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ANOTACE

Diplomovéa prace se zabyva optimalizaci metody ELISA na magnetickych Ccasticich
pro stanoveni autoprotilatek ze séra proti biomarkeru Alzheimerovy choroby, amyloidu 3
(1-42). Nejprve byl vybran nejvhodnéj$i nosi¢ v modelovém systému s proteinem
a-chymotrypsinem a casteéné zoptimalizovan postup jeho pfipravy. V systému
s imobilizovanym AP (1-42) na magnetickych ¢asticich, byl vybrany nosi¢ jesté¢ modifikovan
raménkem a byla feSena jeho nejvhodnéjsi blokace. Nakonec byl ptipraveny nosi¢
s imobilizovanym AP (1-42) aplikovan pro stanoveni hladin anti-Ap (1-42) autoprotilatek

Vv sérech pacienttl.

KLICOVA SLOVA
Alzheimerova choroba, amyloid beta, autoimunita, autoprotilatky, magnetické ¢astice, ELISA
metoda, MELISA metoda

TITLE
Development of MELISA method for the determination of autoantibodies associated

with Alzheimer’s disease

ANNOTATION

The thesis deals with optimization of magnetic beads ELISA method for determination
of autoantibodies against biomarker of Alzheimer’s disease, Amyloid 3 (1-42). First, the most
appropriate carrier was selected in the model system with a-chymotrypsin, and
the preparation proces partly optimized. In the system with immobilized Ap (1-42)
on magnetic particles, the selected carrier was further modified by a shoulder and its was
solved the most appropriate blocking. Finally, an immobilized Ap (1-42) carrier was prepared
to determine the levels of anti-Ap (1-42) autoantibodies in patient‘s sera.
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Uvod

Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pfic¢inou demence u lidi po 65. roce Zivota
po celém svéte, kdy tato choroba zastupuje az 80 % vsech piipadi demence [1, 2]. Dnes se
odhaduje kolem 5 milionti nemocnych Alzheimerovou chorobou ve Spojenych statech a
na celém svété az 34 milionti. Pocet nemocnych rapidné€ stoupd a statistiky predpovidaji, ze se
v roce 2050 dokonce ztrojnasobi [3-5]. Pfedpokladany dramaticky narast nemocnych jedinct
v pristich desetiletich vyzaduje vyvoj diagnostickych testi identifikujicich biomarkery tohoto
onemocnéni. Obzvlasté zadouci je vyuziti specifickych krevnich biomarkert [6].

Jednim takovym specifickym biomarkerem by mohly byt autoprotilatky
proti amyloidu p (AP) Vv sérech pacientt. Hladina téchto protilatek je zatim stale dost
diskutovana. Ne¢které studie uvadéji vyssi hladiny téchto protilatek u zdravych pacient,
Vv jinych naopak niz$i hladiny anti-Ap protilatek. V nékterych studiich pro zménu nenasli
7z4dné rozdily v hladinach protilatek proti AP mezi zdravymi a nemocnymi pacienty
s Alzheimerovou chorobou.

Tato prace je zamétfena na vyvoj metody ELISA s vyuzitim magnetickych castic
(MELISA) pro stanoveni autoprotilatek proti amyloidu B, konkrétné amyloidu B (1-42).
Snahou bude ptipravit ten nejvhodnéjsi nosi¢ pro vazbu antigenu, tedy samotného amyloidu f3
(1-42), pro dosazeni co nejcitlivéjsiho stanoveni anti-Ap (1-42) autoprotilatek v pacientskych
sérech. Komplikacemi zptsobujicimi zvySeni hodnot u slepych vzorkli jsou interference
proteinil ze séra, maskovani protilaitek nebo UCinky polyvalentnich protilatek. Pokud se
vSechny tyto komplikace dokaZi co nejvice sniZit, bude tato metoda jisté kvalitnim nastrojem

pro v¢asnou diagnostiku a ukazatelem progrese Alzheimerovi choroby.
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1. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace je zpracovat reSerSi o uplatnéni autoimunity
pti patofyziologii Alzheimerovi choroby a vytvorit piehled metod k detekci a stanoveni
autoprotilatek. V experimentalni casti je pak cilem optimalizovat metodu MELISA
pro stanoveni autoprotilatek proti amyloidu B u Alzheimerovy choroby z pacientskych sér.

U enzymové imunoanalyzy na pevné fazi, metody ELISA, je antigen vazan na pevnou
fazi, nejCastéji na sténu jamky mikrotitraéni desticky. Jako pevnéd faze byly v této praci
zvoleny magnetické Castice. Magnetické Castice jsou vyhodné pfedevSim z hlediska vétSiho
specifického povrchu pro vazbu ligandu, neZ jaky nabizi sténa jamky v mikrotitra¢ni desticce.
Proto se predpoklada i vyssi citlivost u MELISA metody, kterd je potifebna pro stanoveni
biomarkeru s niz$i koncentraci v biologickych materialech. Pouziti metody ELISA, konkrétné
s vyuzitim magnetickych castic, je zamérné predevsim z divodu Sirokého vyvoje metod
ELISA pro stanoveni anti-A autoprotilatek.

Prvnim krokem tedy bude charakterizace s naslednym vybérem magnetickych ¢astic,
pouzitych jako nosi¢ pro antigen. V této praci je timto antigenem biomarker ACH amyloid 3
(1-42). Ovsem charakterizace magnetickych ¢astic bude provedena v modelovém systému
s a-chymotrypsinem. Na nosi¢ bude imobilizovan a-chymotrypsin, pozdéji AP (1-42), a dale
bude modifikovan vybranym vhodnym blokacnim ¢&inidlem pro eliminaci piipadnych
nespecifickych interakci ze séra. Pfipraveny nosi¢ s AP (1-42) pak bude pouZit pro stanoveni

anti-Ap (1-42) autoprotilatek v sérech pacientd metodou MELISA.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Patofyziologie Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (ACH) patii k neurodegenerativnim onemocnénim, ktera se
projevuji heterogennimi patologickymi stavy, kdy se specifické oblasti centralniho nervového
systému (CNS) postupné a relativné pomalu poskozuji. To ma za nasledek poruchy
pohybovych nebo kognitivnich funkei [7].

Alzheimerova choroba je progresivni degenerativni neurologické onemocnéni.
Nejdiive se projevuje ztratou paméti, ktera se zhorSuje. Poté se ptidavaji dalsi ptiznaky, jako
je zmatenost, zména chovani zpusobena poklesem kognitivnich funkci CNS, a projev
demence. Tyto projevy jsou zpisobeny nezvratnou ztratou neuront, piedevsim v hipokampu a
mozkové kufe, a snizenim nékterych hladin neurotransmiterti, konkrétné acetylcholinu. Ztrata
nervovych bun€k je provédzena tvorbou neurofibrilarnich klubek, nachazejicich se uvnitt
bun¢k, a amyloidnich plakd, tvoficich se v prostoru mezi nervovymi bunikami (Obrazek 1)
[1-3, 7]. Amyloidni plaky jsou obklopeny reaktivnimi astrocyty se zvySenou expresi glidlniho
fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP). Tyto reaktivni astrocyty jsou soucasti tzv. glidzy
(Obrazek 2) [8, 9]. Glidza je zmnozeni astrocytil pii patologickém poskozeni mozku, kdy jsou

nervové bunky nevratné poskozeny [249].
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Obrazek 2 Glidza v amyloidnich placich a jejich okoli (a). Imunohistochemické barveni pomoci protilatek
proti GFAP [250].

Do rizikovych faktort této nemoci se fadi vyssi vék, rodinna anamnéza, nizsi vzdélani
a zenské pohlavi [7]. Obecné se tato choroba za¢ina projevovat u lidi ve v€ku nad 65 let,
tzv. senilni forma, ale vzacné se objevuje i presenilni forma onemocnéni. Ta je zndma jako
forma s ¢asnym zacatkem, ktera se projevuje u pacienti jiz ve ¢tyficatém roce zivota. Brzkym
a hlavnim pfiznakem ACH je epizodicky deficit paméti, ktery se zhorSuje v pribéhu
preklinického obdobi, a je doprovazen stale vaznéj$im naruSenim vyjadfovani, pozornosti a
exekutivnich psychickych funkci v pozdéjsich fazich onemocnéni [10-15]. V¢asné stanoveni
diagnozy ACH je dulezité pro brzkou 1é¢ebnou intervenci [16].

Podle diagnostickych kritérii rozliSujeme nékolik fazi ACH — jedna se o preklinickou
fazi ACH, mirnou kognitivni poruchu (MCI) v disledku ACH a pozdni fazi ACH. Mnoho
jedincti s preklinickou fazi ma jiz vytvorené amyloidni plaky, pfesto nemaji klinické pfiznaky.
Z tohoto divodu je obtizné tuto fazi studovat [17-20].

MCI byla zafazena do kategorie piechodové faze, mezi normalnimi kognitivnimi
funkcemi a pozdni fazi ACH. Tato MCI se dale rozdéluje na amnestickou MCI (aMCI) a
neamnestickou MCI (naMCI). Rozdil mezi t€émito dvéma skupinami je v patologické zatézi
amyloidnich plakti a neurofibrilarnich klubek. Hodnoty téchto rozdili se odlisuji. Ale

ve vyzkumu Vos a jeho kolegli byly pfeci jen nalezeny rozdily mezi obéma skupinami.
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Pacienti s naMCI maji vyssi koncentraci amyloidu B (1-42) v mozkomi$nim moku (CSF) a

dale mén¢ zavaznou atrofii hipokampu [21].

2.2. Biomarkery ACH

ACH je nejvice charakterizovana pfitomnosti extracelularnich amyloidnich plakt a
intracelularniho hyperfosforylovaného tau proteinu, tvoficiho neurofibrildni klubka. Pti tomto
onemocnéni vzajemné koreluji hladiny amyloidu  (1-42), celkového tau proteinu (t-tau) a
fosforylovaného tau proteinu (p-tau) v CSF [22-24]. Tyto zakladni biomarkery CSF maji
vysokou diagnostickou piesnost, citlivost a specifitu [25, 26]. Patobiologicky rozptyl hodnot
téchto biomarkeri bohuzel zabranuje docileni 100 % diagnostické presnosti. Nicméné,
biomarkery CSF mohou pomoci s diagnostickym rozhodovanim a maji obzvlast¢ dobrou
negativni prediktivni hodnotu, tj. ze fyziologické koncentrace vSech tii biomarkerii u pacienta
S mirnymi poruchami paméti témét vylucuji Alzheimerovu chorobu [18, 27-30].

Produkce amyloidu  a formovani plakt zacina roky pied klinickym prabéhem ACH,
zrychluje se vrané fazi, béhem preklinického stavu, ve kterém nejsou klinické
¢1 neuropsychologické zmeény znatelné. Ve chvili kdy ukladdni AP dosdhne maxima,
U pacienti se projevi MCI a vlastni syndrom demence. V tomto stddiu nemoci se formuji
neurofibrilarni klubka, zvétSuje se podil glidzy a ztrata neuront. Tento stav se dale zhorSuje
do klinického stavu plnohodnotné demence.

Ingelsson a jeho kolegové porovnavali neuropatologické zmény v mozku, u pacientd
SACH a kontrolnich zdravych jedinci, ve snaze definovat Casovy pribéh téchto
patologickych zmén. Z této studie vyplynulo, ze akumulace patologickych zmén byla vyrazné
zvySena U pacienti s ACH nezavisle na délce trvani choroby, a ze doba trvani demence
koreluje se stupném tvorby neurofibrilarnich klubek, gliézou a synaptickymi ztratami.
Patologické zmény pfi ACH se vyskytuji v sekvenénim, neuroanatomicky definovaném vzoru
ovlivitujicim kortikalni, subkortikalni a limbické oblasti mozku [31].

Diagnostiky zalozené na proteinovych biomarkerech v krvi jsou obzvlasté zadouci,
protoze tyto testy by umoznily rychlé a Setrné neinvazivni analyzy jednotlivych profila
biomarkert. Aktivni vyzkum v tomto oboru probiha a vede k identifikaci autoprotilatek a

riznych proteini v krvi, které mohou predstavovat specifické markery pro ACH [16].
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Krevni biomarkery

Krev jako biologicky material je dostupnéjsi nez CSF, proto by krevni biomarkery
byly z tohoto hlediska vhodnéjsi pro diagnostiku. V mnoha studiich se sledovala kombinace
proteind, lipidi, metabolitl, nebo jinych latek, které byly pouzity k rozliSeni pacientl
s Alzheimerovou chorobou od zdravych jedincd [32, 33]. Dalsi moznosti je méfit
CNS-specifické proteiny. Ty jsou ale v krvi obsazeny v nizkych koncentracich, protoze tyto
proteiny podléhaji degradaci plazmovymi proteazami. Navic se v krvi nachazi mnoho dalsich
proteinti, které jsou vice zastoupené, tzv. abundantni proteiny. A tyto abundantni proteiny
mohou negativné ovlivnit jejich stanoveni. Proto je studium biomarkerti v krvi obtizné.
Nicméng€, pouziti novych ultra-citlivych technik, napiiklad technologie digitalni array, by
mohlo poskytnout potiebnou analytickou citlivost pro méteni CNS-specifickych proteint
[34].

2.2.1. Beta-amyloid jako hlavni biomarker ACH

Ukladani AB v mozku je primarnim jevem u ACH, ktery teprve zahajuje kaskadu
patologickych zmén, véetné tvorby tau neurofibrilarnich klubek [35]. Uvnitf mozku je AP
schopen vytvaret vysoce afinitni komplex sneurony spojeny a7-nikotinovym
acetylcholinovym receptorem, coz vede k néasledné endocytoze AP. ZvySeni poctu neuronti
s nahromadénym A nakonec zplsobi lyzu bunck a extracelularni akumulaci AP. Agregace
tohoto proteinu je disledkem zménéné rovnovahy mezi syntézou proteinu, rychlosti jeho
akumulace a odstranovanim [36—40].

Peptid AP vznikd Stépenim amyloidniho prekurzorového proteinu (APP). Tento
transmembranovy protein se nachdzi v mnoha tkédnich. Jedna z jeho izoforem, APP695, je
tvofena 695 aminokyselinami a ptfednostné se exprimuje v CNS. V hustém zastoupeni se
vyskytuje na synaptickych S$térbinach. Protein APP hraje roli pii ristu bunék, neurit,
pfi bunécné adhezi a signalizaci bunék. Jeho post-translacni uprava, pfi jeho anterogradni
pfepravé podél nervovych axonil, probihd dv€éma cestami: neamyloidni a amyloidni cestou.
Pii amyloidnim Stépeni APP vznikd neurotoxicky fragment AP. Proteolytické Stépeni

zprostiedkovavaji a-, - a y-sekretazy (Obrazek 3) [41-45].
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APP — amyloidni prekurzorovy protein; SAPP — velky solubilni fragment APP; CTF — membranovy C-terminalni
fragment; AP — amyloid beta; AICD - intracelularni fragment APP domény; P3 — N-koncovy fragment

Obrazek 3 Ilustrace ukazujici zpracovani APP a-, - a y-sekretazami a jejich odpovidajici produkty (upraveno
dle [46]).

Proteolytické Stépeni APP v poloze 17 a-sekretdzou iniciuje neamyloidogenni drahu,
produkujici membranovy C-terminalni fragment (aCTF) a velky solubilni fragment sAPPa,
Z N-koncové domény APP. Fragment SAPPa ma neurotropni a neuroprotektivni ucinky.
Tento proces stépeni inhibuje amyloidogenni drahu [47-50].

Amyloidogenni draha je iniciovdna proteolytickym plsobenim B-sekretdzy v poloze
671, ¢imZ se vytvaii velky solubilni SAPPB a membranovy C-termindlni fragment (CTFf)
neboli C99. Fragment SAPPB mulze mit negativni ucinky, jako je naptiklad zhorSeni
anterogradniho axonalniho transportu coz vede k axonalni dystrofii a neuronalni smrti bunék.
Dale se sAPPP vaze na receptor, ktery zahajuje apoptozu. Prevladajicim typem neurondlni
B-sekretazy je Stépici enzym BACEL. Coz je transmembranova aspartylproteaza typu | a
u ACH je zvysena. BACEI je asociovan s lipidovymi rafty, na rozdil od neamyloidni drahy,
ktera probiha mimo lipidové rafty [51-55].

Dalsim krokem podilejicim se jak na neamyloidogenni tak amyloidogenni draze
proteolytického zpracovani APP je Stépeni CTFa a CTFP fragmentd y-sekretdzou. Tato

sekretaza je proteazovym komplexem uvniti bunéné membrany skladajicim se ze Ctyf
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proteinu: presenilinu 1 (PEN-1), nikastrinu, anterior pharyx-defective 1 (APH-1) a presenilinu
2 (PEN-2). Tato sekretaza proteolyticky Stépi zbyvajici fragment APP na vice mistech
Vv transmembranové doméné z CTFa a CTFP, ¢imz se uvolni N-koncovy fragment P3
(u neamyloidogenni drahy), AP (u amyloidogenni drahy) a intracelularni fragment APP
domény (AICD). V amyloidogenni draze zacina St€peni V polohach 48 a 49 na C99, ktera
uvoliuje fragment AICD, zatimco AP zGstava vazan. Sekretaza dale $tépi zbyvajici fragment
v membrané kazdé 3. nebo 4. aminokyseliny, dokud neni AP uvolnén z membrany. To vede
k produkci AP fragmenti ruznych velikosti (Obrazek 4), od 37 do 46 aminokyselin
s heterogennimi C-konci. AB (1-42) je neurotoxicky, snadno oligomerizuje a je nachyln&jsim
k agregaci. Oligomery AP (1-42) maji nejvy$si antigenicitu. Mutace v APP a proteinu

presenilinu v y-sekretaze mutze vést ke zménam v prubéhu tohoto $tépeni [46, 56-59].

V40 V36 132 ka8

D23
Y10 H14 K16 F20

Obrazek 4 Sestava proteinu AP (1-40) navhrnuta ve studii Petkova [60]. Aminokyseliny jsou barevné odliSeny
podle svych postrannich fetézcl - hydrofobni (zelend), polarni (fialova), pozitivni (modrd), nebo zaporné

(Cervend).

Transport AP peptidi do mozku je podporovan receptory pro produkty pokrocilé
glykace (RAGE). Kromé nikotinovych acetylcholinovych receptorii, se AR vaze na dalsi
receptory. Témi jsou neurotransmiterni receptory, toll-like a komplementové receptory, dale
pak receptory pro produkty pokrocilé glykace, a dal§i receptory pfitomné v astrocytech,
mikrogliich a neuronech. Tyto interakce indukuji produkci prozanétlivych molekul
prostiednictvim signalnich drah, z nichz vétSina zahrnuje aktivaci mikroglii, a nakonec vyusti
ve smrt neurond [61-64].

Vyznamna je korelace mezi koncentraci peptidu Ap (1-42) v CSF a funkci paméti
u pacientd s MCI s amnézii, s MCI bez amnézie, a pacienti s ACH. Koncentrace Ap (1-42)
dosédhne rovnovazného stavu jiz pied projevem MCI, a koncentrace tau proteinu se zvysi
0 vice nez 50 % Vv porovnani s jeho fyziologickymi hodnotami. To vysvétluje, proc je ve fazi
MCI nizkda nebo dokonce neprokazatelna korelace mezi markery vCSF a

neuropsychologickymi vysledky testd. Je to z toho divodu, Ze pii zaéinajicim zhorSovani
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kognitivnich funkci jsou jiz CSF markery ve fazi plato. Pokles Ap (1-42) v CSF ukazuje
progresi onemocnéni v ranych fazich az do ACH a tento pokles dosahuje faze platdé pouze
V plnohodnotném syndromu demence. Dalsi progrese neurodegenerativniho onemocnéni uz

neni spojovana se snizovanim Ap (1-42) v mozkomi$nim moku [10, 65].

2.2.2. Tau protein a jeho uloha v patofyziologii ACH

Tau ve fyziologické konformaci je rozbaleny fosforylovany protein pfitomny hlavné
v axonech neuront. Tau se vaze na mikrotubuly, které stabilizuje. Mikrotubuly tvofici
bunécény cytoskelet, jsou rozhodujici pro udrzeni strukturdlni integrity bunck a pro pienos
zivin z vnitiniho prostfedi neurond pfes axony do synaptickych zakonceni [16, 66, 67].
Fyziologicka fosforylace tohoto proteinu je pohanéna cyklin-dependentnimi kinazami (CDK)
a dochazi kni v mitoticky aktivnich buinikdch [68]. CDK jsou velmi citlivé na regulaci
ristovymi faktory [69]. Kinaza CDK7 je aktivatorem vSech ostatnich CDK neboli
CDK-aktivaéni kinaza. Tato kinaza je spojovana s fosforylovanym tau proteinem u ACH [70].
CDK2 a CDKS5 jsou u ACH zvysené [71].

Tau protein existuje v Sesti riznych izoformach, které jsou vysledkem alternativniho
mRNA sestfihu genu pro tau protein. Tim je gen asociovany s mikrotubuly (MAPT)
na chromozomu 17 (cytogenetické umisténi 17q21.1). Tyto izoformy se liSi v poctu
opakovani vazeb mikrotubuld, a mohou existovat v izoformach s 3 (3R) nebo 4 (4R)
opakovanimi. Lidska mozkova kira u dospélého jedince ma stejny pocet 3R a 4R isoforem a
tau exprese je zhruba dvakrit vys§i nez Vvbilé hmoté a mozecku. Prostiednictvim
tandemovych opakovani se tau shromazd’uje do vlaken, ktera maji pticnou B strukturu,
podobnou AP. Schopnost tau se vazat na mikrotubuly je regulovdna post-translacnimi
modifikacemi proteinu pomoci fosforylace, glykosylace, glykace, ubiquitinylace, sumoylace a
nitrace [67, 72]. Funkce tau proteinu jsou regulovany z ¢asti v jeho fosforylovaném stavu,
protoze protein obsahuje vice fosforyla¢nich mist [73, 74].

Agregovany tau protein je hlavnim neuropatologickym substraitem v patofyziologii
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je ACH, frontotemporalni demence, progresivni
supranuklearni paralyza, kortikobazalni degenerace a chronické traumatické encefalopatie.
U ACH bylo prokazano, Ze hustota hyperfosforylovanych tau klubek tzce koreluje
s neuronalni dysfunkci a bunéénou smrti, ¢imz se odliSuje od beta-amyloidu. Diagnostické a
patologické informace o ukladani tau proteinu jsou k dispozici pouze z invazivnich technik,

jako je biopsie mozku nebo pitva [75].
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Ve vSech neurodegenerativnich onemocnénich, ve kterych je tau patologickym
prvkem (tzv. tauopatie), je tento protein v hyperfosforylované formé, ktera zodpovida za jeho
agregaci. Nerovnovaha mezi produkci a odstranovanim amyloidniho peptidu z mozkové tkané
vede K agregaci a tvorbé senilnich plakt, coz stimuluje hyperfosforylaci tau proteinu [76].
AP oligomery totiz zptsobuji nadmérny tok iontt vapniku do oblasti kolem neuronu [77].
Takto indukovany pfiliv vapniku aktivuje fetézec kindz, kdy i jedna ztéchto kinaz
hyperfosforyluje tau protein [78]. Hyperfosforylace tau brani vazbé na mikrotubuly, coz
snizuje jejich stabilitu a vede ke zhorSenému axonalnimu ptfenosu. U ACH se agregovany tau
nachazi v  parovych  Sroubovicovych (helikdlnich)  vlaknech, ktera  splynou
do neurofibrilarnich klubek (Obrazek 5) [16, 67, 79, 80]. Tato klubka poté vedou k synaptické
a neuronalni dysfunkci [81-84].

