mag - pivodni vzorek; 2. Syr — Sera-Mag
- vazebna frakce; 3. Sp; — Sera-Mag - 1 promyvaci frakce; 4. Sp, — Sera-Mag - druha promyvaci frakce;
5. M — marker; 6. Dpy — Dynabeads - pivodni vzorek; 7. Dyr — Dynabeads - vazebna frakce;
8. Dp; — Dynabeads - 1 promyvaci frakce; 9. Dp, — Dynabeads - druha promyvaci frakce.

Tabulka 18.: Denzitometrické vyhodnoceni separovanych roztokii ziskanych pri
imobilizaci  polyklondlnich  IgG  na castice  Sera-Mag-COOH
a Dynabeads-COOH.

Sera-Ma Plocha IgG ve | Navazané Dvnabeads Plocha | % IgG z | Navazané
91 pika | frakei[%] | 19G [%] | =Y piku | celku | 1gG [%]
PV 44492 100 PV 60641 100
VF 982 2 VF 19501 21
98 79
P1 0 0 P1 0 0
P2 0 0 P2 0 0

Stanoveni ucinnosti vazby polyklonalnich protilatek anti-p53 jsme provedli

1%

pomoci testu Micro BCA podle postupu v kapitole ¢. 3.9 stejnym zpusobem jako
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stanoveni G¢innosti vazby monoklonalnich protilatek. Vysledky jsou uvedeny v tabulce

¢. 19.

Tabulka 19.: Vysledky primého stanoveni navazanych polyklondlnich protilatek

anti-p53 IgG testem BCA.

Castice A A (570 nm)— [A (570 nm) —bez| ugIgG/ 100ug ug IgG/mg
(570 nm) | slepy vzorek | slepého vzorku nosice nosice
Sera-Mag 0,852 0,206 0,646 5,9 59
Dynabeads 0,592 0,098 0,494 45 45

Dale jsme provedli porovnani t¢innosti vazby monoklonalnich a polyklonalnich

protilatek na magnetické Castice Sera-Mag a Dynabeads. Vysledky jsou znazornény

v grafu ¢. 2.

mnozstvi IgG [ug]

100
90 —
80 —
70 —
60 —
50
20-
30 —
20 —

10 H

[ SDS-PAGE
[CIBCA

Sera-Mag Dynabeads
monokl. IgG  monokl. IgG

Sera-Mag
polykl. 1IgG

Dynabeads
polykl. IgG

Graf 2.: Porovnani ucinnosti vazby monoklonalnich a polyklondlnich IgG na 1 mg

magnetickych castic Sera-Mag a Dynabeads,

a SDS-PAGE.

hodnoceno pomoci metod BCA

Z grafu vyplyva, ze polyklonalni protilatky se na Castice Dynabeads navézali

pouze ze tii Ctvrtin, coz potvrzuje jak SDS-PAGE, tak i piimé stanoveni IgG na
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¢asticich pomoci Micro BCA testu. V ostatnich piipadech doslo k navazani témér vSech
protilatek. Z grafu je také patrné, ze pfi stanovovani mnozstvi IgG na magnetickych
¢asticich ma Micro BCA test niz$i odezvu, nez bychom ocekavali. Vzhledem ke
zkusenostem z predchézejiciho vyzkumu provadéného v laboratofi imunochemie, jsme
vysledky stanovené pomoci SDS-PAGE pouzili k dalsSimu hodnoceni a vysledky

ziskané z testu BCA vzhledem k moznym interferencim pouze jako orientacni.