Proteinove

o Liestabilizované

& milorotuboly

Fosforvlovany Tav protein

Pirova helilcilni
wvlalena

Obrazek 5 Schéma t¢inku proteinovych kinaz na tau protein (upraveno dle [251]).

V nedavné dobé bylo zjisténo, Ze patologicky tau protein se muze Sifit
zZ presynaptickych mist na postsynaptickd mista [85]. Kromé toho miize byt Spatné sloZeny tau
protein piijat axony a muze byt zpétné¢ piepravovan. Ztrata synaptické funkce, kterd je
charakteristickd pro ACH a jiné tauopatie, tedy spiSe zahrnuje abnormalni presynaptické
rozlozeni tau proteinu nez jeho celkové zvyseni na bunécéné urovni [86].

Neurofibrilarni  klubka byla nejprve detekovana Vv transentorhinalni  kife
projevuje klinickymi ptiznaky. Klubka se nakonec za¢nou tvofit v asociaéni korové oblasti a
Vv této dobé se uz symptomy zhorsuji [87]. Tvorba neurofibrilarnich klubek mutze zacit diive,

patologie vSak postupuje velmi pomalu. Pokud jsou ale pfitomny senilni plaky, mnozstvi
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neurofibrilarnich klubek se rapidné zvysuje. Rozd¢€leni extracelularnich plakid AP miize byt
proménlivé mezi jednotlivcei, ale ukladani amyloidu nejspiSe zac¢ina v oblasti cingularni kiry a
pak se rozsifuje do mozkové kury. K tvorbé tau a AP dochazi nezéavisle na sobé¢, jejich

patologie uz ale mize byt vzajemné propojena [88, 89].

2.2.3. Klusterin a jeho uloha pri ACH

Klusterin, také znamy jako apolipoprotein J, je heterodimerni glykoprotein
exprimovany ve vétSin¢ tkani savci [90]. Jeho pievladajici izoforma je sekre¢ni protein
o velikosti 75-80 kDa, ale existuji i mensi jaderné a cytoplazmatické verze klusterinu [91].
Piesna fyziologicka uloha klusterinu neni jest¢ odhalena, ale byla zahrnuta do riznych
procest, véetné apoptozy, dopravy lipidi a komplementové regulaci, a také funguje jako
molekularni extracelularni chaperon [92]. Jako chaperon je klusterin zapojen jak v propagaci,
tak prevenci agregace AP, v zavislosti na poméru téchto dvou latek [93].

Tvorba Klusterinu je vyvolavana stresem a exprimuje se u urcitych chorobnych stavi
jako odpovéd’ na poskozeni neurond a jejich degeneraci [90, 94]. Napiiklad jeho zvySena
exprese v prub&hu bunéc¢ného starnuti je pokladana za predispozici ke vzniku rakoviny [95].

Klusterin se nachazi v amyloidnich placich spolu s apolipoproteinem E (ApoE), a
varianty v ramci CLU a ApoE genu byly identifikovany jako vyznamné lokusy pro ACH
[96-98].

Vysledky vyzkuma ukazuji na patologickou roli plazmatické hladiny Kklusterinu
v souvislosti s ACH. ZvySené koncentrace klusterinu v plazmé byly objeveny 10 let
pted depozici AP v mozku zdravych jedinct starSich 65 let [99]. Nicméné Vv jiné studii nebyla
nalezena zadna korelace mezi koncentraci klusterinu v plazmé a rizikem incidence ACH
[100]. Zde se nabizi otazka, zda jsou zvySené plazmatické hladiny clusterinu znamenim
blizici se ACH nebo reakci na patologické zmény, které doprovazeji tuto chorobu. Klusterin

prozatim nemize byt pouzit jako samostatny diagnosticky marker pro ACH [6].

2.2.4. Nové biomarkery v CSF
Zkoumanim ruznych funkei jiz znamych biomarkeri se objevuji nové bimarkery, které
by mohly pomoci pfi diagnostice ACH. Jednim takovym biomarkerem je AP oligomer, ktery
je povazovan zatoxickou formu AP a ktery zplsobuje synaptickou dysfunkci [101].

Ve vétsing studii, je u ACH tento oligomer zvySen, ale ptekryv s kontrolnimi skupinami je
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velky [102]. AB oligomery jsou zfidka detekovany v mozkomi$nim moku, coz omezuje jeho
kvantifikaci testem ELISA a diky tomu se stava nespolehlivym biomarkrem [103]. Jsou
vyvijeny nové ultracitlivé techniky, které by mohly byt uzitecné pro stanoveni koncentrace
AP oligomeru. Savage a jeho kolegové vyvinuly metodu ELISA pro stanoveni AP oligomert
za vyuziti citlivé fluorescencni platformy, kterd je schopnd detekovat jednotlivé fotony
emitovaného zafeni [104].

Dalsim moznym kandidatem synaptického biomarkeru je dendriticky protein
neurogranin, ktery se podili na dlouhodobé potenciaci a upevnéni paméti [105]. Vysokymi
koncentracemi v CSF neurogranin piedpovida progresi do Alzheimerovy choroby u pacienti
s mirnou kognitivni chorobou a koreluje s rychlym kognitivnim zhor§enim béhem klinického
projevu [106].

DalS$im novym biomarkrem je presynapticky protein SNAP2S5. Jeho koncentrace
podstatné nariistd béhem prodromdlniho stadia nemoci. Pomoci tohoto biomarkeru by se

mohla sledovat terapeuticka odpovéd’ [107].

2.3. Autoimunitni procesy u ACH
Alzheimerova choroba se objevuje predevS§im u pacientli starSich 65 let také
v disledku n¢kolika vzajemné propojenych patologii. Jednou z nich jsou cévni onemocnéni,
mezi néZ je fazeno 1 poruSeni hematoencefalické bariéry. Pfitomnost anti-neuronovych
autoprotilatek v séru nemusi mit patologicky dusledek, dokud nedojde k poSkozeni

hematoencefalické bariéry a tim moznosti prostupu téchto protilatek do CNS [108].

2.3.1. Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (Ig; protilatky) jsou glykoproteiny patiici mezi zakladni molekuly
imunitniho systému. Podileji se na obran¢ hostitelskych systémt jako slozky specifické
imunitni odpovédi. Protilatky jsou soucédsti obrannych mechanismli zejména v ramci
neutralizace, opsonizace a aktivace komplementu [109, 110].

Existuje pét tiid imunoglobulint, kdy to jsou u vétSiny vyssich savct tiidy IgG, IgM,
IgA, 1gD, a IgE. Tyto tiidy se lisi na zaklad¢ velikosti, naboje, slozeni aminokyselin, obsahu

sacharidt, a také podle vyskytu a funkce. Kromé toho je urcita heterogenita i ve tiidach,
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zejména u imunoglobulint G, které dav8 vzniknout u lidi ¢tyfem podtiidam (IgGl, 1gG2,
1gG3, 1gG4). U imunoglobulinu A jsou naptiklad také dvé podtridy [109, 110].

Zakladni strukturou protilatky jsou dva identické "tézké" polypeptidové fetézce
sparované s kratSimi dvéma identickymi "lehkymi" fetézci. Tyto fetézce tvoii piiblizny tvar
flexibilniho Y (Obrazek 6). Retézce jsou propojeny proménnym poétem disulfidickych vazeb.
Celkova molekulova hmotnost jednoho takto slozeného imunoglobulinu je pfiblizné 150 kDa
[109, 110].

Antigen
Vazebné misto pro antigen

Lehky fetézec

Tezky tetezec

Obrazek 6 Schematické znazornéni struktury imunoglobulinu (upraveno dle [110]).

2.3.2. Pojem autoimunita

Imunitni systém chrani télo pfed potencidln¢ Skodlivymi latkami (antigeny), jako jsou
cizi mikroorganismy, toxiny apod. Antigeny jsou prezentované na bunkach tvoficich
specifické protilatky. Tyto protilatky v konecném disledku vedou k destrukci antigent.
Bohuzel, mezi antigeny mohou byt zahrnuty i tvz. télu vlastni antigeny. Produkce takovychto
protilatek Casto vede k destrukci zdravych télesnych tkani. Tim se vyznaCuje autoimunitni
reakce organismu [111].

Autoprotilatky jsou tvofeny za fyziologickych nebo patofyziologickych podminek
(Obrazek 7). Fyziologicky se pfirozené autoprotilatky produkuji pfi rozpoznani vlastniho
antigenu (autoantigenu), aby se usnadnilo poznavani a odstranéni mrtvych ¢i umirajicich
bunék [112, 113]. Ptirozené autoprotilatky jsou Casto isotypu IgM a spontanné se vytvareji
béhem vyvoje B-bunck. Polyreaktivni pfirozené protilatky jsou obvykle s nizkou afinitou
k vlastnim antigenim a jsou primarné produkovany B-bunkami [114]. Pfirozené protilatky
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usnadnuji fagocytozu apoptotickych bun€k a inhibuji zanétlivé cesty. Z tohoto diivodu maji
ptirozené protilatky klicovou roli v tlumeni zanétu a udrzovani imunitni tolerance [112].
Produkce protilatek s vysokou afinitou, pfevazné tiidy IgG, je podporovéana zanétem a
infekci, které vyvolavaji protilatkovou afinitni maturaci smérem k zacileni na vlastni
antigeny. Zhrouceni imunitni tolerance je hlavnim mechanismem vedoucim k patogenni
produkci autoprotilatek a k autoimunitnimu onemocnéni. Navazanim na vlastni antigen
s vysokou afinitou patogenni protilatky zahajuji a udrzuji zanétlivou kaskddu odpovédnou

za poranéni tkan¢ [115].

e Pomocné T-buiikcy

< Auto-
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Obrazek 7 Schematické znazornéni vzniku autoprotilatek. B-buriky rozpoznavaji endogenni slozky v téle jako
antigeny (autoantigeny). Soucasné pii stimulaci pomocnych T-bunék, se B-bufiky diferencuji na plazmatické
buriky, které produkuji protilatky specifické vici autoantigenu (autoprotilatky) (upraveno dle [116]).

Autoimunitni reakce T-lymfocytti namifenych proti centralnimu nervovému systému
se tedy piedev§sim opakované podili na chronickych zanétech neurontl, nasledn¢ destrukci
mozku a michy. Svoji roli hraje také skute¢nost, ze CNS je "imunitné privilegovanou tkani".
Imunitni privilegium je evolu¢ni adaptaci zaméfené na ochranu zvlasteé dilezitych organt
ptred zanétlivymi ucinky. Prave jako jsou i organy CNS — napf. o¢i, mozek a micha. Diive se
vSeobecné myslelo, Ze jakakoliv ¢innost imunitniho syst¢ému v CNS je znamkou patologie
[111, 252].

Autoimunitni proces zpisobuje fadu lidskych onemocnéni, jako je Graves-
Basedowova choroba, systémovy lupus erythematodes, roztrousena skleréza, revmatoidni
artritida, sklerodermie, myasthenia gravis a dalsi. I kdyz jsou pii¢iny autoimunitnich poruch
riznorodé a obvykle Siroké, specifické cile autoprotilatek charakterizuji kazdé jednotlivé

autoimunitni onemocnéni. Napiiklad myasthenia gravis je dobfe znamé lidské autoimunitni
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onemocnéni. Pfi této nemoci je porusen pienos vzruchu mezi nervem a svalem. Tato porucha
nedostate¢ny nervovy impuls pro zahajeni ¢i udrzeni pohybu svalovych buné¢k [117, 118].
ACH je tfazena k autoimunitnim onemocnénim a toto zafazeni poskytuje dulezitou

vazbu mezi vaskularni patologii (zménou hematoencefalické bariéry) a neurondlni smrti

bunék [108, 119].

2.3.3. Autoimunita u ACH

Infiltrace imunitnich bunék do mozku byla povazovana desitky let za patologicky
proces, pfi kterém imunitni bunky zautocily na centralni nervovy systém (CNS). Tento proces
je pozorovan u zanétlivych autoimunitnich onemocnéni, naptiklad roztrousené sklerézy (RS).
Jako neurozanétlivé procesy v parenchymu CNS jsou bézné jiné patologické stavy CNS
bez ohledu na jejich etiologii, véetné neurodegenerativnich poruch, jako je Alzheimerova
choroba a amyotroficka lateralni skleréza (ALS). Tyto patologické stavy jsou Ccasto
srovnavany S MS, ale na rozdil od ni reaguji na imunosupresivni [é¢bu [111].

Imunitni systém funguje jako propracovany systém brzd a protivah, ktery koordinuje a
ukoncuje imunitni odpovéd’ pfi poranéni tkan€ v nervovém systému. V CNS jsou imunitni
reakce peclivé kontrolovany, aby se vyloucilo poSkozeni citlivé tkan€ s omezenou schopnosti
regenerace. Prevladajici typy bunck v CNS, gliové buiiky a neurony, selektivnim zplisobem
reaguji na Sirokou Skalu cytokinli a komunikuji pfimo 1 nepfimo s imunitnimi buikami.
Specializované endotelové buiiky hematoencefalické bariéry poskytuji adaptivni selektivni
bariéru pro dopliovani imunitnich bunék do CNS. V CNS je omezen proces prezentace
antigenu, ackoli vétSina bunéénych typti (mikroglie, astrocyty a dokonce neurony) miize
pod fadnou stimulaci produkovat hlavni histokompatibilni komplexy. Imunitni odpoveéd
v CNS se vyrazng lisi od imunitni odpovédi v jinych cilovych organech [120-122].

Z vysledkll studii vyplyvéa, Ze autoimunitni onemocnéni ma také pozitivni efekt
na homeostazu, a ze hraje klicovou roli v udrzovani CNS po poskozeni. Konkrétné bylo
zjisténo, ze autoimunni T-bunky usnadiiuji 1é¢ebné procesy v CNS v ptipadech sterilnich
mechanickych poranéni mozku nebo michy, psychického stresu a dalSich. Jesté¢ veétSim
ptekvapenim je podpora téchto T-lymfocytti v zakladnich procesech mozkové funkéni
integrity, naptiklad pfi udrzovani celozivotni plasticity mozku vcetné prostorového uceni,

paméti a neurogeneze [111, 123].
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Dilezité je, ze autoimunni T-bunky jsou soucasti bunécné sité, efektivné a bezpecné
pracuji a vyzaduji piisné natizeni od jiné populace imunitnich buné¢k, jako jsou napiiklad
regulaéni T-buiiky, nezbytné pro udrzovani imunologické tolerance a homeostazy [111, 124].

Dysregulace rovnovahy mezi perifernim potlatenim imunity na jedné strané a
ochrannou autoimunitou na stran¢ druhé, je zakladnim mechanismem pii vzniku a progresi
odezvy zanétl spojenych s chronickymi neurodegenerativnimi onemocnénimi mozku a
stdrnutim. Zmirnéni chronického zanétu neuronti za téchto podminek vyzaduje spise aktivaci
nez potlaceni periferni imunitni odpovédi namifené proti vlastni tkani [111].

Starnuti imunitniho systému, mize vést ke vzniku chorob. Tyto choroby jsou
ve vegetacnim Klidu, dokud je imunitni systém udrzovan pod kontrolou [123, 125].
Toto tvrzeni podporuje fakt, ze funk¢ni integrita imunitniho systému je spojena s funkcni
integritou  mozku. Dale mnoho z kognitivnich dysfunkci pozorovanych u imunitné
kompromitovanych mladych mysi je podobnych jako u poklesu kognitivnich funkci
souvisejicich s vékem. To nam ukazuje, ze starnuti mozku miZze byt zplsobeno jen
zhorSenym nebo dysfunkénim imunitnim systémem [126, 127]. A skutecnost, ze chronické
neurodegenerativni onemocnéni se objevuje dfive u imunitné kompromitovanych zvitat, toto
jen dokazuje [128]. Také u pacientli, s chronickym neurodegenerativnim onemocnénim,
koreluje toto onemocnéni se zrychlenou imunosenescenci. Imunosenescence jsou zmény
V imunitnim systému souvisejici se starnutim, které v rizné mife zasahuji do imunitni obrany
organismu, avSak nevedou k jeho utlumeni ale naopak k celkové remodelaci [129-131].

K probihajicimu autoimunitnimu procesu pfispélo také zjisténi, ze imunoglobuliny
(Ig), které byly detekovany v séru, mozkomisnim moku a v amyloidnich placich nemocnych
ACH, maji spojitost S cévnim amyloidem. Neékolik dalSich studii prokazalo ptitomnost Ig
v neuronech, ale zadna z téchto studii nespecifikovala procenta neurontl pozitivnich na Ig.
Bohuzel, vyznam neuronovych autoprotilatek byl diive ptehlizen, z velké casti diky
podobnym mnoZstvim autoprotilatek v séru kontrolnich vzorku a vzorku od pacientid s ACH
[132-134].

Dalsi studie se zajimaly o zanétlivy profil téchto Ig-pozitivnich neuront. V téchto
neuronech byla zjiSténa pfitomnost slozek komplementu, napi. protein Clq a komplex
C5b-C9. To naznacuje na neuronalni bunécnou smrt zprostiedkovanou aktivaci komplementu
klasickou cestou. Komplement je soucasti nespecifické humoralni obrany organismu a jeho
soucasti je mnoho kaskadovité se aktivujicich proteini. Protein Clq se ucCastni aktivace
klasické cesty komplementu navazdnim na Fc fragment protilatky a komplex C5b-C9

ukoncuje aktivaci komplementu vytvofenim péru v membrané tercové bunky [108, 135, 136].
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jako je interleukin-13 (IL-13) a transformacni rastovy faktor beta-2 (TGFB-2). Toto
imunosupresivni prostfedi je spolenym rysem mnoha imunitné privilegovanych mist. Bunky
imunitniho systému a jejich sekretované produkty (zejména, IL-6, TNF-alfa, makrofagy a
zirné buiiky) pak mohou hrat negativni 1 pozitivni role v zavislosti na jejich mnozstvi a

nacasovani jejich ¢innosti [121, 137, 138].

2.3.4. Disfunkce hematoencefalické bariéry

Autoimunitni onemocnéni tedy mohou postihnout i CNS. Aby se vSak mohly
imunoglobuliny dostat do mozku, musi byt naruSena schopnost udrZeni integrity
hematoencefalické bariéry. Tato bariéra je hlavnim modulatorem pro filtraci dulezitych latek
a zivin pro CNS, a kterd je v prvni fadé postavena z endotelidlnich bun¢k a astrocyti.
K poruse hematoencefalické bariéry mize dojit pfi poranéni hlavy, a za podminek obvykle
spojenych se starnutim, jako jsou napfiiklad aterosklerdza, hypertenze [139], cévni mozkova
ischemie a mrtvice [140, 141]. Vsechny tyto faktory jsou rizikovymi i pro ACH. Zména
hematoencefalické bariéry je dale spojovana s mutacemi genu ApoE. Porucha této bariéry
vede K rozsahlému uniku tekutiny mimo cévni feéisté, obsahujici sérové 1gG, do nervové
tkang, konkrétné do oddélenych kortikalnich a subkortikalnich mist, véetné hipokampu [142,
143].

Ve skuteCnosti ma zhorSend funkce této bariéry katastrofalni disledky. Jedna
Z neuropatologickych vlastnosti amyloidnich plaki v mozkové kife je tvorba amyloidnich
usazenin v mikrocévach. Ty se ucastni degenerace endotelu, poskozeni bunék hladkého
svalstva a pericyti. Amyloidni usazeniny jsou také spojeny s abnormalnimi zménami bazalni
membrany. PoSkozeni cév je jednou z hlavnich patologickych roli AP pti ACH [144, 145].

Koncentrace albuminu a haptoglobulinu pii ACH jsou vyznamné vyssi
vV mozkomisnim moku, a to v souvislosti se zvySenou propustnosti hematoencefalické bariéry
[139, 147]. Dusledky této vadné bariéry zpusobuji unik neurotoxickych latek z plazmy

do neuropilu, coz vede k tvorbé plaku a neurofibrilarni degeneraci [140, 146].
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2.3.5. Vyskyt autoprotilatek pii ACH

Soucasné koncepce patogeneze ACH zahrnuji Gcast zanétlivych a autoimunitnich
slozek. Anti-neuronalni autoprotilatky byly detekovany v séru pacientd s ACH, ale jejich
vyznam je stale nejasny a jejich pouziti jako diagnostického nastroje byl diive ¢asteéné
vyloucen v disledku piitomnosti podobnych mnozstvi téchto protilatek i u zdravych jedincu.
Predpoklada se, ze pouhd pfitomnost anti-neuronovych autoprotildtek v séru nevede sama
0 sobé k patologickym diisledkim. Pokud je vSak hematoencefalicka bariéra dysfunkcni, tyto
protilaitky se mohou vazat na své cilové antigeny a vyvolat nebo alespoii piispét
k patologickym rysim nemoci, véetné cytopatologickych zmén a ztrat¢ bunck. Specifické
protilatky pro ACH by mohly slouzit jako uzitecné diagnostické markery pro tuto nemoc.

Odlisné specifity a potencialni role autoprotilatek detekované v séru nebo mozkomisnim

moku u pacientti s ACH jsou shrnuty v tabulce 1 [6, 108, 148-150].

Tabulka 1 Specifita, potencionalni role a uzite¢nost autoprotilatek jako biomarkeru u ACH (upraveno dle [116,

149].
Cilové epitopy Potencialni role spec. auto-Ab Pouziti jako biomarker
p-amyloid protektivni ano
fosforylovany tau protein protektivni pravdépodobné
oxLDL castecné protektivni pravdépodobné
gangliosid GM1 patogeneticka ano
glutamat patogeneticka ano
dopamin patogeneticka ano
hydroxytryptamin patogeneticka ano
protein S100b patogeneticka ano
aldolaza neznama ano
rabaptin neznama ne
receptory pro produkty o o
neznama neznama
pokrocilé glykace
ATP-syntaza patogeneticka ano
redox-reaktivni protilatky neznama ano

Vysvétlivky: Ab — protilatka; oxLDL — oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou
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Protilatky proti beta-amyloidu

AP peptid se odstépuje z transmembranového amyloidniho prekurzorového proteinu
jako hydrofobni peptid se 40 a 42 aminokyselinami, ktery ma tendenci polymerovat. Nékteré
polymerni jednotky AP jsou pifitomny v mozku pacienti s ACH, soucasné¢ s malym
mnozstvim rozpustnych Ap monomerd a oligomert, stejné jako velké mnozstvi
nerozpustnych AP fibril v amyloidnich placich a cévnich usazenindch. Z téchto tii
polymernich jednotek jsou oligomery nejvice neurotoxické, a vedou K poskozeni a smrti
neuront v mozku pacienta s ACH [151-153].

Ptirozené¢ se vyskytujici protilatky proti beta-amyloidu jsou pfitomny v séru
jak u pacientt SACH, tak i u osob bez demence [154]. Tyto protilatky specifické
proti B-amyloidu pomahaji udrzovat B-amyloidni homeostazu [155]. Anti-Af protilatky
Vv intravenoznich imunoglobulinech (IVIG) rozpoznavaji konformaéné specifické epitopy,
jakoz i linearni epitopy z riznych oblasti peptidu AP. Protilatky proti A v krevnim ob¢hu,
zejména ty svysokou aviditou, jsou casto maskovany vytvofenim imunokomplexu
s ligandem. Pfirozené anti-Ap protilatky maji schopnost zabranit oligomerim Ap vyvolavat
neurotoxicky uc¢inek a napomadhaji k jeho rychlejSimu odbourani ve formé imunokomplexu.
Tento neuroprotektivni ucinek muize odrazet 1é¢ebny potencidl ptirozené se vyskytujicich
protilatek proti AP, nalezenych v IVIG, pro 1é¢bu pacienti s ACH [154]. Pfirozené se
vyskytujici AB-protilatky rozpoznavaji epitop AP na jeho N-konci, aminokyseliny 1-15 [156].
Zatimco protilatky produkované aktivni imunizaci se vazou nauzsi epitop AP (4-10)
(Obrazek 8) [157]. Protilatky proti epitopim na N-konci AB jsou G¢inngj§i nez protilatky
cilené na C-koncové nebo centralni epitopy pii odbouravani plaku u transgennich mysi [270],
a také pfi inhibici cytotoxicity a vzniku fibril [157].

60 A

m 80 A

Obrdzek 8 Mozny zpusob vytvafeni fibril. Sestava oligomert zafina ve stfedni ¢asti a C-koncové casti AP
peptidd. Aktivni imunizace vede ke vzniku protilatek cilenych na N-konec AP peptidu, protoze pouze
N-koncova ¢ast je k dispozici pro interakci s T-butikami (upraveno dle [158]).
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Vysledné hladiny autoprotilatek AP v séru nebo plazmé u pacienti s ACH ve srovnani
se zdravymi jedinci jsou v soucasnosti sporné. Nékolik védeckych skupin zjistilo, ze sérové
hladiny volnych, s antigenem nevazanych AB-autoprotilatek byly u pacienti s ACH nizs§i nez
u zdravych kontrol [159-161]. Zatimco jiné védecké studie uvadély vyssi hodnoty téchto
protilatek u pacienti s ACH [162], nebo nékteré studie dokonce nenasly zadné rozdily mezi
pacienty a kontrolami [163-165]. Gustaw a jeho kolektiv poukazuje na to, Ze autoprotilatky
proti AP jsou nejen ve volném stavu, ale i ve stavu vazaném na antigen, a tedy tvotici
imunokomplexy s AB peptidy. To maze byt davodem nesouladu ve vysledcich riznych studii.
Nasledné piistanoveni sérovych  Ap-protilatek, ale svyuzitim kyselé disociace
AB-imunitnich komplext, zjistili vyssi Grovné Ap-autoprotilaitek u pacienti s ACH
ve srovnani se zdravymi kontrolami [166, 167]. Za pouziti podobného postupu Klaver
s kolegy mezi obéma skupinami nezjistili zadné rozdily [168].

Jak bylo zjisténo, pasivni imunizace APP-transgennich mysi s anti-Af protilatkami
snizuje cerebralni ukladani amyloidu a zlepSuje kognitivni funkce u mysiho modelu ACH [36,
169, 170]. Pasivni imunizace IVIG u pacienti s ACH zlepsuje jejich kognitivni funkce. IVIG
obsahuji ptirozené protilatky nebo monoklonélni protilatky proti AB. Zda se, ze infuze IVIG
uvoliiuje AP z CNS do krevniho fecisté. Aktivni imunizace proti AP je schopna zabranit
naslednému ukladani f-amyloidu. Klinicka studie s pouZitim aktivni imunizace proti AP u lidi
v8ak byla zastavena vzhledem Kk rozvoji akutni meningoencefalitidy, cerebralni amyloidni
angiopatie a perivaskularniho zanétu [149, 171-173]. Proto i tyto autoprotilatky mohou byt
za urc¢itych podminek patogenni [116]. Nicméné uz bylo vyvinuto n€kolik novych piipravki
schopnych poskytnout protilatky proti AP, at’ aktivni nebo pasivni strategii imunizace, a které
jiz dosahly klinického testovani [149, 174, 175].

Protilatky proti fosforylovanému tau proteinu

Tvorba neurofibrilarnich klubek je dal$im neuropatologickym charakteristickym
znakem ACH. Autoprotilatky proti tau nejsou pievladajici ve srovnani s protilatkami
proti AB.  Anti-tau autoprotilatky byly jen ziidka detekovany u  pacientd
s neurodegenerativnimi chorobami. To naznacuje, ze tau protein je velmi Spatnym
autoantigenem [176]. Rosenmann a jeho Kkolektiv detekovali jak autoprotilatky
proti fosforylovanému, tak i proti nefosforylovanému tau proteinu. U pacienti s ACH byly

IgM protilatky mirné vys$si ve srovnani se zdravymi kontrolami [177]. Role a funkce téchto

29



protilatek musi byt objasnéna v dalSich studiich, jakoz i jejich piispévek k patofyziologii
ACH [178].

Predpoklada se, ze anti-tau terapie muze byt klinicky G¢innéjsi nez anti-Ap terapie.
Tau patologie totiz 1épe koreluje s kognitivni poruchou. Pocatecni testovani na zvifecich
modelech prokazalo, ze aktivni nebo pasivni imunizace tau proteinem snizila tau patologii a

zlepsila kognitivni funkce [179, 180].

Protilatky proti oxidovanym lipoproteinim s nizkou hustotou

Je stale vice ziejmé, Ze metabolismus lipidQ, oxidacéni stres a zdnétlivé mechanismy se
mohou rovnéz podilet na patogenezi ACH. AB-peptid, ktery se sdruzuje s lipoproteinovymi
¢asticemi jak v mozkomi$nim moku, tak i v plazmé, vyvolava oxidaci riznych biomolekul
[181]. Ve skute¢nosti jsou CSF lipoproteiny u pacienti s ACH vice nachylné k oxidaci a
vyvolavaji neurotoxicitu [182]. Oxidované lipoproteiny s nizkou hustotou (oxLDL) jsou
vysoce imunogenni a vyvoldvaji vznik systémovych protilatek s vyznamnymi funkénimi
vlastnostmi [183]. Pfitomnost protilatek vazajicich se na oxLDL v mozkomi$nim moku
pacientl s neurodegenerativni demenci a u zdravych jedinc hodnotil Kankaanpdid a jeho
kolegové. Titry IgG protilatek proti oxXLDL v CSF byly vyznamné zvySeny U pacientu s ACH
ve srovnani s pacienty s frontotemporalni lobarni degeneraci a zdravymi jedinci. Tyto nemoci
jsou dvéma nejbéznéjSimi, které zpusobuji neurodegenerativni demenci. Funkce a uloha
téchto protilatek v mozkomisnim moku, a predev§im jejich uZiteCnost jako biomarkert
v diferencidlni diagnostice nebo pfi sledovani progrese nemoci a lécebné odpovédi u ACH,

jsou neznamé [149, 184].

Protilatky proti gangliosidu GM1

Gangliosidy jsou kyselé glykofosfolipidy lokalizované ve vnéjsi vrstvé plazmatické
membrany. Ackoli jsou znamé udaje o gangliosidovych strukturach a metabolismu, méné je
toho znamého o jejich funkci. Gangliosidy nejspi$ hraji dalezitou roli ve vyvoji neuront,
jakoz 1 Vv jejich regeneraci, zatimco protilatky proti gangliosidim tyto procesy naruSuji.
Biochemické studie prokézaly, Ze lipidové sloZeni plazmatické membrany, vcetné gangliosidu
a cholesterolu, ptisné kontroluje tvorbu beta-amyloidu [185]. Gangliosid GM1 se pevné vaze
k AB-peptidu a mize inhibovat jeho konformaéni zmény [186]. Nékolik studii ukazalo

zvySeni anti-GM1 titrd v séru pacientl trpicich ACH. Protilatky proti GM1 mohou zptsobit
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demyelinizaci perifernich nervi. Hatzifilippou a jeho kolegové prokazali korelaci mezi

ptitomnosti anti-GM1 protilatek typu IgM v séru a zavaznosti demence [187].

Protilatky proti neurotransmiterim

Pribéh progrese ACH se projevuje i globalni ztratou neurotransmiterti. Acetylcholin
strm¢ klesa a mnoho dalSich neurotransmiteri také vykazuje pokles, vcetné
hydroxytryptaminu (HT), noradrenalinu, dopaminu, glutamatu a kyseliny y-aminomaselné.
Mnoho neurotransmiterd je dysfunkéné zapojeno do kognitivni poruchy ACH, a piesto je
nedostatek udaju tykajicich se autoimunity proti neurotransmiteram u demence ACH.
Autoprotilatky proti glutamatu byly nalezeny v krevni plazmé pacientt s ACH. Obsah
autoprotilatek proti glutamatu v krevni plazmé pacientl se stiedné tézkou demenci byl
dvakrat vyssi ve srovnani s pacienty s lehkou demenci. Obsah autoprotilatek proti glutamatu
u pacientti s ¢asnym nastupem ACH byl mnohem niz$i nez u pacientti s pozdnim za¢atkem
ACH. Dulezité také je, ze plazmatické koncentrace imunitnich komplexii a protilatek
proti serotoninu a dopaminu byl vyssi u pacientd s ACH ve srovnani se zdravymi pacienty
stejného veku. Zejména plazmatické koncentrace protilatek proti serotoninu a dopaminu
klesaji s naristem doby trvani onemocnéni [188]. Gruden a jeho kolektiv zjistili, ze protilatky
proti HT jsou zvySeny béhem lehké demence a plato faze, potom slouzi jako marker ACH
bez souvislosti s dobou trvani nemoci. Protilatky mohou hrat roli pfi snizovani obsahu HT
ptirozvoji demence ACH, a to prostfednictvim vazby a odstranéni neurotransmiteru

z funkénich mist v mozku [189, 190].

Protilatky proti proteinu S100B

S100B je kysely, vapnik vazajici protein produkovany astrocyty. Tento protein byl
vybran, krom¢ AP oligomerd, jako druhy antigen souvisejici s atrofickymi procesy v mozku
pti ACH [191]. Fyziologicky protein S100B pusobi jako cytokin produkovany astrocyty,
ktery podporuje pfezivani neuronu a jejich vyvoj, a dale podporuje syntézu APP v neuronech
a neuritech [192]. Naopak nadmérna exprese proteinu S100B vyvolava dystrofické zmény
Vv neuritech, které na n¢ reaguji a benigni transformaci tvoii amyloidni depozity v neuritickych
placich odpovédnych za kortikalni atrofii pii ACH [193].

Studie uvadi pfitomnost autoprotilatek proti SI00B v sérech pacientd s ACH, ale
hladina autoprotilatek u pacienti s ACH se shodovala stémi s vaskularni demenci a se

zdravymi kontrolami [194]. Pozd¢jsi studie ukazaly, ze hladiny protilatek S100B vykazuji
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dvoufazovy vztah se stadiem demence. Jejich koncentrace stoupa béhem mirné az stfedni

faze, v mirné az té¢zké fazi naopak klesaji [189].

Protilatky proti aldolaze

Mor a jeho kolektiv se snazili identifikovat potencialni autoantigeny u pacientti s ACH
testovanim jejich sérovych IgG. Pomoci metody imunoblotu sledovali specifity protilatek
proti strukturam v mozku z bunéénych lyzatu. Identifikovali aldolazu jako novy autoantigen
ub0 % sér. Aldolaza je glykolyticky enzym katalyzujici reakci, ktera konvertuje
fruktozu-1,6-bisfosfat na glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyacetonfosfat. V' sérech pacientd
s ACH inhibuji tyto protilatky aktivitu enzymu. Afinita anti-aldolazovych protilatek byla
vyznamné zvySena piidanim substratu fruktoza-1,6-bisfosfatu. Toto zjisténi by mohlo
naznacovat, ze in vVivo imunitni odpovéd’ proti enzymu by mohla byt pohanéna komplexem
enzym-substrat. Anti-aldolazové protilatky mohou ptedstavovat pravodni jev: neuronalni
apoptdza vede K uvolnéni obsahu bungk, véetné aldolazy, a to ma za nasledek autoimunizaci.
Na druhé strané, tyto protilatky by mohly mit patogenni ucinky tim, Ze inhibuji vyrobu a
vyuziti energie z glukozy. Také by anti-aldolazové protilatky mohly zase pomoci
s odstranovanim plaku, stejné jako je tomu u anti-B-amyloidnich protilatek. To by

nasvédcovalo pfiznivé ochranné imunitni reakci [149, 195].

Protilatky proti rabaptinu

Podle dalsi teorie mohou mit specifické protilatky proti mikrovaskularnimu endotelu
roli v poruseni hematoencefalické bariéry, anebo v indukci aktivace apoptozy v endotelovych
bunkach. Pouzitim strategie molekularniho klonovani identifikoval Delunardo a jeho kolektiv
rabaptin 5 (RABPT5) jako novy endotelialni autoantigen u ACH. AZ u 65 % pacienti s ACH
byl nalezen sérovy IgG proti RABPT5. RABPT5 reguluje uvoliiovani neurotransmitertt a
neuritd [196]. Pfitomnost abnormalit Vv endocytickych drahach v neuronech predstavuje
nejstarsi patologicky rys sporadické ACH. Sekvence aminokyselin RABPT5 vykazuje velmi
zvySeny stupeil homologie s aminokyselinovou sekvenci neurocrescinu, faktorem rastu
neuritd, ktery mulze pfispét k opétovné  regeneraci  poSkozenych  neuront
u neurodegenerativnich onemocnéni [197].

Existuje n€kolik teorii o patogennim vyznamu anti-RABPT5 protilatek. Prvni z nich
je, Zze by mohly byt privodnim jevem v disledku nahromadéni apoptotickych endotelidlnich

bunék. Druhou moznosti je, ze anti-RABPTS5 protilatky vstupuji do neuronti a tvofi
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imunokomplexy s proteiny, ¢imz brani jejich funkci. To by mohlo vést k inhibici endosomalni
membranové flze, ktera buiice poskytuje cytoprotektivni mechanismus proti ukladani
B-amyloidu. Posledni hypotézou je, ze anti-RABPTS5 protilatky by mohly hrat patogenetickou
roli pii kiizové reakci s neurocrescinem a tim zabranovat jeho schopnosti znovu zregenerovat

poskozeni neuront [149].

Autoprotilatky proti receptoru pro produkty pokrocilé glykace

Receptory pro produkty pokrocilé glykace (RAGE) byly identifikovany jako hlavni
receptory na hematoencefalické bariéte zprostiedkovavajici tok AB z krve do mozku [198].
U diabetu a ACH byly zjistény rysy autoimunity a v obou onemocnénich jsou pfitomny
vysoké hladiny produkti pokrocilé glykace a jejich receptorii v tkanich a v periferni krvi.
Soucasné se v ob¢hu vyskytovaly vysoké titry protilatek proti RAGE-like peptidu. Nov¢&jsi
studie neprokézaly konzistentni vztah mezi anti-RAGE protildtkami a kognitivnimi funkcemi
[199]. To znamena, Ze moznost anit-RAGE protilatek v krvi jako biomarkeru pro ACH
zustava nejednoznac¢na [116]. Mruthinti a jeho kolektiv uvadéji, ze anti-RAGE 1gG titry byly
zvySeny u pacientli S diabetem a soucasné i ACH. U nich byla silna linearni korelace mezi
titry RAGE a AP, coz naznacuje, Ze tyto dva peptidy existuji v plazmé v tésném komplexu.
Tyto vysledky podporuji koncept mozného vztahu mezi diabetem a ACH. Ve skutecnosti je
jak onemocnéni, tak rozvoj autoimunitni reakce, vyvolané zvySujicim se vékem a pfitomnosti

amyloidnich peptidd, klicovym faktorem pfispivajicim K cytotoxicité [149, 200].

Protilatky proti ATP-syntaze

Pomoci imunoproteomického pfistupu s vyuzitim mysi mozkové bilkoviny, Vacirca a
kolektiv identifikovali beta podjednotku syntazy ATP jako novy autoantigen u ACH.
Mitochondridlni ATP-syntdza je enzym odpovédny za slozité syntézy ATP z ADP a
anorganického fosfatu, vedeny transmembranovym elektrochemickym protonovym
gradientem. ATP-syntaza se sklada ze dvou hlavnich ¢asti — prvni ¢ast (F0), ktera je zasazena
V membrané, a druhé c¢asti nasedajici na tu prvni (F1) (Obrazek 9). Pravé ta cast Fl
syntetizuje ATP na svém povrchu po navazani ADP a anorganického fosfatu. Pozoruhodné je
umisténi ATP-syntazy 1 na bunééném povrchu, napf. na bunééném povrchu hipokampélnich
neuronll. ATP-syntdza bunééného povrchu se kromé syntézy a hydrolyzy ATP také podili
na fadé¢ bunécnych aktivit, véetné zprostiedkovani intracelularniho pH, bunécné odpovédi

na anti-angiogenni ¢inidla a homeostaze cholesterolu. Za pouziti ELISA metody byly sérové
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anti-ATP-syntazové autoprotilatky detekovany v 38 % u pacienti s ACH, nebyly detekovany
ve shodné veékové skupiné zdravych jedinct a u pacientti s Parkinsonovou nemoci nebo

ateroskler6zou [149, 201].

Obrizek 9 Enzym ATP-syntaza. Cast F1 se sklada ze tif alfa podjednotek, tif beta podjednotek, dale z epsilon,
delta a gama podjednotky. FO ¢ast obsahuje jednu a, jednu b a devét az dvanact podjednotek ¢ (upraveno
dle [202]).

Redox-reaktivni protilatky

Oxidace zpusobuje rozdilné demaskovani protilatek v kontrolnich vzorcich CSF.
Tyto vzorky totiz obsahuji redox-reaktivni autoprotilatky. U pacient s potvrzenou ACH je
vyskyt téchto autoprotilaitek v CSF nizky nebo nulovy. To naznacuje, Ze tyto protilatky
mohou byt odhaleny pomoci oxida¢nich podminek, které¢ jsou v CNS u pacientl s ACH.
Tyto nemaskované protilatky by se pak mohly vazat na neuronalni tkané¢ a piipadné se
ucastnit pocate¢ni kaskady vedouci az k demenci u ACH. Pred¢asna fyziologickd odhaleni
téchto redox-reaktivnich protilatek v mozkomisnim moku pacientti S ACH muze predstavovat
cenny biomarker pro diagnostiku a progresi tohoto, a mozna i dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni [149, 203, 204].
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2.4. Metody vyuzivané pro stanoveni specifickych autoprotiliatek

u Alzheimerovy choroby

Metodou pro stanoveni specifickych autoprotilatek u Alzheimerovy choroby, ktera se
nejcastéji objevuje ve studiich pojednavajicich o hladindch anti-Af autoprotilatek
Vv biologickych materialech, je metoda ELISA v mikrotitraéni desti¢ce. O metodé ELISA je
pojednavano v kap. 2.4.1. Dale jsou vyvijeny nové, citlivéjsi metody pro stanoveni anti-Af
autoprotilatek, o kterych pojednava kapitola 2.4.2. Jsou v ni zahrnuty metody MELISA,
western blotova metoda, mikrofluidni technika a multiplexni analyza.

Vysledné hladiny autoprotildtek proti AP v séru nebo plazmé se u skupin pacientl
V jednotlivych studiich ruzni, jak jiz bylo feSeno v kapitole 2.3.5. - Autoprotilatky
proti beta-amyloidu. Ne¢kolik védeckych skupin zjistilo, Ze sérové hladiny volnych,
s antigenem nevazanych Af-autoprotilatek byly u pacienti s ACH nizsi nez u zdravych
kontrol [159-161]. To nasvédCuje predstavé, Ze u pacienti s ACH je vice anti-Ap
autoprotilatek vazano samyloidem beta, tedy vséru je detekovano méné téchto
autoprotilatek. Dalsi studie uvadéji vysledné hodnoty anti-Af autoprotilatek vysSich
u pacientti s ACH [162]. Jsou ale i studie kde nezjistili mezi zdravymi kontrolami a pacienty
S ACH Zadné rozdily [163-165, 168]. Tyto rozdily mohou byt dény riznym feSenim

komplikaci pfi stanoveni téchto autoprotilatek v jednotlivych studiich.

Mozné komplikace pri stanoveni autoprotilatek

Pii praci sredlnymi vzorky jako komplexnim materidlem muiZe dojit k nékolika
protilatek proteinovymi interferencemi. To lze eliminovat vhodnou blokaci volnych mist
na povrchu pevné faze. Ve studii Klaver a jeho kolektivu (2010) porovnavali rizné druhy
bloka¢nich ¢inidel pro sniZzeni nespecifické sorbce [205]. DalSim zptisobem sniZeni
nespecifickych interakci je izolace imunoglobulini ze séra, kdy je vhodnéjsi vyuzit k izolaci
imunoglobulinti thiofilni adsorpéni chromatografii. Tato metoda je Setrnéj$i pro samotné
imunoglobuliny, kdy navic nedojde k polyvalenci sledovanych anti-Ap autoprotilatek [253].
Polyvalentni protilatky, které slouzi jako pfirozend obrana proti patogenim, obsahuji
hypervariabilni oblasti zptsobujici nizsi aviditu a specifitu k antigenim [154]. V séru se
mimoto vyskytuji protilatky monovalentni, které se na AP vazi se stfedni az vysokou aviditou.

Zajimavym efektem je, ze mize dochazet k polyvalenci monovalentnich protilatek pii kyselé
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eluci imunoglobulini béhem jejich izolace, napiiklad pfi pouziti Proteinu G [154, 228, 229].
Na pritomnost téchto polyvalentnich protilatek je tieba brat ztetel pti izolaci 19, a nejen pfi ni,
ale 1 pfi samotném stanoveni. Napiiklad pfi stanovovani monovalentnich anti-Af protilatek,
mize dochazet k prekryvu hladin titrd protilaitek mezi pacienty, pokud jsou ve vzorku
i polyvalentni protilatky [154]. Ptirozené polyvalentni protilatky, i ty vzniklé pii piipraveé
vzorku, souvisi s vy$§imi hodnotami slepych vzorku, kdy se tyto protilatky nespecificky vazi
na povrch desticky ¢i zkiizené reaguji. Velkym problémem je, ze tento efekt nelze odstranit
béZznymi bloka¢nimi ¢inidly, zvySuje se pozadi testu a tim se sniZzuje senzitivita testu [154,
205]. Moznym zptisobem redukce pfitomnosti téchto polyvalentnich protilatek je vyuziti
ucinkli chaotropniho ¢inidla (napt. thiokyanit amonny nebo 8 M mocovina). Choatropni
¢inidlo rozrusi slabé vazby polyvalentnich protilatek, ¢imz se snizi hladina slepych vzorka.
Nedojde pfitom k naruSeni specifickych vazeb anti-Ap protilatek vazajicich se siln€jsi vazbou
na vazebné misto na AP peptidu [154].