5.5 Vazba specifickych protilatek anti-p53 na magnetické castice
PGMA modifikované polyetylenglykolem

Dale jsme si ptipravili imunosorbent pro izolaci proteinu p53 z bunééného
lyzatu. Nejprve jsme modifikovali c¢astice PGMA-COOH PEG s karboxylovou,
hydrazidovou nebo hydroxylovou terminalni funkéni skupinou. Postupovali jsme podle
navodu v kapitole ¢. 3.2. Potom jsme navazali na modifikované Céstice protilatky
anti-p53 metodami, které nam vySly jako nejiéinnéj$i v kapitole ¢&. 5.2. Pies
karboxylovou skupinu jsme provedli vazbu protilatek anti-p53 podle navodu v kapitole
¢. 3.4.1 jednokrokovou metodou s pouzitim sulfo-NHS a EDAC. Pii vazani IgG pies
hydrazidovou funk¢ni skupinu jsme postupovali podle kapitoly ¢. 3.4.2 a provedli jsme
odsoleni zoxidovanych protilatek anti-p53. Ptes hydroxylovou skupinu jsme vazali IgG
podle kapitoly ¢. 3.4.3 a jako stabilizani ¢inidlo jsme pozili triacetoxyborohydrid

sodny. MnoZstvi navazanych protilatek na nosicich jsme si jiz neovétovali.

5.6 lzolace proteinu p53 z bunééného lyzatu

Dal8im ukolem nasi prace bylo porovnat nosice bez povrchové Upravy s nosici
s povrchovou tpravou polyetylenglykolem a ovéfit, Ze pripravené imunosorbenty jsou
schopné specifické izolace. K tomuto Gcéelu jsme pouzili biospecificky par protein p53

a protilatky anti-p53.

5.6.1 lzolace proteinu p53 z lyzatu imunosorbentem bez povrchové upravy

Pti izolaci proteinu p53 imunosorbentem bez povrchové Upravy jsme pracovali
S nosi¢i pripravenymi a charakterizovanymi Vv kapitole ¢. 5.4. lzolaci proteinu jsme
provedli podle navodu v kapitole ¢. 3.5.1. Vyhodnoceni ucinnosti izolace proteinu p53

jsme provadéli pomoci metody SDS-PAGE popsané v kapitole ¢. 3.7 a gely jsme

nasledné obarvili dusi¢nanem stfibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8.
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Pro orientaci uvadime tabulku ¢. 20, ve které jsou uvedeny jednotlivé izoformy

proteinu p53.

Tabulka 20.: Prehled izoforem proteinu p53predpokladanych v bunécném lyzatu.

Izoforma Mr Oznaceni
1 43,653 p53alfa
2 37,826 p53beta
3 38,501 p53gama
4 39,320 Del40-p53alfa
5 33,493 Del40-p53beta
6 34,168 Del40-p53gama
7 29,553 Del133-p53alfa
8 23,726 Del133-p53beta
9 24,401 Del133-p53gama

Nejdiive jsme pouzili nosi¢e K izolaci proteinu p53 z lyzatu MDA MB-468, coz
je lyzat obsahujici znacné mnozstvi proteinu p53, abychom si ovéfili, Ze se protein p53

vaze na protilatky imunosorbentd. Vysledky jsou uvedeny na obrazku ¢. 27 — 28.

1. 2. 3 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10.
R (kDa)
- ' 250
E 150
= 100
== 75
3 - 50
@
P 25

Obrazek 27.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzatu MDA MB-468 casticemi
Sera-Mag (vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi monoklonalnimi
protilatkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stéibrného. Popis gelu: 1. — ptvodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druhd promyvaci frakce, 5. — teti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. — prvni elucni frakce, 8. — druha elu¢ni frakce, 9. — tfeti elucni frakce, 10. — prazdna pozice. Izolovany
protein p53 je oznacen rameckem.
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Obrazek 28.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzdatu MDA MB-468 Ccasticemi

Sera-Mag (vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi polyklondlnimi protilatkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pfi separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — ptivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druhd promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. —prvni eluéni frakce, 8. — druha elu¢ni frakce, 9. — tfeti elucni frakce. Izolovany protein p53 je oznacen
rameckem.

Poté jsme se stejnymi imunosorbenty provedli izolaci proteinu p53 z lyzatu
bunck H1299, ktery neobsahoval zadny protein p53. Toto jsme provedli proto, abychom
mohli posoudit miru nespecifické sorpce. Vysledné gely jsou na obrazcich ¢. 29 — 30, je

na nich jasné patrna velka mira nespecifické sorpce nespecificky vazanych proteind.
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Obrazek 29.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 z lyzatu HI1299 casticemi Sera-Mag

(vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi monoklondlnimi protilatkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pavodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tieti promyvaci frakce, 6. — promyvaci frakce s 1M
NaCl, 7. — molekulovy marker, 8. — prvni elu¢ni frakce, 9. — druha eluéni frakce, 10. — tfeti elu¢ni frakce.
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Obrazek 30.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 z lyzatu HI1299 casticemi Sera-Mag

(vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi polyklondlnimi protildatkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pfi separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pvodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — promyvaci frakce s 1M
NaCl, 7. — molekulovy marker, 8. — prvni elu¢ni frakce, 9. — druha eluéni frakce, 10. — tfeti eluéni frakce.

Dale jsme provedli znovu izolaci proteinu p53 z lyzatu MDA MB-468, abychom
si ovefili, jestli nase imunosorbenty ztraci schopnost specifické izolace pii opakovaném

pouziti. Gely jsou na obrézcich ¢. 31 a 32.
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Obrazek 31.: SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzatu MDA MB-468 Ccdsticemi
Sera-Mag (vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi monoklondalnimi
protilatkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: 1. — pivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tieti promyvaci frakce, 6. — promyvaci frakce s 1M
NaCl, 7. — molekulovy marker, 8. — prvni elu¢ni frakce, 9. — druha elu¢ni frakce, 10. — tieti elu¢ni frakce.
Izolovany protein p53 je oznacen rameckem.
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Obrazek 32.: SDS-PAGE izolace proteinu p53 z lyzatu MDA MB-468 cdsticemi

Sera-Mag (vlevo) a Dynabeads (vpravo) s imobilizovanymi polyklondlnimi protildtkami.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pfi separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — promyvaci frakce s 1M
NaCl, 7. — molekulovy marker, 8. — prvni eluéni frakce, 9. — druha elu¢ni frakce, 10. — tieti elu¢ni frakce.
1zolovany protein p53 je oznacen rameckem.

Z obarvenych gelu je patrné, Ze nemodifikované imunosorbenty ucinné izoluji
protein p53 z bunéénych lyzati, a to i pti opakovaném pouziti. Mira nespecifické sorpce

je vsak vysoka.

5.6.2 lzolace proteinu p53 z lyzatu imunosorbentem povrchové modifikovanym
polyetylenglykolem

Izolaci proteinu p53 jsme provedli podle navodu v kapitole ¢. 3.5.2.
Vyhodnoceni miry nespecifické sorpce a izolace proteinu p53 jsme provadéli pomoci
metody SDS-PAGE popsané v kapitole ¢. 3.7 a gely jsme nasledné obarvili dusi¢nanem
stiibrnym podle postupu v kapitole ¢. 3.8.

Stejné nosi¢e jsme pouzili pro izolace proteinu p53 zlyzatu MCF7, ktery
obsahuje protein p53. Timto jsme si chtéli ovéfit, ze pfipravené imunosorbenty
specificky vazou protein p53. Vysledné gely jsou na obrazcich ¢. 33 — 35, je na nich

vidét izolovany protein p53 a mirné nespecifickd sorpce ostatnich proteini.
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Obrazek 33.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzdatu MCF7  casticemi

PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklonalnich protildtek pres karboxylovou skupinu.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: 1. — puvodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. —prvni eluéni frakce, 8. — druha elu¢ni frakce, 9. — tfeti elucni frakce. Izolovany protein p53 je oznacen
rameckem.
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Obrdazek 34.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzatu MCF7  casticemi

PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklondlnich protilatek pres hydrazidovou skupinu.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pii separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pGvodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. —prvni elucni frakce, 8. — druha elucni frakce, 9. — tfeti elucni frakce. Izolovany protein p53 je oznacen
rameckem.
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Obrazek 35.: SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzatu MCF7  casticemi

PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklonalnich protildtek pres hydroxylovou skupinu.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stfibrného. Popis gelu: 1. — pivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tieti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker, 7. —
prvni eluéni frakce, 8. — druhd eluéni frakce, 9. — tfeti eluéni frakce. Izolovany protein p53 je oznacen
rameckem.