Také se objevuji studie, kde je feSena otazka tzv. maskovanych autoprotilatek.
V pacientskych sérech jsou protilaitky ve stavu dynamické rovnovahy mezi vadzanou a
nevazanou formou. Autoprotilatka a antigen, které jsou vazany vzajemné v imunokomplexu,
jsou tézko detekovany, protoze je maskovano jak misto pro detekci protilatky, tak antigenu.
Proto jsou vysledky titri autoprotilatek proti AP tak nesourodé. Lze totiz detekovat jen volné
autoprotilatky, které nejsou vazany v imunokomplexu s AP peptidem [166-168, 230].
Ve studii Gustaw-Rothenberg (2010) stanovovali sérové protilatky proti amyloidu B (1-42)
pted disociaci antigenu a po disociaci metodou ELISA v mikrotitra¢ni desti¢ce. Jejich analyzy
ukazaly, Ze hladina protilatek po disociaci byla u pacientd s ACH vzdy vyznamné vyssi
Vv porovnani s kontrolnimi vzorky. Hladiny disociovanych autoprotilatek proti AP (1-42) maji
vyznamnou diagnostickou hodnotu na po¢atku neurodegenerativniho procesu a poté mohou
byt uziteénym biomarkerem pro progresi onemocnéni [167].

Pro spravné stanoveni anti-Af protilatek je tfeba pocitat s t€émito komplikacemi,

zohlednit je a vhodné pfistupovat k celé metodice.

2.4.1. Enzymova imunoanalyza na pevné fazi —- ELISA
Metoda enzymové imunoanalyzy na pevné fazi v nekompetitivnim uspotadani
(ELISA) je ucinnym zpusobem detekce a kvantifikace specifickych proteinii v komplexni

smési. Pivodné tuto metodu popsal Engvall a Perlmann (1971). Tato metoda umoziuje
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analyzu proteinovych vzorkl imobilizovanych v jamkach mikrotitracni desticky s pouzitim
specifickych protilatek. Tato technika byla revoluci v imunologii a je bézné pouzivana
Vv Iékatskych vyzkumnych laboratotich. Metoda ELISA ma vyuziti v komer¢nich aplikacich,
véetné detekce infekénich protilaitek a markera v diagnostice, a také alergent
V potravinafském pramyslu [254].

Dulezitym milnikem pro enzymatické metody bylo zavedeni technologie umoziujici
produkci antigen-specifickych monoklonalnich protilatek. Monoklonalni protilatky maji
vyuziti jako sondy pro detekci jednotlivych molekul v komplexnich proteinovych smésich
nebo vzorka tkani. Zpocatku bylo detekce dosazeno pouzitim protilatek znacenych
radioizotopy. To se ale z divodu zdravotnich rizik postupné vytésnilo, kdyz se objevila
alternativa. Avramais (1966, 1969) a Pierce (1967) vyvinuli metody s chemicky zna¢enymi
protilatkami. Protilatky jsou znacené uréitym enzymem, ktery Vv roztoku se substratem dava
méfitelny signal. S vyvojem fluorescencni technologie, kdy je generovan signal s pouzitim
znacenych protilatek fluoroforem, je tato technologie prevladajici, a to zejména
v multiplexnich metodach [254].

Ackoli je mnoho variant metod ELISA, riizné pouZiti a rizné situace, vSechny zavisi
na stejnych zakladnich prvcich. Nejdfive se pfimo nebo nepiimo imobilizuje antigen
na pevnou fazi. Tou miize byt povrch jamek mikrotitracni destiCky, ale také se vyuzivaji
nejriznéjsi povrchy, jako jsou sklo, polystyren a jeho derivaty, a dale také naptiklad
magnetické Castice [255]. Po navazani antigenu se zablokovavaji nenavazana mista
na povrchu jamek pfidavkem bloka¢niho ¢inidla — nejcastéji je to hovézi sérovy albumin
(BSA). Nasleduje inkubace se specifickymi protilatkami proti antigenu. Mé&fitelny signal se
generuje prostfednictvim enzymu piimo nebo sekundarné znackou na specifické protilatce
(Obrazek 10). Detekéni protilatka miize byt znacena enzymem nebo fluoroforem generujicim
signdl. K enzymatické detekci se k enzymu ptridava vhodny substrat. Poté se méfi barevna
zména roztoku v jamce mikrotitracni desticky. Naptiklad pti detekci pomoci enzymu kienova
peroxidaza (HRP) se jako substrat nejcastéji pouziva o-fenylendiamin (OPD) nebo 3,3,5,5-
tetramethylbenzidin (TMB) [254].
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Obrazek 10 Schéma nejcastéji vyuzivanych ELISA metod (upraveno dle [254]).

Tato metoda je zatim nejvice vyvinutou a vyuzivanou vzhledem ke stanovovani
anti-Ap autoprotilatek. Pouzivany systém detekce je vyhradné enzymaticky, nejéastéji pomoci
enzymu HRP. Rozpolcené pohledy na hladiny anti-A protilatek u riznych skupin pacienti je
zminovan v kapitole 2.3.5. - Autoprotilatky proti beta-amyloidu a v avodu kapitoly 2.4.
V publikacich, ve kterych je uvadéno stanoveni anti-Ap protilatek metodou ELISA [154, 168,
205], je vyuzivano pouze prosté absorbce, tedy nespecifické interakce, pro vazbu antigenu

na povrch jamky v mikrotitra¢ni desticce.

2.4.2. Nové metody pro stanoveni autoprotilatek

Enzymova imunoanalyza s vyuZzitim magnetickych ¢astic — MELISA

Metoda enzymové imunoanalyzy na magnetickych ¢asticich (MELISA) je variantou
metody ELISA s vyuzitim magnetickych castic. U metody MELISA slouzi jako pevna faze
magnetické castice s imobilizovanym ligandem (Obrazek 11). U této metody je vyzadovano
jen malé mnozstvi magnetickych castic a ligandi. Magnetické Castice totiz umoznuji lepsi
piistup molekul/protilatek k jednotlivym epitopiim/antigeniim na povrchu ¢astic [207]. Také
diky reakéni kinetice se oproti ELISA na mikrotitracni desticce sniZzuje €as provedeni testu
[255]. MELISA je metoda presnd, mén¢ Casové naro¢na, a citlivéjsi nez konvenéni ELISA
[208, 209]. Kombinuje vyhody imunomagnetickych c¢astic s metodou ELISA, coz zlepsuje
piesnost a specificnost vV porovnani s béznym imunotestem [206].

MELISA byla pouzita naptiklad pro kvantifikaci imunoglobulinti [209] a stanoveni
cyklosporinu A [210].
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Obrazek 11  Schematické znazornéni pfipravy detektoru sondy (znaCena protilatka) [A (a)], ptipravy
magnetického nosice [A (b)] a postup metody ELISA s magnetickymi ¢asticemi (B) (upraveno dle [206]).

Magnetické ¢astice vyuzivané pri metodé MELISA

Pti metodé MELISA se vyuzivaji magnetické Castice jako pevna faze, z tohoto diivodu
Jsou u této metody jednou z nejdulezitéjSich soucasti. Druhti magnetickych ¢astic je uz dnes
nepieberné mnoZstvi.

Magnetické castice se skladaji z magnetickych nano— a mikrocéastic vloZenych
do polymerni matrice. Velikost castic se muze liSit od stovek nanometri do né€kolika
mikrometra [212]. Magnetické Castice t€Zi z kombinace obou prvka — magnetu a polymeru.
Céstice jsou superparamagnetické, coz znamena, Ze projevuji magnetické vlastnosti pouze
pii aplikaci vngjsiho magnetického pole, coz umoziuje rychlé a snadné oddéleni castic
zroztoku po jejich predchozim rozptyleni (Obrazek 12). Magneticka slozka castic je
nejéastéji z Cistych kovi (Fe, Co, Ni), protoze jsou tyto kovy stabilnéj§i vuci oxidaci [213].
Také se ale hojné vyuziva oxidu zeleza — magnetitu (FesOs), a to diky jeho vynikajicim
magnetickym vlastnostem [214, 215]. Ve vétSin€ piipadi je jako polymerni matrice pouZzivan
polystyren, ale jsou vyuZzivany i nosi¢e na bazi celuldézy, agardzy, polyethylenglykolu,
chitosanu, porézniho skla nebo silanizované magnetické Castice oxidem kiemiCitym [214,

216].
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Obrdzek 12 Ukazka rozptylené suspenze magnetickych ¢astic (vlevo) a chovani ¢astic pod pfilozenym vnéjs$im
magnetickym polem (vpravo) (upraveno dle [209]).

Magnetické ¢astice mohou mit riznou strukturu, kterd je dana rGznym vkladanim
magnetickych nanocastic do nemagnetické matrice. V jednom piipadé jsou magnetické
nanocastice rovnomérné rozlozené v celém objemu polymerni matrice (Obrazek 13a). Jiné
druhy ¢astic jsou charakterizovany strukturou rozdilného jadra a obalu. Budto maji
nemagnetické polymerni jadro s magnetickymi nanocasticemi blizko povrchu (Obrazek 13b),

nebo jsou magnetické nanocastice koncentrované ve stiedu (Obrazek 13c) [212, 217].

(a) (b) (©
Nemagneticka minix

— e

E *-f-:-:l:_"- S S

~—— Magnetické nanocastice

Obrazek 13 Tti varianty pro vkladani magnetickych nanoc¢astic do nemagnetické sférické matrice (upraveno dle
[217]).

Komeréné jsou dostupné Castice s jiz riznymi imobilizovanymi afinitnimi ligandy
na svém povrchu — streptavidinem, riznymi protilatkami, proteiny A nebo G, nebo Castice
s funk¢nimi skupinami na svém povrchu — napiiklad -COOH, -OH, -NH2 [216].

Vyuziti magnetickych ¢astic ma nejen vyhody imunologické reakce na pevné fazi, ale
i vyhody vysoké specificity, mize snizit as detekce a zlepsit citlivost detekce [218].

Magnetické Castice maji optimalné€ jednotny primér a velikost, a jsou rovnomeérné
rozptyleny v roztoku. Také maji vétsi povrch nez ploché pevné faze a umoznuji navazani vice
"aktivnich molekul", ¢imz se zvysi citlivost metody [219, 220]. Proto nejen diky moznosti
funkcionalizace povrchu c¢astic pomoci specifickych ligandt, je téchto castic vyuzivano
v imunologickych metodach [221], k izolaci sekvenci nukleovych kyselin [222], k izolaci

buné¢k [223] a mikroorganismui [224, 225], a ¢isténi proteinovych smési [226].
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Magneticky nosi¢, nesouci imobilizovany afinitni nebo hydrofobni ligand,
iontoméni¢ovou skupinu atd., se ptida ke vzorku obsahujicim cilovou slouceninu. Vzorky
mohou byt surové bunééné lyzaty, plna krev, plazma, ascites tekutina, mléko, syrovatka, moc,
kultivacni média, odpad z potravin a kvasného primyslu, a mnoho dalSich. Po inkubacni
dob€, po které je cilova slouCenina navazana na magnetické Castice, je cely magneticky
komplex snadno a rychle odstranén ze vzorku za pouziti vhodného magnetického separatoru
(ptiklady viz Obrazek 14). Po vymyti necistot, mize byt izolovana cilova slouc¢enina eluovana

a pouzita pro dalsi praci [216].

\

Obrazek 14 Ptiklady magnetickych separatori pouzivanych pro magnetickou separaci. A: Dynal MPC -
S pro Sest mikrozkumavek (Dynal, Norsko); B: Dynal MPC - 1 pro jednu zkumavku (Dynal, Norsko); C: Dynal
MPC - L pro tii zkumavky (Dynal, Norsko); D: magneticky separator pro Sest mikrozkumavek (New England
Biolabs, USA); E: MagneSphere technologie magnetického separaéniho stojanku, dvé pozice (Promega, USA);
F: MagnaBot zafizeni pro magnetickou separaci vétsich objemt (Promega, USA); G: MagneSphere technologie
stojanku pro magnetickou separaci, dvanact pozic (Promega, USA); H: Dynal MPC - 96 S pro 96-jamkové
mikrotitracni desticky (Dynal, Norsko); I: MagnaBot 96 magnetické separacni zatizeni pro 96-jamkové
mikrotitra¢ni desti¢ky (Promega, USA); J: Biomag Solo-Sep pro separaci v mikrozkumavce (Polysciences,
USA); K: Biomag separator pro baiiky (Polysciences, USA); L: MagneSil magnetické separacni zafizeni
(Promega, USA) (upraveno dle [216]).
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Sledovani zeta-potencialu k ovéreni stability magnetickych ¢astic

Zeta-potencial je indikatorem elektrostatického nebo nabojového odpuzovani
Ci pfitazlivosti mezi nanocasticemi. Proto mize byt bran jako jeden z dulezitych zakladnich
parametrt ovliviiujici stabilitu nanoc¢astic. Jeho méfeni ptinasi podrobné informace o hlavnich
pii¢inach disperze, agregace nebo flokulace, a muze byt pouzito pro zlepSeni formulace
disperzi, emulzi a suspenzi [256].

Dvojita vrstva na povrchu castic je vytvotrena tak, aby se neutralizovala nabita ¢astice,
a zpusobuje elektrokineticky potencial mezi povrchem castice a jakymkoli mistem v kapaling.
Tento rozdil napéti je v fadu milivoltd, a je oznacovan jako povrchovy potencial. Velikost
povrchového potencialu se tyka povrchového naboje a tloustky dvojité vrstvy. Sternova
vrstva se na rozdil od vrstvy difuzni povazuje za pevnou vrstvu koloidu. Elektricky potencial
na hranici téchto dvou vrstev souvisi s mobilitou ¢astice a nazyva se zeta-potencial. I kdyz je
zeta-potencidl stfedni hodnotou, je nékdy povazovan za vyznamnéjsi nez povrchovy potencial
[257].

Povrchové sily na rozhrani ¢astic a kapaliny jsou velmi dualezité. Kazda Castice nese
elektricky naboj, ktery produkuje vzajemnou elektrostatickou silu odpuzovani mezi
sousednimi ¢asticemi. VétSinou potiebujeme maximalizovat odpudivé sily mezi ¢asticemi
za ucelem udrzeni kazdé jednotlivé Castice a tim zabranéni jejich agregace. V pfipade, Ze je
naboj dostate¢né vysoky, budou ¢astice zustavat v suspenzi dispergované. Konkrétné jsou
Castice stabilni nad hranici zeta-potencialu 30 mV a -30 mV, tedy hodnoty potencialu vyssi
nez 30 mV a nizsi nez -30 mV. Snizeni nebo odstranéni naboje mé praveé opacny ucinek, vede
tedy k neustalé agregaci Castic. Slozeni kapaliny souvisi s nabojem, proto je mozné zménou
pH nebo iontové latky pozmeénit i naboj ¢astic. Dalsi piimé&jsi technikou pro zménu naboje
Castic je pouziti povrchové aktivnich latek, které se pfimo adsorbuji na povrch ¢astic a méni
jejich vlastnosti. Jelikoz maji nanocastice piirozenou tendenci pii skladovani aglomerovat,

jejich stabilita hraje duleZitou roli [256, 257].

Western blotova metoda s imunochemickou detekci

Metoda Western blot slouzi pro detekci predevsim urcitého proteinu ve vzorku. Muze
byt kvalitativni nebo semikvantitativni. Jde o spojeni elektroforetické separace, pfenosu
separovanych proteinli na membranu a jejich nasledné detekce specifickymi protilatkami.

Pro separaci proteint se vyuziva SDS-PAGE elektroforéza, ktera proteiny rozdéli podle jejich
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molekulové hmotnosti. Pro pfenos proteini z gelu na membranu se nejcastéji vyuziva
elektroforetického transferu, kdy pisobenim elektrického proudu se urychli pfenos proteint
na membranu. Jeho membrany jsou vyuzivany membrany nitrocelulozové nebo
polyvinylidenfluoridové (PVDF) Detekce proteinu na membrané probiha pomoci vazby
primarni protilaitky nésledovana vazbou sekundarni znaCené protilatky. Znackami
na sekundarni protilatce byvaji enzymy (kfenova peroxidaza, alkalickd fosfataza) ¢i jina
fluorescenéni ¢i chemiluminiscen¢ni znacka [271].

Pii studiu autoprotilatek touto metodou se sleduje, zda se ur€ita autoprotilatka ze séra
vaze na dany protein. Vyuziva se pouze tzkého prouzku membrany, tzv. stripu, na kterém
jsou rozseparovany ¢i naneseny proteiny. Tento strip je inkubovan s pacientskym sérem poté
jsou navazané autoprotilatky detekovany znaCenymi protilatkami. Takto lze ucit specifitu
autoprotilatek. Ve studii skupiny Lambert (2006) vyuzili western imunoblot pro urceni afinity
specifickych protilatek proti AP oligomertim. AP oligomery jsou patologickymi sestavami,
které se akumuluji v mozku pacientd s ACH. Také jsou antigenem pro tvorbu monoklonalnich
protilatek. Lambert a jeho kolektiv vyuzitim této metody zjistili, ze tyto protilatky
rozpoznavaji AP oligomery a fibrily, nikoliv vSak fyziologicky pievladajici AB monomery
[98]. Studium vazebné specifity protilatek proti riznym formam AP fragmentt je velice
dualezité pro porozumnéni piesné tlohy autoprotilatek vznikajicich proti riznym konformacim
AB, kdy nejvice antigenni jsou oligomery AP (1-42), a pro vyvoj alternativni imunoterapie
ACH.

Mikrofluidni technologie

Mikrofluidni techniky umoznily miniaturizaci konven¢ni metody ELISA pro rozvoj
point-of-care (POC) diagnostiky [231-233]. Vyhody zafizeni s proudovou mikroskopickou
strukturou zahrnuji jejich pfenosnost, malé objemy vzorkii a poZzadovanych ¢inidel, jakoz i
snizenou pravdépodobnost kontaminace, nizkou cenu, nizkou spotfebu energie, a zvySenou
citlivost a spolehlivost [232, 234, 235].

Mikrofluidika je véda, kterd studuje chovéani tekutin pomoci mikro-kanalki a
technologii vyroby mikro-miniaturizovanych pfistroji obsahujicich komory a tunely,
ptes které proudi tekutina. Alespon jeden rozmér kanalu musi byt v jednotkach mikrometru
nebo desitek mikrometri. Mikrofluidika se zabyva velmi malymi objemy tekutin, a to az

femtolitry, coz je miliardtina litru (10%). Tekutiny se chovaji velmi odli$né
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v mikrometrickém méfitku oproti tomu makrometrickém, tedy tomu méftitku v kazdodennim
zivoté. Tyto jedinecné rysy jsou kli¢em k novym védeckym experimentiim a inovacim [258,
259].

Mikrofluidnim ¢ipem jsou zafizeni s mikrokanalky. Sit mikrokanalkli je zaclenéna
do¢ipu a propojena s makroprostiedim nékolika otvory riznych velikosti. Praveé
prostfednictvim téchto otvori jsou tekutiny davkovany i evakuovany do nebo
z mikrofluidniho ¢ipu. Tekutiny jsou smérovany, miseny, nebo jinak upraveny tak, aby se
dosahlo multiplexovéani, automatizace a vysoce vykonnych systémil. Konstrukce sité
mikrokanalkli musi byt pfesné zpracovana pro dosazeni pozadovanych vlastnosti
pro lab-on-a-chip, detekci patogend, elektroforézu, analyzu DNA, a dalSich [258].

Jsou vyvijeny nové metody pro stanoveni biomarkerd ACH. Pravé jednim z nich je i
mikrofluidni ¢ip pro detekci oligomerniho AP. Detekéni systém tohoto oligomerniho AP
predstavil Kim et al., 2015 ve své studii, kde popisuje jimi vyuzity mikrofluidni ¢ip. Tento
mikrocip se sklada z komor obsahujicich vodni nebo olejovou bazi pro souvislé méteni. Mezi
dvéma ptiléhajicimi komorami jsou mikropilife, diky nimz vznika silné rozhrani voda-olej.
Spomoci téchto mikropilifi maji magnetické castice moznost kontinudlniho prichodu
ptes kazdou komoru. Linearni pohyb magnetickych ¢astic je ovladan magnety tahnoucimi se

2 a sklada se ze t¥ vrstev.

podél mikro¢ipu (Obrazek 15). Tento ¢ip méfi 10 x 30 mm
Polydimethylsiloxanova (PDMS) vrstva obsahuje pét reakénich komor. Kazda komora
obsahuje kapaliny 0 objemu 7 ml. Mezi komorami jsou ¢tyfi obdélnikové sloupky, které byly
vytvofeny pro vytvofeni robustni mezifazové bariéry. Tato platforma zjednoduSuje
komplikovany postup metody ELISA a dosahl vysoké citlivosti, kterd byla nejnizsi ze vSech

konvenc¢nich imunotestii vyuZzivajicich magnetické Castice [236].
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Sklo

Obrazek 15 Mikrofluidni platforma se mikro-pilifovou strukturou pro AP test: (A) schematicky nakres
mikrofluidniho zafizeni v rozloZzeném stavu; (B) Fotografie sestaveného zatizeni (vlevo) a pohled shora

na zatizeni pozorované mikroskopem (vpravo); méiitko 5 mm (upraveno dle [236]).

Multiplexni analyza autoprotilatek

Multiplexni analyza vyuziva velkokapacitnich mikropoli, tzv. microarray, které maji
na podlozce fixované jednotlivé proteiny — antigeny. V posledni dobé je analyza
autoprotilatek profilovanim pomoci velkokapacitniho mikropole ¢im dal vice popularni a je
snaha vyvinout tuto diagnostiku i pro autoprotilatky vztahujici se k onemocnéni ACH. Tento
pfistup je oznacovan jako "autoantibomika", paraleln¢ s ostatnimi technologiemi s pfiponou
"-omika". Pouzitim proteinovych mikro¢ipti, které obsahuji tisice unikatnich lidskych
antigenl, se sonduji séra od pacienti s ACH a zdravych kontrol. Nagele a jeho kolektiv
popsali panel s 10 biomarkery proti autoprotilatkam, ktery by mohl pomoci odlisit pacienty
S ACH od zdravych kontrol s vysokou citlivosti a specifi¢nosti [237]. Krom¢ toho by tento
panel mohl s vysokou ptesnosti odlisit pacienty s ACH od pacientd S karcinomem prsu a
Parkinsonovy choroby. Zajimavé je, ze autoantigeny odpovidajici témto autoprotildtkam jsou
vlastné proteiny, které nebyly dosud dostatecné charakterizovany a jejich role u onemocnéni
ACH nejsou jasné. Piipouziti techniky tohoto proteinového velkokapacitniho mikropole,
vyplynulo, ze pfirozené protilatky jsou v lidském séru hojné a vSudyptitomné, a jejich
hodnoty jsou ovlivnény vékem, pohlavim a stavem onemocnéni [238]. Ackoli technologie
"autoantibiomiky" slibuje velky pokrok jako diagnosticky néstroj u ACH, dosavadni vysledky
jsou piedbézné [116].
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w r

. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristroje a pomiicky

@)

fotometr pro mikrotitra¢ni desticky Multiskan RC, type 351 (Labsystems, Helsinki,
Finsko)

skenovaci elektronovy mikroskop JEOL 5600LV (JEOL Ltd., Tokio, Japonsko)
analyzator potencialu ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY, USA)
pH metr model Orion 420A plus (Orion Research Inc., Beverly, MA, USA)
magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal, Carlsbad, CA, USA)

magneticky separator na mikrotitra¢ni desticky MagnetoPURE 96 (Chemicell, Berlin,
Némecko)

rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, Hercules, CA
USA)

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

mikrostiika¢ka Hamilton - 50, 100 pl (Hamilton AG, Bonaduz, Svycarsko)
multifunkéni tiepacka Orbital Shaker PSU-20i (Biosan, Riga, Lotyssko)

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

magnetické michadlo MM4 (LAVAT a.s. Chotutice, Radim u Kolina, CR)

topné hnizdo Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)
trepacka Minishaker MS 2 (IKA® Werke GmbH & CO.KG, Staufen, Némecko)
tepacka na mikrotitracni desticky Grant Bio PMS 1000 Microplate Shaker (Grant
Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)

termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorni piistroje Praha, Praha, CR)
mikrotitraéni desti¢ky — typ P, 96 jamek, polystyrenové (GAMA GROUP a.s., Ceské
Budgjovice, CR)

mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

parafilm M® Laboraty Film (Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA)
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3.2. Charakterizace a priprava magnetického nosice

3.2.1. Charakteristika vybranych magnetickych ¢astic

Pouzité Castice:
o SIMAG-Amine (Chemicell, Berlin, Némecko, primér: 1 um)
o SIMAG-Carboxyl (Chemicell, Berlin, Némecko, pramér: 1 pum)
o ProMAG-Carboxyl (Bangs Laboratories, Indiana, USA, pramér: 0,8 um)
o Dynabeads M-270 Amine (Invitrogen Dynal, Carlsbad, CA, USA,
priamér: 2,8 um)

o Micromer-M, NH2 (Micromod, Rostock, Némecko, pramér: 3 pum)

3.2.2. Charakterizace magnetickych ¢astic pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie

Pouzité roztoky a reagencie:

o Voda upravena DEPC

o Magnetické ¢astice (uvedeny v podkap. 3.2.1.)

Postup:

1 mg magnetickych ¢astic byl 3x promyt 1 ml vodou upravenou DEPC a poté byl
ponechan v malém mnozstvi vody (zhruba 20 pul). Na Petriho misku bylo napipetovano 10 ul
suspenze ¢astic. Castice byly usuSeny bud’ za laboratorni teploty, nebo pti 37 °C po dobu
nejméné jednoho dne. Poté byly za pomoci Spachtle pieneseny do mikrozkumavek, a jesté se
hodinu susily pii 37 °C. Suché castice byly uzavieny v mikrozkumavce a utésnény
parafilmem. Takto pfipravené castice bez povrchové upravy byly pozorovany na terciku

na SEM JEOL 5600LV, CEMNAT. Zvétseni bylo v rozsahu 1 000 az 100 000krat.
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3.2.3. Charakterizace magnetickych ¢astic pomoci dynamického rozptylu svétla

Pouzité roztoky a reagencie:

o Magnetické Castice (uvedeny v podkap. 3.2.1.)

o Destilovana voda

Postup:
0,1 mg magnetickych castic byl 3x promyt a poté resuspendovano v 1,5 ml destilované

vody. Méfeni bylo provadéno pii 20 °C, s uhlem rozptylu 173 °. Kazdé méfeni bylo
provedeno po 10 opakovanich po 30 sekundach. Vysledna data byla zpracovana statisticky.

3.2.4. Méreni zeta-potencialu u magnetickych ¢astic

Pouzité roztoky a reagencie:

o Magnetické ¢astice (uvedeny v podkap. 3.2.1.)
o 0,01MPBSpufrpH74

Postup:

Magnetické ¢astice byly 2x promyty v 0,01 M PBS pufru pH 7,4 a do mérné kyvety
bylo aplikovano 0,1 mg ¢astic v celkovém objemu 1,5 ml pufru. Takto ptipravené vzorky byly
zméfeny pomoci potencidlového analyzatoru ZetaPALS, UECHI. Kazdé méfeni zahrnuje
alespont 6 cykli s 10 jednotnymi méfenimi a nékolika krokt michani, aby se zabranilo
usazovani magnetickych ¢éastic. Naméfené hodnoty byly zprimeérovany a byla vypoctena

standardni odchylka (SD).

48



3.2.5. Imobilizace a-chymotrypsinu na magneticky nosic¢

Pouzité chemikalie a reagencie:

©)

(@]

(@]

a-chymotrypsin (EC 3.4.21.1, 83,9 IU/mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Magnetické Castice (uvedeny v podkap. 3.2.1.)

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDAC, CsHi7N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS, CsHsNNaOeS) (Fluka, Buchs,
Svycarsko)

2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonova kyselina (MES, CsH13NO4S) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Amine-Poly (ethyleneglycol) — carboxymethyl (NH2-PEG-CM) (Laysan Bio, Inc.,
Arab, AL, USA).

Zakladni chemikalie &istoty p.a. (Penta s.r.0., Praha, CR; Lach-Ner s.r.o0., Neratovice,
CR)

Pouzité roztoky:

(0]

o

o

o

Promyvaci roztok 1: 0,1 M MES pH 5

Promyvaci roztok 2: 0,1 M MES pH 5s 1 M NaCl
Vazebny roztok: 0,01 M MES pH 5

Skladovaci roztok: 0,1 M PBS pufr pH 7,4

o 2-krokova karbodiimidova imobilizace a-chymotrypsinu s naslednou imobilizaci

PEGu na karboxylové magnetické ¢astice

Postup:

Uvedeny postup je pro pfipravu 1 mg magnetickych ¢astic.

Magnetické castice byly 4x promyty v 1 ml 0,1 M MES pH 5. K alikvotu promytych

Castic byl pfidan EDAC o koncentraci 0,0391 mol/l v 0,01 M MES pH 5 a Sulfo-NHS
o koncentraci 5,76-10° mol/l v0,01 M MES pH 5. Nasledovala inkubace 10 minut

na rotatoru pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl odstranén supernatant a k ¢asticim bylo

ptidano 100 pg/mg Castic a-chymotrypsinu v 1 ml 0,01 M MES pH 5. Nasledovala inkubace

pies noc pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byl odstranén supernatant a k ¢asticim byly ptidany
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3,4 mg/mg ¢astic NH2-PEG-CM v 1,9 ml 0,01 M MES pH 5. Nasledovala inkubace 1 hodinu
pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byly ¢astice promyty: nejprve 5 x 1 ml 0,1 M MES pH 5,
poté jednou 1 ml 0,1 M MES pH 5s 1 M NaCl, a nakonec 4 x 1 ml 0,1 M MES pH 5. Pokud
se nasledn¢ nespotiebovaly vSechny magnetické Castice, byly uskladnény ve skladovacim

roztoku pii 4 °C.

o 1-krokova karbodiimidova imobilizace a-chymotrypsinu s naslednou imobilizaci

PEGU na aminové magnetické Castice

Postup:

Uvedeny postup je pro piipravu 1 mg magnetickych ¢astic.

Magnetické ¢astice byly 4x promyty v 1 ml 0,1 M MES pH 5. K alikvotu promytych
Castic byl pfidan EDAC o koncentraci 0,0391 mol/l v 0,01 M MES pH 5 a Sulfo-NHS
0 koncentraci 5,76-10° mol/l v0,01 M MES pH 5, 100 pg/mg ¢&istic a-chymotrypsinu
Vv celkovém reakénim objemu 1 ml. Nésledovala inkubace ptes noc pii4 °C na rotatoru.
Poinkubaci byl odstranén supernatant a k c¢asticim byly pfidany 3,4 mg/mg castic
NH2-PEG-CM v 1,9 ml 0,01 M MES pH 5. Nasledovala inkubace 1 hodinu pii 4 °C
na rotatoru. Po inkubaci byly ¢astice promyty: nejprve 5x 1 ml 0,1 M MES pH 5, poté jednou
1ml 0,1 M MES pH 5s1M NaCl, a nakonec 4x 1 ml 0,1 M MES pH 5. Pokud se nasledné
nespotiebovaly vSechny magnetické castice, byly uskladnény ve skladovacim roztoku

pii 4 °C.

3.2.6. Imobilizace AP na magneticky nosi¢

Pouzité chemikalie a reagencie:

o Peptid AB (1-42) (koncentrace 1 mg/ml 0,16 % NH4OH; cistota > 95 %; Apronex
s.r.0., Vestec, CR)

o Magnetické ¢astice ProMAG-Carboxyl (Bangs Laboratories, Indiana, USA, pramér:
0,8 um)

o l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDAC, CsHi7N3) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)
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o  N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sulfo-NHS, CsHsNNaOsS) (Fluka, Buchs,
Svycarsko)

o 2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonova kyselina (MES, CsH13NO4S) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

o Amine-Poly (ethyleneglycol) — carboxymethyl (NH2-PEG-CM) (Laysan Bio,
Inc.,Arab, AL, USA).

o Poly(ethylene glycol) bis(3-aminopropyl) terminated (NH2-PEG-NH.) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Zakladni chemikalie &istoty p.a. (Penta s.r.o., Praha, CR; Lach-Ner s.r.0., Neratovice,
CR)

Pouzité roztoky:
o Vazebny roztok: 0,1 M MES pH 4,5
o Vazebny roztok 2 (pro NH2-PEG-NH2 nebo NH2-PEG-CM): 0,01 M MES pH 4,5
o Promyvaci a skladovaci roztok: 0,1 M PBS pufr pH 7,4

o 2-krokova karbodiimidova imobilizace A na karboxylové magnetické ¢astice

Postup:

Uvedeny postup je pro pfipravu 1 mg magnetickych ¢astic.

Magnetické ¢astice byly 4x promyty v 1 ml 0,1 M MES pH 4,5. K alikvotu promytych
¢astic byl pfidan EDAC o koncentraci 0,0391 mol/l v 0,01 M MES pH 4,5 a Sulfo-NHS
o koncentraci 5,76-:10° mol/l v0,01 M MES pH 4,5. Nasledovala inkubace 10 minut
na rotatoru pfi laboratorni teploté. Supernatant byl odstranén a castice byly jednou promyty
0,1 M MES pH 4,5. K ¢asticim bylo ptidano 50 pg/mg ¢astic AB (1-42) v celkovém reakénim
objemu 1 ml. Nasledovala inkubace pies noc pii 4 °C na rotatoru. Poté byly Castice
zablokovany bud’to 1 % BSA 1 hodinu na rotatoru pfi laboratorni teploté, nebo pomoci
3,4 mg/mg Castic NH2>-PEG-CM v 1,9 ml 0,01 M MES pH 4,5 1 hodinu pii 4 °C na rotatoru.
Po inkubaci byly castice promyty 10x v 1 ml PBS pufru pH 7,4. Pokud se nasledné
nespotiebovaly vSechny magnetické castice, byly uskladnény ve skladovacim roztoku

pii 4 °C.
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o imobilizace AP pies ,,raménko* na karboxylové magnetické ¢astice

Postup:

Uvedeny postup je pro pripravu 1 mg magnetickych ¢astic.

Magnetické ¢astice byly 4x promyty v 1 ml 0,1 M MES pH 4,5. K alikvotu promytych
¢astic byl pfidan EDAC o koncentraci 0,0391 mol/l v 0,01 M MES pH 4,5 a Sulfo-NHS
o koncentraci 5,76-10° mol/l v0,01 M MES pH 4,5. Nasledovala inkubace 10 minut
na rotatoru pii laboratorni teploté. Supernatant s piebytkem cinidel byl odstranén a k ¢asticim
bylo piidano 0,003 mg NH>-PEG-NH2/mg ¢astic v 1 ml 0,01 M MES pH 4,5. Tato reak¢ni
smés se inkubovala pfes noc pii 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byly ¢astice promyty nejprve
7x 1 ml 0,1 M MES pH 4,5, poté jednou 1 ml 0,1 M MES pH 4,5 s 1 M NacCl, a nakonec 2x
1ml 0,1 M MES pH 4,5. K alikvotu promytych ¢astic byl ptidan EDAC o koncentraci
0,0391 mol/l v 0,1 M MES pH 4,5 a Sulfo-NHS o koncentraci 5,76-10 mol/l v 0,1 M MES
pH 4,5, a 50 ug AP (1-42) v celkovém reakénim objemu 1 ml. Nasledovala inkubace pies noc
pii 4 °C na rotatoru. Poté byly ¢astice zablokovany bud’to 1 % BSA 1 hodinu na rotatoru
pfi laboratorni teploté, nebo pomoci 3,4 mg NH2-PEG-CM v 1,9 ml 0,01 M MES pH 4,5
1 hodinu pfi 4 °C na rotatoru. Po inkubaci byly ¢astice promyty 10x v 1 ml PBS pufru pH 7,4.
Pokud se nasledné¢ nespotiebovaly vSechny magnetické castice, byly uskladnény

ve skladovacim roztoku pfti 4 °C.

3.2.7. Stanoveni aktivity imobilizovaného a-chymotrypsinu

Pouzité chemikalie a reagencie:

o Magnetické ¢astice s imobilizovanym a-chymotrypsinem

o  Zasobni roztok a-chymotrypsinu (1 mg/ml fediciho roztoku)

o  N-Sukcinyl-L-phenylalanin-p-nitroanilid (SUPHEPA, C19H19N30s) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

o Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (C4H11NO3) (Penta s.r.0., Praha, CR)

o Zakladni chemikalie Cistoty p.a. (Penta s.r.o., Praha, CR; Lach-Ner s.r.0., Neratovice,
CR)

Pouzité roztoky:

o  Substratovy roztok: 0,026 M SUPHEPA v N,N-dimethylformamidu (skladovat

Vv chladnicce, ve sklenéné zkumavce, chranit pied svétlem)
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o Promyvaci a fedici roztok: 0,1 M Tris-HCI pufr pH 7,8 s 0,025 M CaCl;

o Zastavovaci roztok: 30 % kyselina octova

o Stanoveni aktivity imobilizovaného enzymu

Od c¢astic s imobilizovanym a-chymotrypsinem (viz. kap. 3.2.5.) bylo odebrano
mnozstvi 0,3 mg castic v dubletu. Byl odstranén supernatant a castice nasledné
resuspendovany v 0,1 ml 0,1 M Tris-HCI pufru pH 7,8 s 0,025 M CaCl,. K 0,1 ml vzorku
bylo pfidano 1,25 ml 0,1 M Tris-HCI pufru pH 7,8 s 0,025 M CaCl, a tato smés byla
temperovana 30 minut pii 37 °C na rotatoru. Poté bylo ke smési ptidano 0,1 ml substratového
roztoku a nasledovala inkubace 30 minut pfi 37 °C na rotatoru. Po inkubaci bylo pfidano
0,2 ml 30 % kyseliny octové, ¢imz byla reakce zastavena. Do desticky bylo z této reakéni

smési pipetovano 200 pl a absorbance byla métena pii 405 nm.

o Stanoveni aktivity solubilniho enzymu — kalibrac¢ni Fada

Vyse popsanym postupem byly proméfeny vzorky kalibraéni tfady solubilniho
a-chymotrypsinu.

Zasobni roztok a-chymotrypsinu byl ptipraven rozpusténim 1 mg enzymu v 1 ml
fediciho roztoku a z né&j byly dale pfipraveny jednotlivé kalibra¢ni roztoky podle tabulky 5.
Nameétené hodnoty absorbance poté byly pouzity k sestrojeni kalibracni kiivky vyjadiujici
zavislost absorbance na koncentraci enzymu, kterd byla pouzita pro vypofet mnoZstvi

imobilizovaného enzymu na magnetickych ¢asticich.

Tabulka 2 Ptiprava kalibra¢ni fady o-chymotrypsinu pro stanoveni aktivity pomoci nizkomolekularniho

substratu SUPHEPA.

¢ (a-CHT) [pg/100 pl] V (zas. roztoku a-CHT) [pl] V (Fediciho roztoku) [pl]
5 5 95
10 10 90
25 25 75
50 50 50
75 75 25
100 100 -
Slepy vzorek - 100
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3.2.8. Stanoveni mnoZstvi proteinu pomoci BCA testu

Pouzité roztoky, chemikdlie a reagencie:

o soudasti kitu: MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA)

o Roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny avinan sodny v 0,2 M NaOH

o Roztok B: 4 % 2,2’-bichinolin-4,4"-dikarboxylova kyselina (BCA) v destilované vodé

o Roztok C: 4 % pentahydrat siranu méd’natého v destilované vodé

o Magnetické ¢astice s imobilizovanym proteinem

o Zasobni roztok proteinu — o-chymotrypsin (1 mg/ml redestilované vody), Ap (1-42)
peptid (1 mg/ml v PBS pufru pH 7,4)

o Redestilovana voda, 0,01 M MES pH 5 (pro a-chymotrypsin) nebo PBS pufr 7,4
(pro AB (1-42))

Postup:
Roztoky A, B a C byly smichany v poméru 25 : 24 : 1. Bylo odebrdano mnozstvi

suspenze ¢astic s navazanym enzymem odpovidajicimu 0,1 mg ¢astic v dubletu. Supernatant
byl odtahnut a ¢astice znovu resuspendovany ve 150 ul 0,01 MES pH 5 nebo PBS pufru 7,4.
K této suspenzi bylo pfidano 150 pl smési roztoki A, B a C. Smés byla inkubovana 2 hodiny
pii 37 °C za mirného otafeni. Poté byla ve 300 pl pipetovanych do desticky zméfena
absorbance supernatantu pii 570 nm.

Stejnym zptisobem byly pfipraveny a prométfeny i slepé vzorky. Vyse popsanym
postupem byla proméfena i kalibracni fada solubilniho proteinu. Pfiprava jednotlivych
kalibra¢nich roztokl je shrnuta v tabulce 3 nebo 4. Kalibra¢ni roztok byl napipetovan
do jamky mikrotitracni desticky v objemu 150 pl. K tomuto roztoku byla pfidana smes
roztokli A, B a C o objemu 150 pl. Po inkubaci 2 hodin pii 37 °C byla desticka prométena
pfi 570 nm. Namétené hodnoty byly poté pouzity k sestrojeni kalibra¢ni kiivky vyjadiujici
zavislost absorbance na koncentraci solubilniho proteinu, podle které bylo vypocitano

mnozstvi daného proteinu imobilizovaného na magnetickych casticich.
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Tabulka 3 Pfiprava kalibra¢ni fady solubilniho proteinu a-chymotrypsinu pro kvantifikaci BCA testem.

Zkumavka MnoZstvi destilované MnoZstvi a zdroj roztoku a- Vysledna koncentrace
vody [pl] CHT [pl] o-CHT [pg/ml]
1 900 100 (ze z&sobniho roztoku) 200
2 800 200 ze zkumavky €. 1 40
3 400 400 ze zkumavky €. 2 20
4 400 400 ze zkumavky ¢. 3 10
5 400 400 ze zkumavky ¢. 4 5
6 400 400 ze zkumavky ¢. 5 2,5
7 480 320 ze zkumavky €. 6 1
8 400 400 ze zkumavky ¢. 7 0,5
Slepy vzorek 1000 0 0

Tabulka 4 Ptiprava kalibra¢ni fady solubilniho peptidu A (1-42) pro kvantifikaci BCA testem.

Mnozstvi PBS Mnozstvi a zdroj roztoku Af Vysledna koncentrace Ap
Zkumavka
pufru pH 7,4 [pl] [p1] [ng/ml]

1 360 40 (ze zasobniho roztoku Af) 200

2 300 200 ze zkumavky €. 1 40

3 250 250 ze zkumavky €. 2 20

4 250 250 ze zkumavky ¢. 3 10

5 250 250 ze zkumavky €. 4 5

6 250 250 ze zkumavky €. 5 2,5

7 180 120 ze zkumavky €. 6 1

8 100 100 ze zkumavky €. 7 0,5
Slepy

py 200 0 0

vzorek
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3.2.9. Tricin-SDS-PAGE elektroforéza

Potiebné chemikalie a reagencie:

o Akrylamid (C3sHsNO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o  N,N‘-methylen-bis-akrylamid (C7H10N20O2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o  Tris-(hydroxymethy)-aminomethan (CsH1:NO3) (Penta s.r.o., Praha, CR)
o  SDS (sodiumdodecylsulfat), p.a. (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)
o TEMED (N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin, CsH1sN2)
o Zakladni chemikalie istoty p.a. (Penta s.r.o., Praha, CR; Lach-Ner s.r.o., Neratovice,
CR)
Roztoky:
o Roztok A1-495% T, 6 % C — 46,5 % (w/v) akrylamid a 3 % (w/v) bisakrylamid
o Roztok A2-495% T, 3% C — 48 % (w/v) akrylamid a 1,5 % (w/v) bisakrylamid
o Roztok B —3 M Tris-HCI pufr pH 8,45 s 0,3 % SDS (gelovy pufr)
o Roztok C — 10 % roztok persiranu amonného
o Roztok D — TEMED
o  Pufr pro vzorky —Tricin vzorkovy pufr
o Elektrodovy pufr —0,1 M Tris; 0,1 M Tricin; 0,1 % SDS
o Polypeptidovy marker (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)
Postup:
o Délici gel

Ve zkumavce odpovidajiciho objemu byla postupné smichana urea, destilovana voda, roztoky
A2, B a TEMED, poté byl ptidan roztok D (Tabulka 4). Smés byla promichana a ihned

aplikovana mezi skla. Gel byl ptevrstven destilovanou vodou a ponechan minimalné 30 minut

tuhnout.

o

Zaosttovaci gel

Ve zkumavce odpovidajiciho objemu byla postupné smichana urea, destilovana voda, roztoky

A2, B a TEMED (Tabulka 5). Pfebytecna voda byla od ztuhlého gelu odsata pomoci

filtra¢niho papiru. Do pfipravené smési byl pfidan roztok D (Tabulka 5) a tato smés

po promichani byla ihned aplikovana mezi skla, nasledné byl vlozen do jesté tekuté smési

,hiebinek*. Zaostfovaci gel byl minimaln¢ 20 — 30 minut tuhnul.