Pro ovéfeni negativni sorpce jsme pouzili lyzat H1299, ktery neobsahoval

protein p53. Vysledek tohoto ovéfeni je zndzornén na obrazcich ¢. 36 — 38.

77



(kDa)

250
150
100

g 75
-— 50
-
-

37

25

Obrdzek 36.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzdtu HI299 Ccdasticemi

PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklonalnich protildtek pres karboxylovou skupinu.
Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pii separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni

20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni

promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tfeti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker, 7. —
prvni eluéni frakce, 8. — druhda eluéni frakce, 9. — tfeti eluéni frakce.
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Obrazek 37.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzdtu HI299 casticemi
PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklondalnich protildtek pres hydrazidovou skupinu.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pti separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stéibrného. Popis gelu: 1. — ptvodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni

promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tieti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. —prvni elucni frakce, 8. — druha elucni frakee, 9. — tieti elucni frakce.
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Obrazek 38.. SDS-PAGE izolace proteinu p53 zlyzdtu HI299 Ccdasticemi
PGMA-PEG-anti-p53 s vazbou monoklonalnich protildtek pres hydroxylovou skupinu.

Podminky analyzy: 10% gel; vlozené napéti pii separaci 180 V; doba separace 50 minut; barveni
20% roztokem dusi¢nanu stiibrného. Popis gelu: 1. — pivodni vzorek, 2. — vazebna frakce, 3. — prvni
promyvaci frakce, 4. — druha promyvaci frakce, 5. — tieti promyvaci frakce, 6. — molekulovy marker,
7. —prvni eluéni frakce, 8. — druha eluéni frakce, 9. — tieti eluéni frakce.

U modifikovanych c¢astic jsme nepozorovali v eluéni frakci pfitomnost
nespecificky vazanych proteinti. Pouze u nosice (viz obrazek ¢. 38), kde byly protilatky
anti-p53 vazany pies hydroxylovou skupinu byla pozorovana v jednom opakovani
zvySend nespecifickd sorpce. Pro validni posouzeni kvality nosi¢l by bylo nutné provést
dalsi experimenty.

Opakované pouziti u modifikovanych nosi¢ti nebylo testovano.
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5.7 Vazba specifickych protilaitek anti-EpCAM na magnetické
¢astice PGMA modifikované polyetylenglykolem

Dale jsme si pfipravili imunosorbent pro izolaci bunék z bunécné suspenze.
Nejprve jsme modifikovali ¢astice PGMA-COOH PEGem s hydrazidovou terminalni
funk¢éni skupinou. Na 0,5 mg castic jsme navazali 0,85 mg PEGu o molekulové
hmotnosti 3400 Da. Postupovali jsme podle navodu v kapitole ¢. 3.2. Potom jsme
navazali na modifikované c¢astice 50 pg zoxidovanych a odsolenych protilatek
anti-EpCAM podle navodu v kapitole ¢. 3.4.2.

Mnozstvi navazanych protilatek na nosic¢i jsme si jiz nestanovovali, protoze jsme

vvvvvv

hydrazidovou skupinu vazi vzdy vSechny protilatky.

5.8 Porovnani pripraveného imunosorbentu a komercné dostupného

pro imunomagnetickou separaci bunék

Nasim poslednim tkolem bylo ovéfit, jestli pfipraveny imunosorbent vaze
bunky exprimujici molekulu EpCAM, posoudit miru nespecifické sorpce bunék
neexprimujicich na svém povrchu antigen EpCAM a porovnat ho skomeréné
dodavanym imunosorbentem Dynabeads Epithelial Enrich, ktery ma téz kovalentné
vazané anti-EpCAM protilatky.

0,5 miligramu nosi¢e jsme vzdy smichali s 1 ml suspenze bun¢k o piislusné
hustoté. Po tficeti minutach jsme bunéénou suspenzi pozorovali ve svételném
mikroskopu a hodnotili tvorbu tzv. rozet. Jednalo se o utvary, které vytvareji
magnetické Castice se specifickymi protilatkami kolem EpCAM pozitivnich bunék.