©)

Ptiprava vzorkl
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Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 1 : 1 nebo 1 : 2. Vzorky byly
povafeny 3 minuty, a poté byly nadavkovany. Marker byl pfipravovan pfidanim 1 pl
polypeptidového markeru k 19 pl vzorkového pufru, a smés byla povafena 3 minuty.

o Nastaveni zdroje
Pro zatazeni vzorkli do zaostfovaciho gelu byl gel vystaven na 30 minut napéti
30 V pii proudu 0,06 A. Samotna separace probahala 1 az 2 hodiny pii napéti 100 V a proudu

0,06 A, pticemz cela aparatura byla po celou dobu chlazena v lednici.

Tabulka 5 Piiprava jednotlivych geli pro Tricin-SDS-PAGE elektroforézu.

Délici gel (Mr 1 - 70 kDa) (16,5
%T, 3%C) 5 % zaostrovaci gel

Mocovina 2449 09¢g
Destilovana voda 1,666 ml 2,1 ml

Roztok Al - -

Roztok A2 1,666 ml 0,25 ml

Roztok B 1,666 ml 0,775 ml

Roztok D 0,0025 ml 0,0025 ml

Roztok C 0,025 ml 0,025 ml

3.2.10.Vizualizace proteinii/peptidi v PAGE pomoci dusi¢nanu stfibrného

Pouzité chemikalie:
o Glutaraldehyd 50 % nebo 25 % roztok (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Kyselina octova 99 % (Penta s.r.0., Chrudim, CR)
o Ethanol (Pentas.r.o., Chrudim, CR)

o Amoniak vodny roztok 26 % (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, CR)

o Hydroxid sodny (Penta s.r.0., Chrudim, CR)

o Dusi¢nan sttibrny (AgNO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Kyselina citronové bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

o Formaldehyd 36-38 % vodny roztok (Penta s.r.0., Chrudim, CR)
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o Destilovana voda

Pouzité roztoky:

o Fixac¢ni roztok: 5 % kyselina octova + 50 % ethanol

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

o Ustalovaci roztok: 5 % kyselina octova

o Roztok amoniakalniho stfibra: 20 % roztok AgNOs je postupné piikapavan (titrovan)
k roztoku o sloZeni — 21 ml destilované vody + 1,4 ml vodného roztoku amoniaku +
239 ul 9 M NaOH - az do vzniku svétle bézovo—hnédého zakalu. Poté je roztok

doplnén na 100 ml destilovanou vodou (vystaci na 3—4 gely).

Postup:

Po elektroforetické separaci byl gel vyjmut z aparatury a proplachnut destilovanou
vodou. Poté nasledovala jeho fixace pies noc pii 4 °C, piipadné¢ byla tato doba zkracena
nacca 1 hodinu. Druhy den po fixaci nasledovala rehydratace gelu v destilované vodé
po dobu 30 min (RT, tfepacka). Nasledné byl gel inkubovan 30 min s 10 % glutaraldehydem.
Promyvani gelu bylo 6x opakovano po 10 min destilovanou vodou. Dale byl gel inkubovan
12-15 min s roztokem amoniakalniho stiibra, poté byl rychle oplachnut v destilované vod¢ a
byl aplikovan vyvolavaci roztok. Vyvolavaci roztok byl za mirného tfepani nechan pisobit,
dokud se na gelu nezobrazily prouzky vzorki a marker o pozadované intenzité. Vyvolavani
bylo ukonéeno slitim roztoku a pfidanim ustalovaciho roztoku, ve kterém bylo mozné gel

skladovat pti 4 °C.

3.2.11. Enzymova imunoanalyza s vyuZitim magnetickych ¢astic

Pouzité chemikalie a reagencie:

a) oa-chymotrypsinovy systém

Pozitivni prase¢i sérum: Hyperimunni prase¢i sérum s polyklonalnimi anti-

chymotrypsinovymi protilatkami, fedéné 1:15 000 (Sevac, Praha, CZ)

Sekundérni protilatka (tzv. konjugat): krali¢i protilatky proti prase¢im 1gG (celé

molekule) znacené HRP, afinitn¢ izolované, fedéné 1:8 000 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)
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b) Systém Ap
Pacienstka a kontrolni séra: fedéna 1:100 (AD centrum, Praha)

Sekundarni protilatka (tzv. konjugat): kozi protilatky proti lidskym IgG, znacené
HRP, IgG frakce antiséra, fedéné 1:8000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

¢ Magnetické Castice s imobilizovanym ligandem
o 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB)
o) Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA, > 96 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
o Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o) Zakladni chemikalie Cistoty p.a. (Penta s.r.o., Praha, CR; Lach-Ner s.r.o.,
Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:

o) PBS pufr pH 7,4

o Uhli¢itanovy pufr pH 7,4

o Redici roztok pro vzorky (0,1 % BSA v PBST): PBS pH 7,4, 0,05 % Tween 20,
0,1 % BSA

o) Promyvaci roztok: PBS pH 7,4, 0,05 % Tween 20, 5 % BSA

o Redéni roztok pro konjugat-HRP: Uhli¢itanovy pufr pH 9,49, 0,05 % Tween 20,
0,1 % BSA

o Substratovy roztok: 0,1 M octanovy pufr pH 5,5, 0,3 mM roztok TMB (6 mg TMB /
ml DMSO), 0,03 % H20-

o Zastavovaci roztok: 1 M H2SO4

Postup:
Pokud byly castice déle uskladnovany a nechavany v PBS pufru, musely byt

n¢kolikrat promyty PBS pufrem. Poté byly castice 3x promyty v 0,1 % BSA v PBST.
Do jamky bylo aplikovano mnozstvi magnetickych ¢astic odpovidajici 0,05 mg. Castice byly
separovany na magnetickém separatoru a supernatant byl odstranén. Bylo piidano po 100 pl
fedéné sérum, inkubace 45 minut pii 37 °C na tfepacce. Po inkubaci sér byly Céstice
separovany Na magnetickém separatoru a byl odstranén supernatant. Céstice byly 3x promyty

po 150 pl promyvacim roztokem. Poté byla aplikovana po 100 pl sekundarni protilatka,
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inkubace 45 minut pii 37 °C na tfepaéce. Desticka byla promyta 3x po 150 ul promyvacim
roztokem a 2x po 150 ul PBS pufrem pH 7,4. Byl napipetovan substrat po 100 ul, inkubace
10 minut pfi laboratorni teploté na tfepacce a ve tmé. Reakce byla zastavena pfidanim 50 pl

1 M H2SO4 a barevné zmény byly méteny pii 450 nm po odseparovani ¢astic.

3.2.12. Enzymova imunoanalyza v mikrotitra¢ni desti¢ce — Ap systém

Pouzité chemikalie a reagencie:

o Peptid Ap (1-42) (koncentrace 1 mg/ml 0,16 % NH4OH; Ccistota > 95 %; Apronex
s.r.o., Vestec, CR)

o Pacienstka a kontrolni séra: fedénd 1:100 (AD centrum, Praha)

o Sekundarni protilatka (tzv. konjugat): kozi protilatky proti lidskym IgG, znacené HRP,
IgG frakce antiséra, fedéné 1:8000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o 3,3,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB)

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

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

o  Zékladni chemikalie Cistoty p.a. (Penta s.r.0., Praha, CR; Lach-Ner s.r.0., Neratovice,
CR)

Pouzité roztoky:

¢ PBS pufr pH 7,4

o Uhli¢itanovy pufr pH 7,4

o Redici roztok pro vzorky (0,1 % BSA v PBST): PBS pH 7,4, 0,05 % Tween 20,
0,1 % BSA

o Promyvaci roztok: PBS pH 7,4, 0,05 % Tween 20, 5 % BSA

o Redéni roztok pro konjugat-HRP: Uhli¢itanovy pufr pH 9,49, 0,05 % Tween 20,
0,1 % BSA

o Substratovy roztok: 0,1 M octanovy pufr pH 5,5, 0,3 mM roztok TMB (6 mg TMB /
ml DMSO), 0,03 % H20>

o) Zastavovaci roztok: 1 M H2SOq4
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Postup:
Aktivace desticky probéhla pomoci 2,5 % glutaraldehydu v uhli¢itanovém pufru pH

9,49. Roztok glutaraldehydu byl pipetovan ve 150 pl na jamku, inkubovan 2 hodiny
pii laboratorni teploté a poté vyklepnut. Nasledovala aplikace AP (1-42) v PBS pufru pH 7,4,
kdy ve 150 pul byly 2 pg tohoto peptidu. Takto piipravena mikrodesticka byla inkubovéna
ptes noc pii 4 °C. Po inkubaci byly jamky 3x po 150 ul promyty PBS pufrem pH 7.4.
Poté bylo pfidano po 100 pl fedéné lidské sérum, inkubace 45 minut pii 37 °C na tfepacce.
Po inkubaci byla desticka 3x promyta po 150 pl promyvacim roztokem. Poté byla aplikovana
po 100 ul sekundarni protilatka fedéna 1:8000, inkubace 45 minut pii 37 °C na tiepacce.
Desticka byla promyta 3x po 150 ul promyvacim roztokem a 2x po 150 ul PBS pufrem
pH 7,4. Poté byl napipetovan substrat po 100 pl, inkubace 10 minut pfi laboratorni teploté
na tiepacce a ve tmé. Reakce byla zastavena ptidanim 50 pl 1 M H>SO4 a barevné zmény byly

méteny pti 450 nm.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Vybér magnetického nosice pro metodu MELISA

Magnetické castice pro metodu MELISA musi spliovat urcitd kritéria. Témi jsou
predevsim, co nejvySsi vazebnad kapacita a minimalni agregace c¢astic jak Cistych, tak
modifikovanych nejrizngj§imi ligandy. Castice by mély byt monodisperzni, aby se zajistily
jednotné fyzikalni, chemické a biomedicinské vlastnosti. Dale by nemély sorbovat na povrch
mikrotitracni desticky nebo na dal§i materialy pouzivané pii manipulaci s nimi [239, 240].
Proto bylo vyuzito hned né¢kolika hledisek, podle kterych byl vybiran nejvhodnéjsi
magneticky nosi¢ pro stanoveni anti-AB (1-42) autoprotilatek metodou MELISA. Byla
sledovana velikost castic pomoci dynamického rozptylu svétla a skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Pomoci SEM byla hodnocena jesté tendence magnetickych castic
agregovat. Dale byla sledovana a hodnocena uc¢innost vazby modelového proteinu, a chovani
¢astic v béhem jednotlivych krokt metody MELISA.

Pii vybéru vhodného magnetického nosi¢e byl pouzit modelovy systém atigenu a
specifické protilatky. Antigenem byl hovézi a-chymotrypsin a anti-chymotrypsinové
protilatky z hyperimunniho prasec¢iho séra. Modelovy systém byl vyuZit predevSim
z ekonomického hlediska. Metody a postupy pro imobilizaci a-chymotrypsinu a AP peptidu
na magnetické ¢astice navazovaly napostupy piedchozi diplomové prace [241].
Pro imobilizaci obou ligandt byly vybrany magnetické ¢astice s funkéni aminovou skupinou.
Ligandy, a pak predevsim AP (1-42) peptidy, jsou tak imobilizovany pies C-konec. Je to
vyhodné proto, ze anti-Ap protilatky ze séra jsou cilené proti aminokyselinam vyskytujicich
se naN-konci AP peptidu [156] a ten je v okamziku vazby k nosi¢i stéricky pfistupny
pro vazbu protilatky. Pro vazbu ligandu byla vyuZita karbodiimidova metoda, pii niz dochazi
k aktivaci karboxylové skupiny proteinu/peptidu, které posléze reaguji S primarnimi aminy
nosice za vzniku amidové vazby [242, 260, 261].

V této praci ale byly pouzity také magnetické castice s karboxylovou funkéni
skupinou, u kterych byla pfed vazbou ligandu provedena zména jejich karboxylové funkéni
skupiny na aminovou [243]. Pouzité karboxylové Castice obsahovaly vyssi pocet funkcnich
skupin na svém povrchu nez aminové ¢astice. Pfehled vSech pouZzitych magnetickych Castic a

jejich charakteristik je uveden v tabulce 6.
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Tabulka 6 Charakteristika magnetickych ¢astic.

Pocet Hustota
, , Velikost | Funkéni funkénich v s Pocet
Nazev Vyrobce . r e . Polymer . ¢astic v r e
¢astic skupina skupin 3 ¢astic
[g/cm?]
na povrchu
SIMAG- . oxid ~18x
Amine Chemicell 1 pm -NH: Kfemicity |~ 350 pmol/g 2,25 10%/g
SIMAG- . oxid ~18x
Carboxyl Chemicell 1 um -COOH Kfemicity |~ 850 pumol/g 2,25 10%/g
ProMAG- Bangs vyrobcem vyrobcem N ~2,1x
Carboxyl | Laboratories 0.8 pm COOH neuvedeno | neuvedeno 18 10%/g
Micromer- . vyrobcem N ~6,4x
M NH, Micromod 3 um NH; polystyren neuvedeno 1,1 10%/g
Dynabeads . , _ 7
M-270 Invitrogen 2.8 um ‘NH, vyrobcem 100 - 200 vyrobcem | 7 x 10/g
Amine Dynal neuvedeno umol/g neuvedeno

4.2. Charakterizace magnetickych ¢astic pomoci skenovaci elektronové

mikroskopie a dynamického rozptylu svétla

Magneticke Castice byly morfologicky hodnoceny pomoci skenovaciho elektronového

mikroskopu. A to pfedevsim pro sledovani velikosti, tvaru a charakteru u nami vybranych

magnetickych castic (pfehled viz Tabulka 6). Pro charakterizaci magnetickych ¢astic

skenovacim elektronovym mikroskopem byly pfipraveny vSechny castice podle postupu

uvedeného v kapitole 3.2.2.
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Obrazek 16 SEM snimky magnetickych ¢astic. A - SIMAG-Amine, B — Micromer-M NH;, C - ProMAG-
Carboxyl, D — Dynabeads M-270 Amine, E — SIMAG-Carboxyl.

Snimky magnetickych ¢astic ze SEM jsou uvedeny na obrazku 16 a v prilohach A - E.
U castic ProMAG-Carboxyl vyrobce uvadi velikost 0,8 um. Tato velikost byla potvrzena i
béhem naSeho pozorovani pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Dalsi sledovany
parametr byl pravidelny sféricky tvar téchto ¢astic, nedochazelo k jejich rozpadu a degradaci,
a nebyla pozorovana jejich agregace (Obrazek 16C). U c¢astic SIMAG-Amine (Obrazek 16A)
a SIMAG-Carboxyl (Obrazek 16E) vyrobce uvadi velikost 1 um naméfenou metodou
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dynamického rozptylu svétla (DLS). Na snimcich ze SEM bylo vice jak 90 % téchto ¢astic
nekompaktnich, a jen uzlomku znich byl pozorovan sféricky tvar. Vyrobce téchto
magnetickych ¢astic udava, ze castice se skladaji z magnetického jadra a ve dvojnasobku
pruméru jadra je na povrchu hydrofobni matrice [268]. To muze byt divodem pro¢ byly tyto
sférické Castice na snimcich ze SEM tak malé a se spoustou nekompaktniho materialu.
U c¢astic Micromer-M NH2 (Obrazek 16B) byl pozorovan hrubsi a poérovitéjsi povrch oproti
¢asticim Dynabeads M-270 Amine (Obrazek 16D). U téchto Castic byl pozorovan sféricky
tvar a byla ovéiena jejich velikost udavana vyrobcem.

Dale byla pro charakterizaci hydrodynamické velikosti vyuzita metoda dynamického
rozptylu svétla. Pti piipravé magnetickych Castic pro skenovaci elektronovou mirkoskopii se
Castice susi a tim ztraci hydratacni obal. Naopak pifi méfeni DLS se magnetické Castice
proméfuji v roztoku, a tim je tento hydratacni obal zachovan. To také muze zpusobit
nesourodost mezi ziskanymi velikostmi magnetickych ¢astic u obou pouzitych metod. Céstice
pro méfeni dynamického rozptylu svétla byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole
3.2.3.

Magnetické castice SiIMAG-Amine a SiMAG-Carboxyl ani pifi zméfeni
hydrodynamické velikosti nemaji takovou velikost, kterou uvadi jejich vyrobce. Zda se, Ze
u téchto &astic dochazi k oddélovani obalu od magnetického jadra. Cemuz nejvice nasvédéuje
nekompaktnost viditelnd na snimcich ze SEM a mensi velikost nez 1 pm zjiSténa DLS.
Castice Micromer-M NH; a Dynabeads M-270 Amine se s velikosti udavanou vyrobcem
shoduji, ikdyz tyto vysledky jsou vice zkreslené pravé z divodu jejich vétsi velikosti,
pii které Castice rychleji sedimentuji a zméfeni jejich hydrodynamické velikosti je méné
piesné. Stejné tak se velikost uddavand vyrobcem shoduje s naméfenou velikosti pomoci DLS
u magnetickych ¢astic ProMAG-Carboxyl. V tabulce 7 jsou uvedeny a porovnany velikosti
jednotlivych magnetickych ¢astic deklarované vyrobcem, stanovené pomoci elektronové

mikroskopie a naméfené pomoci DLS.
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Tabulka 7 Velikosti jednotlivych magnetickych &astic.

Uvadéna velikost | Naméiena velikost | Naméiena velikost
Magnetické castice
od vyrobce [um] — SEM [pm] —DLS [pm]
SIMAG-Amine 1 0,32 +0,152 0,545+ 0,31
SIMAG-Carboxyl 1 0,137 £ 0,046 0,742 £0,29
ProMAG-Carboxyl 0,8 0,906 + 0,057 1,005 £ 0,209
Micromer-M NH:2 3 2,93 £0,041 3,288+ 0,317
Dynabeads M-270 Amine 2,8 2,817+0,112 2,524 +£ 0,179

Podle vysledki z analyz SEM a DLS magnetické castice SIMAG-Amine a
SIMAG-Carboxyl nespliuji zakladni kritérium pro vybér vhodnych Ccastic, kterym je

monodisperzita a sféricky tvar.

4.3. Priprava magnetického nosice s a-chymotrypsinem

Cilem ptipravy magnetického nosice s imobilizovanym a-chymotrypsinem bylo zjistit
optimalni podminky metody vazby ligandu, jeho optimalni mnozstvi a nejvhodnéjs$i metodu
blokace.

Vsechny magnetické ¢astice (viz tabulka 6) byly morfologicky hodnoceny pomoci
analyzy SEM i po imobilizaci a-chymotrypsinu. A to ptfedev§im pro sledovani zmény
charakteru ¢astic po navazani modelového proteinu. Pro charakterizaci magnetickych €astic
skenovacim elektronovym mikroskopem byly castice pfipraveny po vazbé a-chymotrypsinu
(kap. 3.2.5.) podle metody v kapitole 3.2.2.

Hodnocena byla pfedevsim jejich monodisperzita a tvorba agregatl. Snimky ze SEM
vSech magnetickych ¢astic jsou uvedeny na obrazku 17. Ostatni SEM snimky jsou v ptilohach
A — E. Uvadéné rozliSeni nami pouzitého skenovaciho elektronového mikroskopu je 5 nm
[262]. S timto rozliSenim nelze pozorovat imobilizované proteiny. Je tak mozné sledovat

pouze ptipadné zmény vzhledu magnetickych ¢astic.
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Obrazek 17 SEM snimky magnetickych ¢astic po imobilizaci a-chymotrypsinu. A - Dynabeads M-270 Aming,
B — Micromer-M NH,, C - ProMAG-Carboxyl, D — SIMAG-Carboxyl, E — SIMAG-Amine.

Po navazani a-chymotrypsinu nebyly na snimcich ze SEM pozorovany morfologické
zmény U Castic, tedy nebyla pozorovana zadna agregace Castic.

V dalsich optimaliza¢nich krocich byly pouzity opét vSechny castice (viz tabulka 6).
Nasledujici kroky souvisi s imobilizaci a-chymotrypsinu na magnetické ¢astice v rizném
mnozstvi, razné modifikovanymi metodami a s odliSnym typem nasledné upravy povrchu

Castic za ucelem blokace jejich volného povrchu. Volbou modelového proteinu bylo mozné
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hledat optimalni podminky pro jeho vazbu k nosi¢i, a vhodnou modifikaci volného povrchu
Castic zajistit podminky minimalni nespecifické sorbce proteinii z vySetfovanych sér.
Pro sledovani vazebné kapacity nosi¢t byla stanovena koncentrace navazaného
a-chymotrypsinu metodou s bicinchoninovou kyselinou (BCA test). Dale byla sledovana
enzymova aktivita a-chymotrypsinu.

Pii imobilizaci a-chymotrypsinu byl rozdil ve vazebném postupu u aminovych a
karboxylovych castic. Provazbu ligandu byla vyuzita karbodiimidova metoda. Piehled
zpusobti vazby na jednotlivé Castice je piehledné shrnut v tabulce 8 a jednotlivé postupy

imobilizace jsou uvedeny v kapitole 3.2.5.

Tabulka 8 Pfehled zpisobu karbodiimidové metody pouzité u jednotlivych magnetickych ¢astic.

Zpusob vazby
Magnetické ¢astice Funkéni skupina o
karbodiimidovou metodou

SIMAG-Amine - NH2 1-krokova
SIMAG-Carboxyl -COOH 2-krokova
ProMAG-Carboxyl -COOH 2-krokova
Micromer-M NH: - NH; 1-krokova
Dynabeads M-270 Amine - NH; 1-krokova

Pti karbodiimidové metodé¢ dochazi k aktivaci karboxylové skupiny pomoci
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu ~ (EDAC),  zavzniku  meziproduktu
0-acylizomocCoviny. Tento meziprodukt poté reaguje s primarnim aminem za Vvzniku
kovalentni vazby. Pfi stejném postupu imobilizace, jen s ptidavkem sulfo-NHS, probiha
stejny sled reakci, jen je vazba podpofena vznikem stabilnéjSiho meziproduktu, ktery vznika
reaket 0-acylmocoviny a sulfo-NHS (Obrazek 18) [242, 260, 261].
U magnetickych aminovych ¢astic vznika kovalentni vazba mezi aminovou funkéni skupinou
Castice a aktivovanym C-koncem ligandu. U aminovych ¢astic byla vyuzita 1-krokova
karbodiimidova metoda imobilizace, kdy byl k ¢asticim pfidan EDAC, sulfo-NHS a dany
ligand soucasné v jednom kroku. U magnetickych ¢astic s karboxylovou funkéni skupinou
vznika vazba mezi ¢astici a primarnim aminem, tedy N-koncem proteinu. U téchto ¢astic byla
vyuzita 2-krokovéa karbodiimidovd imobilizace, kdy se karboxylové skupiny na Casticich
nejprve aktivovaly piidavkem EDAC a sulfo-NHS. Po aktivaci byl nadbytek EDAC a

sulfo-NHS odmyt a samotny vazany ligand byl ptidan az ve druhém kroku.
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Obrazek 18 Karbodiimidova metoda imobilizace proteinu/peptidu na karboxylovou magnetickou ¢astici
s pfidavkem sulfo-NHS (upraveno dle [261]).

Pro optimalizaci vazby a-chymotrypsinu na ¢astice byly testovany tfi ruzné
koncentrace vazané¢ho proteinu — 1000 ug, 500 pg a 100 pg na 1 mg magnetickych ¢astic,
konkrétné na ¢astice SIMAG-Amine. Pii nadbytku vazaného ligandu by mohl nastat problém,
pokud by se zacal ligand provazovat mezi sebou. Na tyto ¢astice byl ligand vazan 1-krokovou
karbodiimidovou metodou, pii které se vSechny reagencie ptidavaji v jednom kroku.
Pti 2-krokové karbodiimidové imobilizaci u karboxylovych ¢astic tento problém nenastane,
protoze EDAC a sulfo-NHS jsou pted pfidanim proteinu odmyty.

Podle kapitoly 3.2.8. byla stanovena koncentrace navazaného chymotrypsinu
na magnetickém nosic¢i bicinchoninovou metodou (BCA) pomoci komeréné dostupného kitu.
Pii této metodé reaguje méd’naty iont s peptidovou vazbou v zasaditém prostiedi. Dochazi
k redukci méd’natého iontu na médny, ktery vytvaii barevny komplex s bicinchoninovou
kyselinou. Tento komplex siln¢ absorbuje svétlo o vinové délce 562 nm [245, 246]. Podle
mnozstvi navdzaného proteinu se dale urcuje ucinnost vazby. Tedy mnozstvi ligandu, které se
imobilizovalo z piivodniho mnozstvi vazaného ligandu. Vysledna hodnota je udavana
Vv procentech vztazenych k ptivodni hodnoté. Vysledky z imobilizace tii riznych koncentraci

a-chymotrypsinu na ¢astice SIMAG-Amine jsou uvedeny v grafu 1.
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Graf 1 Optimalizace mnozstvi vazaného a-chymotrypsinu na aminové ¢astice SIMAG-Amine. MnoZstvi
imobilizovaného a-chymotrypsinu stanoveno pomoci BCA testu. Vysledky ze dvou opakovani.
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Pti  1-krokové  karbodiimidové  imobilizaci  a-chymotrypsinu,  konkrétné
pii vazbé 1000 ng a 500 pg proteinu na castice SIMAG-Amine, byl pozorovan vznik
agregatu. Protein byl vazan ve velkém nadbytku a nasledné se pii inkubaci provazoval mezi
sebou a tvoril agregaty. U vazané koncentrace 1000 ug oa-chymotrypsinu tyto agregaty
obsahovaly i magnetické Castice. Nejvetsi ucinnost vazby ligandu byla zjisténa pii imobilizaci
100 pg a-chymotrypsinu na 1 mg magnetickych ¢astic (Graf 1). V grafu 1 je zfetelny trend
snizujici se G¢innosti vazby proteinu se vzristajicim mnozstvim imobilizovaného proteinu.
Pti vazbé 100 pg modelového proteinu je ziejmé plné vyuzita vazebna kapacita ¢astic a
ucinnost vazby je nejvetsi.

Po optimalizaci mnozstvi vazaného a-chymotrypsinu na aminové magnetické Castice,
bylo na vSechny nami vybrané magnetické castice, tedy 1 karboxylové, navazano 100 pg
a-chymotrypsinu. Mnozstvi navazaného a-chymotrypsinu na casticich bylo stanovovano
pomoci testu BCA a méfenim jeho aktivity. Aktivita enzymu navazaného na magnetické
Castice byla stanovena pomoci nizkomolekularniho substratu SUPHEPA. Tento substrat
s a-chymotrypsinem dava vzniknout barevnému produktu 4-nitroanilinu, ktery Ilze
spektrofotometricky zméfit pii 405 nm (viz 3.2.7.). Graf 2 zobrazuje mnoZstvi navazaného

4

a-chymotrypsinu na jednotlivé magnetické Castice.
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Graf 2 Stanoveni G¢innosti vazby a-chymotrypsinu na magnetickych ¢asticich. Stanovovano pomoci testu BCA
a méfenim aktivity enzymu. Vysledky ze dvou opakovani.
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Nezreagované aktivované funkéni skupiny na magnetickych casticich
s imobilizovanym  a-chymotrypsinem  byly  blokovany  heterobifunk¢énim
polyethylenglykolem (PEG) s karboxylovou skupinou na jednom konci a aminovou
skupinou na druhém — CM-PEG-NH; (Obrazek 19) podle [263]. Jeho velikost je
3,4 kDa. Blokovani magnetickych ¢astic po imobilizaci ligandu pomoci PEGu ma své
vyhody. Po PEGylaci dojde ke sniZzeni nespecifickych interakci s proteiny a také se
snizi ptilnavost castic k plastovym povrchim. PEG také zlepSuje koloidni stabilitu
¢astic a muze slouzit jako prostfedek pro naslednou imobilizaci ligandt [243]. Vyuziti
tohoto PEGu bylo zamérné i z duvodu jeho mensi velikosti oproti bloka¢nimu proteinu
BSA, ¢imz by nemélo dochazet ke stérické zabrané ligandu imobilizovaného
na magnetické castici [244]. V piedeslé diplomové praci byla porovnavana ucinnost
blokace pomoci 1 % BSA, anebo PEGu. Blokace 1 % BSA vsak nebyla ucinna.
U PEGylovanych ¢astic dochazelo k vétsSimu potlaceni nespecifické sorbce konjugétu
a ke zefektivnéni vazby ligandu na ¢astice [241].

(0]
H_?_.\"(CHQCHQ_O)nCquOH

NH2-PEG-COOH
Obrazek 19 Vzorec CM-PEG-NH; o veilkosti 3,4 kDa [263].
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Na zéaklad¢ stanoveného mnozstvi vazaného o-chymotrypsinu na magnetickych
casticich byl vybran nosi¢, u kterého bylo docileno nejvyssi ucinnosti imobilizace.
Ta signalizovala zaroven nejvyssi vazebnou kapacitu magnetického nosice. Jako nejlepsi se
jevily castice SIMAG-Amine, na néz byl a-chymotrypsin navazan s G¢innosti 100 %. Podle
vysledki aktivity enzymu bylo navazédno pouze 31 % z celkového mnozstvi vazaného
a-chymotrypsinu. Niz§i hodnota aktivity enzymu je nejspiSe zplsobena zablokovanim
aktivniho mista vazbou proteinu na magnetickou &astici. Castice SIMAG-Amine ale nebyly
vybrany z divodu nevyhovujiciho charakteru samotného nosice zjisténého pomoci SEM
a DLS. V porovnani ¢astic Micromer-M NHz a Dynabeads M-270 Amine bylo vice
a-chymotrypsinu navazano na ¢astice Micromer-M NH2. Ze souboru vysledkd vyplyva, ze
¢astice Micromer-M NH2 maji vétsi aktivni plochu na svém povrchu pro navazani proteinu.
Tyto vysledky koreluji s vysledky uvedenymi v ptedeslé diplomové praci, kde se Castice
charakterizovaly pravé z pohledu mnozstvi navazaného modelového proteinu [241]. Castice
ProMAG-Carboxyl maji podobnou ucinnost imobilizace a-Chymotrypsinu jako ¢astice
Micromer-M NH2. Piednosti ¢astic ProMAG-Carboxyl je vSak mensi velikost, ktera je
pro metodu MELISA vyhodnégjsi. A to z dlivodu pomalejsi sedimentace ¢astic, tudiz lepSiho
rozptyleni ¢astic v roztoku v jamce mikrotitra¢ni desticky béhem jednotlivych krokit MELISA
metody.

4.4. Optimalizace metody ELISA s vyuZzitim magnetickych ¢astic

V modelovém systému chymotrypsin — anti-chymotrypsinové protilatky bylo
sledovano chovani ¢astic v jamkach mikrotitracni desti¢ky pii praci, a také pfedevs§im jak
vysoka byla nespecifickd sorbce pii pouziti riznych magnetickych nosi¢i. Snahou byla
dosahnout co nejmensiho pozadi, potazmo co nejvice odstinit nespecifickou sorbci latek
ze séra a pripadné 1 nespecifickou sorbci sekundarni protilatky. Proto je dulezitd i piiprava
castic pouzitych jako slepé vzorky. Ty se vzdy pfipravovaly souCasné a stejnym zplsobem
jako castice s danym proteinem. Slepé vzorky tak byly skoro totozné jako nosic¢ s ligandem,
aZ na nepfitomnost vazaného ligandu.

V tomto modelovém systému byly jesté¢ stidle porovnadvany mezi sebou vSechny
vybrané magnetické Castice. Sledovalo se tedy chovani ¢astic pti MELISA metodé¢ a vysledné

hodnoty absorbanci. Magnetické Castice by neméli agregovat, ani sedimentovat na dno

a sorbovat v jamce, také musi byt dostate¢né ptitahovany magnetem, aby nedochazelo k jejich
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ztraté pii odstranovani supernatantu v jednotlivych krocich metody MELISA. Hodnoty
absorbanci U slepych vzorka udavaji velikost pozadi testu, ve kterém je zahrnuta nespecifika
sorbce ze séra. Hodnoty absorbance u slepych vzorkd by se idealné mély pohybovat
do hodnoty 0,3. Hodnoty absorbance u ¢astic s vazanym antigenem po odeéteni hodnot
absorbance slepych vzorkd odpovidaji vysledné hodnoté mnozstvi volnych protilatek, které se
na magnetické ¢astice navazaly ze séra.

Do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky bylo aplikovano vzdy 50 ug
magnetickych ¢astic s imobilizovanym a-chymotrypsinem, a jako slepé vzorky byly
aplikovany castice bez antigenu. Ke slepym vzorkim bylo pfidavano stejné fedéné
anti-chymotrypsinové sérum i konjugat ve stejnych krocich jako u magnetickych ¢astic
s antigenem (viz 3.2.11.). Pro toto porovnani Castic nebylo vyuzito kalibra¢ni fady fedéni
séra, ale bylo pouzito jen jedno fedéni, a to 1:15 000 testované v tripletu. Toto fedéni vychazi

z pfedchozich optimalizaci, které zde nejsou uvedeny.
Graf 3 Porovnani magnetickych ¢astic mezi sebou podle vyslednych hodnot absorbanci namétenych metodou
MELISA v modelovém systému. Vysledky ze tii opakovani.
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Magnetické castice SIMAG-Amine mély pomémné vysokou odezvu absorbance
u ¢astic s vazanym antigenem pii metodé MELISA v modelovém systému, bohuzel hodnoty
slepych vzorka byly vyssi, nad hodnotou absorbance 0,3 u slepych vzorki. U magnetickych

castic SIMAG-Carboxyl byla nizka odezva absorbance u ¢astic s antigenem a vysoka hodnota
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slepych vzorku (viz Graf 3). Magnetické castice Micromer-M NHz a Dynabeads M-270
Amine pii inkubaci na tiepacce sedimentovaly do stiedu jamek (Obrazek 20). Toto chovani
odpovidalo jejich vétsi velikosti pohybujici se kolem 3 pum (viz kapitola 4.2.). Na Castice
Dynabaeds M-270 Amine se navazalo nejméné a-chymotrypsinu ze vSech magnetickych
Castic (viz Graf 2) a podle grafu 3 davaly i mensi odezvu pii metodé MELISA Vv porovnani

s ¢asticemi Micromer-M NHo.

Obrazek 20 Sedimentace Castic Dynabeads M-270 Amine na dno jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce V prubéhu
inkubacnich krokd metody MELISA.

24

NH2 nebo ProMAG-Carboxyl, které maji nizké hodnoty absorbanci u slepych vzorkd, tedy
mensi nez 0,3. AvSak pro metodu MELISA je vhodnéj$i co nejmensi velikost nosice.
Takovéto castice pti dlouhodobéjsich inkubacich na tfepacce tolik nesedimentuji na dno
jamek a jsou resuspendované v celém objemu, tudiz i 1épe pfistupné pro vazbu.

Nejvhodngjsi nosi¢ byl vybiran podle vysledkd vazebné kapacity, dale podle chovani
¢astic a vyslednych hodnot absorbanci ziskané metodou MELISA v modelovém systému (viz
kap. 4.3.), a vkombinaci svysledky ze skenovaciho elektronového mikroskopu a
dynamického rozptylu svétla (viz kap. 4.2.). Proto byly nakonec jako vhodny magneticky
nosi¢ vybrany ¢astice ProMAG-Carboxyl.

4.5. Priprava magnetického nosice s Ap (1-42) peptidem
Pii ptipravé magnetického nosic¢e s AP (1-42) bylo pracovano s faktem, Ze pii vazbé
AB do jamky mikrotitratni destiCky je vyuzivano absorbénich nespecifickych sil
nebo aktivace povrchu jamky pomoci glutaraldehydu, coz znamena vazbu peptidu pies jeho
N-konec. Aktivovany povrch jamky pomoci glutaraldehydu totiz kovalentné spojuje

navzajem aminové konce [260]. Proto bylo piedpokladem, ze pokud pii ELISA metodé
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V mikrotitrani destiCce nelze vazat peptid AP orientované pies jeho C-konec, mély by se
anti-Ap protilatky ze séra i pres stérickou zdbranu vazat na antigen imobilizovany pies jeho
N-konec na karboxylovych ¢asticich. Vhodnéjsi se tedy jevi pracovat s ¢asticemi s aminovou
funk¢ni skupinou. BohuZzel firma Bangs Laboratories od vyroby takovychto Castic upustila a
vyrabi jiz pouze karboxylové Castice.

Rozhodli jsme se proto pfistoupit k modifikaci ProMAG-Carboxyl ¢astic a zameénit
jejich  karboxylové funkéni skupiny zaaminové s vyuzitim homobifunkéniho
polyethylenglykolu s aminovymi skupinami (bisaminoPEG). Schéma magnetického nosice
S imobilizovanym AP peptidem je na obrazku 21. Tento bisaminoPEG je velky 1,5 kDa. Diky
této modifikaci doslo k zaméné karboxylové skupiny za aminovou pomoci tzv. ,raménka“
[269]. BisaminoPEG byl na magnetické castice imobilizovan 2-krokovou karbodiimidovou
metodou. Nasledna imobilizace AP (1-42) peptidu probihala pomoci 1-krokové
karbodiimidové metody (viz 3.2.6.).

COOH

coNEANAA
NH_OCNm

Obrdzek 21 Schéma vazby AP (1-42) peptidu pies bisaminoPEG na karboxylové magnetické Castice.

Bylo ptistoupeno jesté k jedné optimalizaci pfipravy magnetického nosice. Pro vazbu
bisaminoPEGu bylo tfeba optimalizovat jeho mnozstvi. Na zakladé ptedchozich zkusenosti
z vazby a-chymotrpysinu byla pievzata koncentrace CM-PEG-NH: pouzivana pro blokaci
nosice, kterd ale pro tento bisaminoPEG nebyla pouZitelnd. Prilis velké mnoZstvi
bisaminoPEGu zptsobilo silnou sorbci ¢astic na sténu mikrozkumavky a pii promyvani ¢astic
I na Spicky. Proto bylo pfipraveno 5 alikvoti magnetickych ¢astic s riznou koncentraci
imobilizované¢ho bisaminoPEGu, viz tabulka 9. Stabilita ¢astic s vazanym bisaminoPEGem
byla ovéfena pomoci zméieni zeta-potencialu riizn€ ptipravenych ¢éstic. Zeta-potencial urcujé
stabilitu koloidnich roztoki. Pfi vyslednych hodnotach zeta-potencidlu vétsich nez 30 mV
nebo mensich nez -30 mV jsou Castice stabilni, to znamena ze nejsou nachylné k tvorbé

agregatl [256].
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Tabulka 9 Vysledky méfeni zeta-potencialu. Castice bez vazaného AP (1-42) peptidu, imobilizovan pouze
bisaminoPEG.

Vzorek ZP [mV] SD
pouzivany pufr -9,22 1,64
castice -30,6 1,51

0,1 mg bisaminoPEG -27 0,78
0,012 mg bisaminoPEG -28,1 0,52
0,006 mg bisaminoPEG -29,2 1,63
0,003 mg bisaminoPEG -29,5 0,94

Vysvétlivky: ZP — zeta-potencial; SD — smérodatnd odchylka

Z vysledkt v tabulce 9 je patrné, ze bisaminoPEG nijak zdsadné nesnizuje stabilitu
magnetickych ¢astic. A také Zze Castice simobilizovanym mnozstvim bisaminoPEGu
0 koncentraci 0,003 mg, jsou ze vSech ostatnich vazeb tohoto PEGu nejstabilngjsi a nejméné
nachylné k agregaci.

V systému A tak byly porovnavany dvé zakladni varianty ptipravy nosice, a to vazba
AP (1-42) na karboxylové castice ProMAG-Carboxyl bez a s bisaminoPEG raménkem.
Castice byly rizné blokovany. U &astic s modifikaci bisaminoPEG raménkem bylo k blokaci
pouzito 1 % BSA. Magnetické Castice piipravované bez raménka byly blokované 1 % BSA
nebo polyethylenglykolem CM-PEG-NH2. Vsechny varianty pfipravenych nosi¢i jsou

znazornény na Obrazku 22.
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NH2-PEG-CM

Obrazek 22 Schematické nakresy raznych vazeb AP (1-42) peptidu na magnetické &astice. A — vazba pies
raménko S blokaci 1 % BSA, B — vazba peptidu s blokaci 1 % BSA, C — vazba peptidu s blokaci pomoci
CM-PEG-NH;. Zelena barva znaéi aminovy konec sloué¢eniny/peptidu, éervena barva konec karboxylovy.

Pti kvantifikaci AP (1-42) peptidu imobilizovaného na magnetické Castice, se test
BCA nejevil jako vhodny postup kvantifikace. Ackoli kvantifikace AP peptidt testem BCA je
jednim ze zptsobu stanoveni jeho koncentrace [264], v zasad¢ se ale vZdy jedna o stanoveni
solubilniho peptidu. Zde ale bylo nutno kvantifikovat mnozstvi Ap peptidu imobilizovaného
na magnetickych ¢asticich. V pribéhu testu nejspiSe dochéazi k interferencim S matrici ¢éstic
nebo zbytkd aktivacnich ¢inidel pouzitych pii predchozi vazbé ligandl a test tudiz neni
hodnotitelny. Také k tomu mize ptispivat vysoké pozadi slepych vzorki u magnetickych
nosic¢t. Test BCA byl provadén na magnetickém nosi¢i po vazbé AP (1-42) ale pted jeho
blokaci. Mnozstvi navazaného AP (1-42) peptidu tedy bylo stanovovano pomoci
Tricin-SDS-PAGE elektroforézy (viz 3.2.7.). Barveni geli bylo provadéno stiibrem (viz
3.2.8.) a citlivost tohoto barveni gelt je v fadu nanogrami [247, 248, 265]. Tricin-SDS-PAGE
elektroforézou byly hodnoceny vazebné a promyvaci frakce. AP (1-42) peptid se
na elektroforetickém gelu v zadné testované frakci nedetekoval. Na 1 mg magnetického
nosice bylo vzdy imobilizovano 50 pg AB (1-42) peptidu. Z vazebnych frakci bez A peptidu
se da usuzovat, ze se vzdy navazalo téméf 100 % z imobilizovaného peptidu. Z promyvacich
frakci bez detekovaného AP (1-42) je patrné, Ze pii promyvani magnetického nosice

nedochazi ke ztraté peptidu. Pro ukazku je zde uveden jeden vysledny gel (Obrazek 23).
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Obrdzek 23 Tricin-SDS-PAGE elektroforéza. Marker — polypeptiovy marker; PV — piivodni frakce obsahujici
5ug AP (1-42); VF Pl — Vangné frakce ¢astic bez mistku blokované CM-PEG-NH,; P1, P5, P10 — promyvaci
frakce (1., 5. a 10. promyti). Sipkou ozna¢ena piitomnost Ap (1-42) peptidu.

4.6. Vyvoj metody ELISA s vyuzitim magnetickych ¢astic pro detekci
AP protilatek

Pacientska séra jsou komplexnim materidlem, ktery obsahuje mnoho proteini a
protilatek. Proto se u pacientskych sér pifedpokladalo s mnohem vyssi nespecifickou sorbci.
Postup pro provedeni metody MELISA byl pievzat z piedeslé diplomové prace [241] a je
uveden v kap. 3.2.13.

Prvni byly testovany tfi varianty nosice metodou MELISA. Témi byly
ProMAG-Carboxyl ¢astice s imobilizovanym AP (1-42) pfes raménko blokované 1 % BSA,
nebo bez raménka s blokaci 1 % BSA ¢i polyethylenglykolem CM-PEG-NH:. V tomto testu
byla sledovana odezva magnetického nosi¢e s vychytanymi anti-Ap (1-42) autoprotilatkami
ze séra metodou MELISA. Cim vétsi je hodnota absorbance u nosiée s antigenem, tim citlivéji
nosi¢ reagoval na hladinu volnych anti-Ap (1-42) autoprotilatek v pacientském séru. S tim ale
také souvisi vyslednd hodnota absorbance u slepych vzorki, ktera ukazuje pozadi testu.
To v ptipad¢€ méfeni s pacientskymi séry udava piredev§im hodnotu nespecifické sorbce. Slepé
vzorky byly pro vSechny jiz zminéné varianty nosice pfipraveny totoznym zpusobem jako
nosi¢ s AP peptidem, jen bez ligandu. Béhem MELISA metody pak byly ¢astice bez peptidu
inkubovany se sérem i konjugatem stejné jako Castice s peptidem. Vysledky jsou uvedeny

v grafu 4.
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Graf 4 Stanoveni hladiny anti-Af (1-42) autoprotilatek metodou MELISA pomoci tii ruzné ptipravenych
magnetickych nosi¢i ProMAG-Carboxyl s imobilizovanym AP (1-42). Pl — ¢astice pifipravené bez bisaminoPEG
raménka; PIl — &astice pfipravené s bisaminoPEG raménkem. Vysledky ze tii opakovani.
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Castice bez raménka blokované proteinem BSA maji niz§i odezvu absorbance nez
castice modifikované bisaminoPEG raménkem (Graf 4). Toto raménko se pouZzilo pfedev§im
z divodu zamény karboxylové funkéni skupiny na magnetické ¢astici za aminovou skupinu.
Jak je ale vidét na vysledcich z grafu 4, raménko z bisaminoPEGu zputsobilo i citlivéjsi
odezvu metody. Ta byla nejspise zptisobena oddalenim AP (1-42) peptidu od magnetické
Castice a lepSimu zpfistupnéni antigenu pro vazbu anti-Af (1-42) autoprotilatek ze sér.
Od blokovani pomoci polyethylenglykolu CM-PEG-NH nakonec bylo odstoupeno z divodu
vysoké nespecifické sorbce séra na Cisté Castice, které slouZzily jako slepé vzorky (viz Graf 4).
Z téchto testovanych magnetickych nosi¢t se dale vybiralo z Castic sa bez modifikace
bisaminoPEG raménkem.