Nejdiive jsme provedli imunomagnetickou separaci bunék MCF7 (2 x 108/ml,
bunky exprimujici EpCAM) pomoci komer¢niho imunosorbentu Dynabeads Epithelial
Enrich a nami pfipravenym imunosorbentem PGMA-PEG-anti-EpCAM podle postupu
v kapitole ¢. 3.6. Poté jsme pocitali mnozstvi rozet v Biirkerové komirce ve vsech
velkych ctvercich celkem trikrat. Vysledky jsou uvedené v tabulce ¢. 21. Svételna

mikroskopie rozet je ukazana na obrazku ¢. 39.
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Obrdazek 39.: Svételna mikroskopie rozet bunék MCF7 a imunosorbentii
Svételna mikroskopie; 1. Dynabeads Epithelial Enrich, 20x; 2. PGMA-PEG-anti-EpCAM, 40x

Tabulka 21.: Pocitani rozet bunék MCF7 a imunosorbentii.

Dynabeads Epithelial Enrich PGMA-PEG-anti-EpCAM
1 178 117
2 193 122
3 178 113
prameér 183 117

Z tabulky vyplyva, Ze ndmi pfipraveny imunosorbent vaze builky s nizsi
ucinnosti, neZ imunosorbent komeréng vyrabény.

Dale jsme provedli imunomagnetickou separaci bungk Jurkat (1 x 10%/ml, buiiky
neexprimujici molekulu EpCAM) a smé&si bungk MCF7 (1 x 10*/ml) znagenych FITC
a bunck Jurkat (1 x 10%ml) ob&ma imunosorbenty podle kapitoly & 3.6. Vysledky

téchto separaci jsou uvedeny v tabulce €. 22 a 23.

Tabulka 22.: Pocet rozet pri imunomagnetické separaci bunék Jurkat.

imunosorbent Jurkat
PGMA-PEG-anti-EpCAM 0
Dynabeads Epithelial Enrich 0
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Tabulka 23.: Pocet rozet pri imunomagnetické separaci bunék MCF7 a Jurkat.

imunosorbent fluoreskujici bunky (MCF7) nefluoreskujici bunky (Jurkat)
PGMA-PEG-anti-EpCAM 2 2
Dynabeads Epithelial 3 1
Enrich

Z dtivodu nizkého poctu bunék byla smés 20 x zakoncentrovana a nasledn€ jsme
provedli opétovné pocitani buné¢k v 6 zornych polich (3x3 &tverce / zorné pole)
z celkového poctu 16 zornych poli. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 24. Rozety

bun¢k linie MCF7 a magnetickych ¢astic jsou ukdzany na obrazku ¢islo 40 a 41.

Tabulka 24.: Pocet rozet pri imunomagnetické separaci bunék MCF7 a Jurkat po

zakoncentrovani.
imunosorbent fluoreskujici buniky (MCF7) nefluoreskujici bunky (Jurkat)
PGMA-PEG-anti-EpCAM 33 100
Dynabeads_EplthellaI 30 2
Enrich
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Obrazek 40.: Sveételna a fluorescencni mikroskopie rozety bunék MCF7 a Ccastic
Dynabeads Epithelial Enrich

Mikroskopie imunomagnetické separace; 1. svételna mikroskopie, 60X; 2. FITC filtr (zelena —
bunky), 60x; 3. TRITC filtr (Cervena — Castice), 60x; 4. spojeni 2. a 3., 60x; 5. spojeni 1., 2. a 3., 60x.
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Obrazek 41.: Svetelna a fluorescencni mikroskopie rozety bunek MCF7 a Ccastic
PGMA-PEG-anti-EpCAM

Mikroskopie imunomagnetické separace; 1. svételnd mikroskopie, 60x; 2. FITC filtr (zelend —
bunky), 60x; 3. TRITC filtr (Cervena — Castice), 60x; 4. spojeni 2. a 3., 60x; 5. spojeni 1., 2. a 3., 60x.

Ze suspenze bunék Jurkat po imunomagnetické separaci nebyly nalezeny Zadné
rozety. Tento vysledek znafi nizkou miru nespecifické sorpce na zkoumané
imunosorbenty. Pfi izolaci bun¢k ze smésného vzorku jsme detekovali bunky MCF7
znacené fluorescencné. Pti této izolaci byla v8ak pozorovana nespecifickd sorpce bun€k
Jurkat ve vétSi mife u ndmi pfipraveného imunosorbentu.

Nakonec jsme provedli porovnani imunosorbentd pii izolaci bunék S riznou
expresi molekuly EpCAM podle kapitoly €. 3.6. V bunécné suspenzi bylo vzdy 2 x 10°
bunék/1ml. V tabulce ¢. 25 je vyjadfena mira exprese molekuly EpCAM bunécnych

linii. Porovnani imunosorbentii podle poctu rozet uvadi graf ¢. 3.
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Tabulka 25.: Mira exprese molekuly EpCAM pouzivanych bunécnych linii.

Bunééna linie Mira exprese molekuly EpCAM
MCF7 +++
SKBR3 ++
A549 +
Raji -

550 ~

] [ Dynabeads Epithelial Enrich
500 J PGMA-PEG-anti-EpCAM

450 4
400 4
350 4
300 4

250

pocet rozet

200
150
100

50

MCF7 SKBR3 A549 Raji

Graf 3.: Porovnani imunosorbentii podle poctu rozet pri imunomagnetické separaci
bunécnych linii s riznou mirou exprese molekuly EpCAM.

Pfi pocitani rozet po imunomagnetické separaci riznych bunécnych linii se nami
vyvinuty imunosorbent téméf vyrovnal komeréné dodadvanému, mira nespecifické

sorpce byla u obou nosi¢t minimalni.
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6 ZAVER

Tématem diplomové prace bylo vyvinout novy imunosorbent s minimalni
nespecifickou sorpci pro izolaci cirkulujicich naddorovych bunék a jeho nasledné
porovnani s komeré¢né dodavanym nosic¢em.

Povrch magnetickych castic jsme proto modifikovali polyetylenglykolem,
abychom dosahli minimalni nespecifické sorpce. Dale jsme optimalizovali mnozstvi
polyetylenglykolu k dosazeni maximalni G¢innosti nasledné vazby protilatek. Dosli
jsme ovSem k vysledku, Ze na mnozstvi polyetylenglykolu nezélezi.

Dale jsme porovnavali ucinnost vazby modelovych IgG na modifikované
magnetické Castice pies karboxylovou, hydrazidovou a hydroxylovou skupinu. Vybrali
jsme nejucinngjs$i metodu vazby pres kazdou funkéni skupinu, kterou jsme pouzivali
k nasledné vazb¢ specifickych protilatek anti-p53.

Potom jsme porovnali nespecifickou sorpci povrchové modifikovaného
imunosorbentu s nemodifikovanym imunosorbentem a schopnost téchto nosica
specificky vazat protein p53 z lyzati bunécnych linii imobilizovanymi specifickymi
protilatkami anti-p53. U povrchové modifikovanych ¢astic byla nespecifickda sorpce
vyrazné niz$i. K izolaci proteinu p53 doslo pii pouziti povrchové modifikovaného i
nemodifikovaného imunosorbentu, bohuzel nejsme schopni kvantifikovat mnozstvi
imobilizovaného proteinu pS53. Schopnost izolace proteinu p53 imunosorbenty zlistava
zachovana i pti opakovaném pouziti.

Nakonec jsme porovnali schopnost izolace bunék s povrchovym antigenem
EpCAM a nespecifickou sorpci bunék bez tohoto antigenu némi pfipraveného
imunosorbentu s komeréné dostupnym nosi¢em. Schopnost specificky izolovat buiky
ze smésnych vzorkd byla u obou imunosorbentil srovnatelnd, nespecificka sorpce vSak
byla u nami pfipraveného imunosorbentu vys§i. Pii porovnani schopnosti
imunosorbentt specificky izolovat bunky s riznou mirou exprese molekuly EpCAM

byla Gi¢innost srovnatelna.
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