Dale uz byly pro ¢aste¢né porovnani analyzovany protilatky ze dvou pacientskych sér,
jedna zdrava kontrola a jeden pacient se smiSenou kognitivni poruchou (SKP) (Graf 5).

Magnetické nosi¢e byly blokované jiz pouze 1 % BSA. V tomto experimentu byla opét

sledovanym parametrem modifikace ¢astic bisaminoPEG raménkem (viz Obrazek 21), zda
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tato modifikace ovlivni miru vazby specifickych protilatek anti-AB (1-42) na magneticky

nosic.

Graf 5 Stanoveni hladiny anti-Ap (1-42) autoprotilatek metodou MELISA — porovnani magnetickych &astic
ProMAG-Carboxyl s imobilizovanym A (1-42) a blokované 1 % BSA. Pl — &astice ptipravené bez raménka; PlI
— Castice ptipravené s bisaminoPEG raménkem; KO — sérum kontrolniho pacienta; SKP — sérum pacienta se
smisenou kognitivni poruchou. Vysledky ze tii opakovani.
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Nosi¢ s imobilizovanym AP (1-42) peptidem bez raménka daval mnohem nizsi
hodnoty absorbance odpovidajici mnozstvi autoprotilatek v séru, a naopak u ngj byly vyssi
hodnoty absorbanci u slepych vzokd. Tento nosi¢ vykazoval vyssi nachylnost
k nespecifickym interakcim oproti nosi¢i S modifikaci bisaminoPEG raménkem. Takovyto
trend u nosice bez raménka byl ziejmé zplsoben samotnou blokaci proteinem BSA a také
dulezitym faktem, ze na tyto Castice je AP peptid vazan svym N-koncem. Tedy, Ze je vazebné
misto, V porovnani s modifikovanym nosi¢em bisaminoPEG raménkem, stéricky méné
ptistupné pro anti-Ap (1-42) protilatky. Toto vazebné misto se nachazi u N-konce AP (1-42)
peptidu [156]. Dale je protein BSA mnohem vétsim (66,5 kDa) nez samotny A (1-42) peptid
(45kDa), a piiblokaci je mozné, Zze BSA stéricky zabrani specifické interakci
s autoprotilatkami proti AP (1-42) ze séra.

Z vyse uvedenych vysledkli se jako nejvhodnéjsi magneticky nosi¢ pro stanoveni
anti-Ap (1-42) autoprotilatek vybraly castice ProMAG-Carboxyl svazanym Ap (1-42)

ptes bisaminoPEG raménko a blokované 1 % BSA.
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4.6.1. Sledovani skladovaci stability magnetického nosice metodou MELISA

Pro charakerizaci nosi¢e z pohledu jeho skladovaci stability, byly pfipraveny
magnetické castice ProMAG-Carboxyl s peptidem AP (1-42) vazanym pies bisaminoPEG
raménko (Obrazek 21). Magneticky nosi¢ se skladoval v PBS pufru pH 7,4 pii 4 °C. Byly
provedeny dva na sobé nezavislé experimenty, kdy jeden experiment sledoval stabilitu
v kratkém casovém Useku, konkrétné 5 dnii. Béhem téchto péti dnli byly tfikrat stanoveny
anti-Ap (1-42) autoprotilatky ve stejnych pacientskych sérech, v jednom kontrolnim séru a
V jednom séru pacienta se SKP. Stanoveni anti-Ap (1-42) protilatek bylo provedeno metodou
MELISA s magnetickym nosi¢em z totoZzného alikvotu pfipravenych ¢astic. Vysledky tohoto

experimentu jsou uvedeny v grafu 6.

Graf 6 Stanoveni hladiny anti-Ap (1-42) autoprotilatek metodou MELISA — sledovani kratkodobé stability
nosi¢e ProMAG-Carboxyl s imobilizovanym AP (1-42) a blokovanym 1 % BSA. KO — sérum kontrolniho
pacienta; SKP — sérum pacienta se smiSenou kognitivni poruchou. Vysledky ze tfi opakovani.
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Z grafu 6 je patrny zajimavy efekt, Ze pfi stanoveni hned po pfipravé magnetického
nosi¢e jsou hodnoty absorbanci niz§i nez pii pouziti magnetického nosi¢e druhy den nebo
dokonce 1 paty den od jeho ptipravy. Tento efekt se da vysvétlit tim, ze pii pfiprave nosice je
snizena biologicka aktivita AP (1-42) peptidu. Ta je spojena s konformaci proteinu, ktera
muZe byt vazbou ovlivnéna, a postupné se obnovuje az néjakou dobu po vazbé.

Béhem druhého experimentu byla sledovana dlouhodoba stabilita magnetického

nosi¢e. Zde bylo provedeno stanoveni autoprotilatek proti AP (1-42) u souboru péti
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pacientskych sér — 2 kontrolni séra, jedno sérum pacienta se SKP a 2 séra pacientii s ACH.
Prvni méfeni bylo provedeno 4 dny po pfipravé nosice. Dalsi méfeni prob&hlo po uplynuti

4 tydnti s totoznym alikvotem magnetickych ¢astic u stejnych pacientskych sér.

Graf 7 Stanoveni hladiny anti-AB (1-42) autoprotilatek metodou MELISA — sledovani dlouhodobé stability
nosi¢e ProMAG-Carboxyl s imobilizovanym Ap (1-42) a blokovanym 1 % BSA. 1. méfeni provedeno ¢tyti dny
po pfipravé nosice, 2. méteni provedeno 4 tydny po piipravé nosice. Vysledky ze tfi opakovani. KO — sérum
kontrolniho pacienta; SKP — sérum pacienta se smisenou kognitivni poruchou; ACH — sérum pacienta s ACH.
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V grafu 7, ktery znazoriiuje vysledné hodnoty absorbanci zméfenych na stejném
magnetickém nosici se stejnymi pacientskymi séry, je patrné skoro u vSech vzorki sniZeni
hodnot absorbanci pfi skladovani nosice po 4 tydny. SniZené hodnoty byly pozorovany
i uslepych vzorki. To Ze u kontrolniho séra 2 a v séru pacienta se SKP nedoslo k tak
vyraznému snizeni ¢i doslo pfimo k opaénému dé&ji, je nejspiSe zpisobeno i povahou
biologického materidlu a zahrnuje ziejmé také chybu méfeni.

Na zavér této kapitoly vénové stabilit¢ nosice lze usuzovat, Ze tento nosi¢ je
kratkodobé¢ stabilni. Dokonce je vhodnéjsi pouzit nosi¢ nejdiive druhy den po jeho ptiprave.
OvsSem skladovani nosice 4 tydny a déle neni vhodné. Nosi¢ si dlouhodobé neudrzuje svoji

aktivitu pro stanoveni anti-Af (1-42) autoprotilatek.
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4.7. Stanoveni hladiny autoprotilatek proti Ap (1-42) v pacientskych

sérech metodou MELISA
Pro metodu ELISA na magnetickych Casticich byly pouzity ¢astice ProMAG-Carboxyl

s imobilizovanym bisaminoPEG raménkem a na ném vazanym A (1-42) peptidem
(Obrazek 21). Castice byly blokovany 1 % BSA. Anti-Af protilatky se stanovovaly
u 20 pacientskych sér fedénych 1:100, a méfeni bylo provedeno v tripletech. [156, 168, 241].
Stanoveni autoprotilatek anti-Ap (1-42) metodou MELISA bylo provadéno paralelné
i smetodou ELISA v desti¢ce. Postup pro metodu ELISA v mikrotitraéni destiéce je
v kap. 3.2.12. Do jamky mikrotitra¢ni desticky bylo aplikovano 0,05 mg magnetickych ¢astic.
Coz pfi uvaze, ze se na l mg magnetického nosi¢e navazalo 100 % z vazanych 50 g
AP (1-42), odpovidalo mnozstvi 2,5 pg AP (1-42) na jamku mikoritira¢ni desticky. Proto se
pfi vazbé antigenu do jamky mikrotitraéni desticky imobilizovaly 2 pg peptidu AP (1-42).
Toto mnozstvi imobilizovaného AP (1-42) na jamku bylo vybrdno piedevsim z divodu se co
nejvice pfiblizit imobilizovanému mnozstvi na magnetickém nosi¢i. Ve studiich, kde
stanovuji anti-Ap autoprotilatky vazi mnohem mensi mnozstvi antigenu. Konkrétné v riznych
studiich vazali rizné mnozstvi AP peptidu na jamku mikrotitra¢ni desti¢ky. Ve studii Klaver
(2011) to bylo 0,09 ug AP (1-42) peptidu [168], ve studii Szabo (2010) 0,1 pg AP peptidu
[154] a jako posledni piiklad uvedeme studii Piazza (2013), kde vazali 1 ug AP (1-42) peptidu
[172]. Vysledky ze stanoveni autoprotilatek proti AP (1-42) ve 20 pacientskych sérech jak
metodou MELISA, tak metodou ELISA v mikrotitra¢ni desti¢ce jsou znazornény v grafu 8.
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Graf 8 Stanoveni hladiny anti-Ap protilatek v sérech pacienti metodou MELISA a metodou ELISA v mikrotitraéni desti¢ce. Skupina 1 — normalni sérum, Skupina 2 —
pacienti se smi$enou kognitivni poruchou (svétly odstin) nebo s ACH. Vysledky ze tii opakovani.
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Pii porovnani obou metod se zda, Ze je citlivéjsi metoda MELISA (viz Graf 8).
Nevyhodou jsou vsak vysoké hodnoty u slepych vzorkil, které jsou zplisobeny samotnymi
Casticemi a nespecifickou sorbci proteinti ze séra na magnetické ¢astice. Hodnoty slepych
vzorkli se u magnetického nosi¢e Vv praméru pohybovaly v rozmezi absorbance 0,33-0,5.
Alei presto jsou celkové vysledné hodnoty u vzorkd vys$$§i nez u metody ELISA
v mikrotitracni desticce. Hodnoty slepych vzorka u metody ELISA jsou také pomérné vysoké
V porovnani s normalnimi hodnotami slepych vzorkl pii metodé ELISA, které se pohybuji
kolem 0,05 hodnoty absorbance. Pii tomto stanoveni anti-Af (1-42) autoprotilatek se slepé
vzorky u metody ELISA v mikrotitra¢ni desticce pohybovaly v rozmezi absorbance 0,12
az 0,18. U nékterych vzorkl byly hodnoty slepych vzorkli dokonce jesté vyssi, a toto zvySeni
se projevilo u obou metod. ZvySené hodnoty slepych vzorkii urcujici pozadi testu jsou
zpusobené nespecifickou sorbei ze séra, ktera se u kazdého vzorku muze projevovat jinak
razantné.

Pii metod¢ ELISA se peptid na desticku kovalentné véaze pomoci aktivace
pres glutaraldehyd. Tento zpisob kovalentné spojuje navzajem aminové konce [260].
AP (1-42) peptid je na sténu jamky vazan ptes sviij N-konec, a autoprotilatky z méfenych sér,
které jsou cilené na aminokyseliny na N-konci peptidu, se nejspise nemohou dobie vazat.
Odezva v jamkach s antigenem u metody ELISA v mikrotitra¢ni desticce by se teoreticky dala
zvysit menSim nafedénim pacientskych sér, coz by ale mohlo zarovén zpusobit zvySeni
nespecifické sorbce ze séra.

Dale je zvysledki vgrafu 8 viditelny trend vétstho mnozstvi autoprotilatek
U zdravych kontrol a méné autoprotilatek u pacienti s ACH nebo smiSenou kognitivni
chorobou [159-161]. Tento trend je velice malo patrny a u tak malého souboru prométenych
pacientil nelze s jistotou potvrdit stanovisko zvySenych volnych autoprotilatek anti-Ap (1-42)
u zdravych kontrol. Kazdy pacient by se ale mél hodnotit individualné v souladu s komplexni

diagnozou. Coz je i1 z grafu 8 patrné.
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5. Zavér

Cilem této diplomové prace byla optimalizace ELISA metody s vyuzitim
magnetickych ¢astic pro stanoveni autoprotilatek proti Ap (1-42) v pacientskych a kontrolnich
sérech.

Prvné byl vybiran magneticky nosi¢, ktery byl nésledné pii metodé¢ MELISA
pro stanoveni anti-AB (1-42) vyuzit. Nosi¢ byl vybiran z 5 vhodnych ¢astic. Ty se lisily nejen
ve velikosti a slozeni, ale také v typu funkénich skupin pfitomnych na svém povrchu c¢astic.
Byly testovany ¢astice s aminovou skupinou — SIMAG-Amine, Micromer-M NH;, Dynabeads
M-270 Amine a castice s karboxylovou skupinou — SIMAG-Carboxyl a ProMAG-Carboxyl.
U téchto ¢astic bylo v modelovém systému zjistovano nékolik charakteristik. Velikost a
struktura Castic byla analyzovana skenovacim elektronovym mikroskopem a dale byla
ovétena jejich hydrodynamicka velikost pomoci dynamického rozptylu svétla. Po imobilizaci
modelového proteinu, byla zjiSténa vazebna kapacita ¢astic stanovenim mnozstvi navazaného
proteinu testem BCA a méfenim enzymové aktivity, a pfi metodé MELISA bylo hodnoceno
chovani cCastic v mikrotitracni desti¢ce v priabéhu samotné metody. Ze vSech hledisek byly
vyhodnoceny jako nejvhodngjsi nosi¢ pro vazbu AP (1-42) magnetické Castice ProMAG-
Carboxyl.

Magnetické castice ProMAG-Carboxyl byly pro systém s AR modifikovany pomoci
raménka z bisaminoPEGuU pro zménu funk¢ni skupiny ¢astic na aminovou (Obrazek 21). Tato
modifikace se ukazala byt vyhodnou a byla proto vyuZita pro stanoveni anti-Ap autoprotilatek
ze séra pacientd. Peptid AP (1-42) byl tedy i s pouzitim karboxylovych magnetickych ¢astic
vazan diky raménku pies C-konec, a N-konec zustal pfistupny pro vazbu autoprotilatek
ze séra. Castice byly pro ucely MELISA testu blokovany 1 % BSA, které se ukazalo jako
dostacujici, a pfedevsim pii modifikaci ¢astic bisaminoPEGem nedosSlo pii blokaci ke stérické
zabran¢ antigenu (Obrazek 22A). K ¢emuz nejspiSe doslo pii blokaci castic s Ap (1-42)
bez bisaminoPEG raménka (Obrazek 22B).

Pfi samotném stanoveni hladiny autoprotilatek v sérech pacienti metodou MELISA
byla paralelné provedena i metoda ELISA. Bylo otestovano celkem 20 pacientskych sér.
| pres vyssi hodnoty absorbanci u slepych vzorkl pti metodé MELISA byla tato metoda
v porovnani s metodou ELISA citlivgjsi. Otazkou je, zda by se citlivost u metody ELISA
nezvysila pii menSim nafedéni séra, kde se ale mohou vice projevit nespecifické interakce
ze séra. U obou metod je mirné patrny trend zvySenych hladin autoprotilatek proti Ap (1-42)

Unormdlnich sér, a naopak snizenych hladin zminénych protilatek u pacienti
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S Alzheimerovou chorobou nebo smiSenou kognitivni chorobou. Ale u takto malého souboru
testovanych sér nemuize byt tento trend zcela potvrzen.

Zavérem lze fici, Zze se podafilo optimalizovat metodu MELISA, a to pfedevsim
ve fazi piipravy magnetického nosice. Metoda MELISA dava hodnoty absorbanci
odpovidajicich mnozstvi anti-AB (1-42) v sérech vyssi nez standardni ELISA metoda
vV mikrotitracni desticce. Pfedmétem dalSich experimentii by mohlo byt stanoveni anti-Af
(1-42) autoprotilatek touto metodou ve vétsSim souboru pacientskych sér. Také by se mohla
do procesu piipravy vzorku zatadit jeho uprava, napiiklad vhodna izolace imunoglobulint,
ktera by snizila nespecifickou sorbci. Do budoucna by se metoda MELISA mohla stat

zajimavou alternativou k metodé ELISA pro stanoveni anti-Af} autoprotilatek.
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6. Seznam zkratek

A

AP
ADP
AICD
ACH
ALS
aMClI
APH-1
ApoE
APP
APPs
ATP
B-bunka
BACE1
BCA
BSA
CDK
CLu
CNS
CSF
CTF
Da

DA
DEPC
DLS
EDAC
ELISA

assay)
GFAP

absorbance

peptid amyloid beta

adenosindifosfat (ang. adenosine diphosphate)
intracelularni fragment APP domény

Alzheimerova choroba

amyotroficka lateralni skleroza

amnestickda MCI

anterior pharynx-defective 1, podjednotka y-sekretazy
apolipoprotein E

amyloidni prekurzorovy protein

velky solubilni fragment APP

adenosintrifosfat (ang. adenosine triphosphate)
B-lymfocyt

neuronalni B-sekretaza

bicinchoninova metoda (ang. bicinchoninic acid assay)
hoveézi sérovy albumin (ang. bovine serum albumin)
cyklin-dependentni kinaza

gen pro Klusterin

centralni nervova soustava (ang. central nervous system)
mozkomi$ni mok (ang. cerebrospinal fluid)
membranovy C-termindlni fragment

dalton; jednotka velikosti proteinti

dopamin

diethyl pyrokarbonat

dynamicky rozptyl svétla (ang. dynamic light scattering)
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ang. enzym-linked immunosorbent

glialni fibrilarni kysely protein (ang. glial fibrillary acidic protein)
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GM1
HRP
HT

[o[€]

IgM

IL

IVIG

KO

LDL
LOD
MAPT
MCI
MELISA

gangliosid GM1

kfenova peroxidaza (ang. horseradish peroxidase)
hydroxytryptamin

imunoglobulin

imunoglobulin tfidy G

imunoglobulin tfidy M

interleukin

intravendzni imunoglobuliny (ang. intravenous imunoglobulin)
kontrolni sérum

lipoproteiny o nizké hustoté (ang. low-density lipoprotein)
limit detekce (ang. limit of detection)

protein tau asociovany s mikrotubuly (ang. microtibule associated protein tau)
mirna kognitivni porucha (ang. mild cognitive impairment)

enzymova imunoanalyza na magnetickych ¢asticich (ang. magnetic-beads

enzym linked immunosorbent assay)

MES
MRNA

naMClI
OPD
oxLDL
P3
PAGE
PBS
PDMS
PEG
PEN
PMMA
POC
p-tau
PVDF
RAGE

2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonova kyselina

mediatorova ribonukleotidova kyselina (ang. messenger ribonucleic acid)
neamnesticka MCI

o-fenylendiamin

oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou

N-koncovy fragment aCTF

polyakrylamidovy gel

fosfatovy pufr s ptidavkem soli (ang. phosphate buffered saline)
polydimethylsiloxan

polyethylenglykol

presenilin

polymethylmethakrylat

point-of-care

fosforylovany tau protein

membrana z polyvinylidendifloridu

receptor pro produkty pokrocilé glykace
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RABPTS
RS

RT

SD
SDS-PAGE
SEM

SKP
SNAP25
Sulfo-NHS
SUPHEPA
T-bunka
TEMED
TGFp-2
TMB
TNF-a

t-tau

protein rabaptin 5

rostrousend sklerdza

laboratorni teplota (ang. room temperature)
smerodatna odchylka

polyakrylamidova elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu sodného
skenovaci elektronova mikroskopie

smisend kognitivni porucha

presynapticky protein

N-hydroxysulfosukcinimid sodny
N-sukcinil-L-phenylalanin-p-nitroanilid

T-lymfocyt

N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiamin

transformacni rustovy faktor beta-2
3,3,5,5-tetramethylbenzidin

faktor nadorové nekrozy (ang. tumor nekrosis factor o)

celkovy tau protein
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9. PRILOHY

9.1. Priloha A

SIMAG-Amine (Chemicell, Berlin, Némecko,

primér: 1 pm)

4/18/2016 100nm SN2
WD 16.1lmm 10:18:24 X GB_HIGH ¥
— - "

—— lpm  SN4 /18/2 100nm SN4 4/18/2016
X 25,000 5.0kV SEI SEM 5:23 X 5.0kv 8 S, WD 18.7mm 11:52:49

Obrazek 24 Cisté magnetické Gastice SIMAG-Amine, susené pii 37 °C (obr. A, B). Magnetické &astice SIMAG-
Amine a vazanym enzymem, susené pti 37°C (obr. C, D). A - zvétSeno 25 000x; B - zvétseno 100 000x; C —
zvétSeno 25 000x; D — zvétSeno — 100 000x.
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9.2. Priloha B - SIMAG-Carboxyl (Chemicell, Berlin, Némecko,

priumér: 1 pm)

2 CES Sl
-— 100nm SC6 4/20/2016 100nm SC8 4/20/2016
X 50,000 8.0kV SEI SEM WD 18.3mm 09:23:23 s SEM WD 18.3mm 10:03:31

Obrazek 25 A - Cisté magnetické &astice SIMAG-Carboxyl, susené pii 37 °C. Zvétseno 50 000x. B -
Magnetické ¢astice SIMAG-Carboxyl s vazanym enzymem, suSené pii 37°C. Zvétseno 50 000x.

9.3. Priloha C - ProMAG-Carboxyl (Bangs Laboratories, Indiana,
USA, priamér: 0,8 pm)

PC10 4/20/2016 — 100nm PC10 4/20/2016
X 25,000 8.0kV SEI S WD 18.3mm 10:58:39 X 50,000 8.0kV SEI SEM WD 18.3mm 10:57:57

Obrdzek 26 Cisté magnetické ¢astice ProMAG-Carboxyl, sugené pii 37 °C. A — zvétseno 25 000x; B — zvétieno
50 000x.

116



Obrazek 27 Magnetické Eastice ProMAG-Carboxyl s vazanym enzymem, suSené pii 37 °C. A - zvétSeno
5 000x; B — zvétseno 50 000x.

9.4. Priloha D - Dynabeads M-270 Amine (Invitrogen Dynal, Carlsbad,
CA, USA, priamér: 2,8 pm)

Obrizek 28 Cisté magnetické Gastice Dynabeads M-270 Amine, susené pii 37 °C (obr. A, B). Magnetické
astice Dynabeads M-270 Amine s vazanym enzymem, suSené pii 37 °C (obr. C, D). A — zvétSeno 2 500x; B —
zvét§eno 25 000x; C — 2 500x; D — 25 000x.
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9.5. Priloha E - Micromer-M NH: (Micromod, Rostock, Némecko,

prumér: 3 pm)

lpm

5
GB_HIGH WD 16.0mm 0

Obrazek 29 A - Cisté magnetické Gastice Micromer-M NH2, susené pii 37 °C. Zvétsené 25 000x. B -
Magnetické ¢astice Micromer-M NH; s vazanym enzymem, susené pii 37 °C. Zvétsené 25 000x.
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