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Abstract

This work aimed in biofunctionalization of carboxylate nanoparticles (NPs-COOH) with
enzyme horseradish peroxidase (HRP) for subsequent nanolabelling of specific antibody in
ELISA — based immunosensors. Finally prepared conjugate (anti-ApoE IgGNPS‘HRP) was
applied for electrochemical detection of antigen apolipoprotein E (ApoE).

Souhrn

Cilem prace bylo funkcionalizovat nanocastice s karboxylovou funkéni skupinou (NPs-
COOH) enzymem ktenovou peroxidazou (HRP), kterymi byly nasledné znaceny sekundarni
protilatky pro imunosenzory pracujici na principu ELISA metody. Pfipraveny konjugat (anti-
ApoE IgGN"™MRP) byl poté pouzit pro elektrochemickou detekei antigenu apoliproteinu E
(ApoE).

1. Uvod

Pro analyticky prikaz a kvantifikaci antigenii v biologickém materidlu se osvédcila
tradicni metoda sendvicové enzymové imunoanalyzy (ELISA). Metoda je zaloZena na
specifické interakci mezi antigenem a protilatkou za tvorby imunokomplexu. Imunokomplex
je nasledné kvantifikovan prostfednictvim reakce s druhou, tzv. sekundarni protilatkou, na
kterou je kovalentné navazan enzym. Ten generuje po piidavku vhodného substratu meétitelny
signal. Mezi enzymy, které jsou nejcastéji pro metodu ELISA vyuzivany, patii B-
galaktosidaza, glukdzaoxidaza, kienova peroxiddza ¢i alkalickd fosfatdza. V heterogennim
uspotadani je protilatka pfed zachytem antigenu ukotvena na pevné fazi, kterou obvykle tvori
jamky mikrotitracni destiCky nebo stale Castéji také magnetické Castice. Pouziti magnetickych
¢astic zarucuje jednoduchou a rychlou separaci slozek a Setrnou manipulaci se vzorkem
behem analyzy [1,2,3,4].

Pro vlastni detekci vzniklého imunokomplexu jsou, v zavislosti na pouzitém substratu
zvoleného enzymu, vyuzivany nejcastéji spektrofotometrickd, chemiluminiscencni a

v posledni dob¢ také elektrochemicka detekce. Volba vhodné detekéni metody se také odviji



od stanovovaného antigenu, resp. jeho o¢ekavaného koncentracniho rozmezi. Zajem o vyuziti
imunosenzort s elektrochemickou detekci stale roste, nebot” s jejich pomoci 1ze dosahnout
nejen nizkych detekénich limith s nizkou spotiebou reagencii a vzorku, ale na rozdil od
spektrofotometrie neni detekce ovlivnéna zdkalem vzorku nebo interferenci dalSich latek.
Toto je obzvlasté vyhodné zejména v analyze biologicky aktivnich latek, které jsou obvykle
soucasti komplexni matrice (t€lni tekutiny, potraviny, vzorky z oblasti zivotniho prostiedi
apod.) [5,6,7]. Elektrochemické biosenzory (amperometrické, voltametrické) také vyuzivaji
relativné levnych piistrojti, které mohou byt snadno miniaturizovany a konstruovany jako
pfenosna zafizeni vhodna i pro tzv. terénni méteni (point-of-care testing, POCT) [8].

V soucasné dobé¢ je velkd snaha dosdhnout u enzymovych imunosenzord nizSich limitd
detekce nez doposud. Jednou z moznosti je pouzit nanoc¢astice jako nosice pro vyssi pocet
molekul indikétoru, tj. enzymu a teprve poté vazat tento komplex kovalentné se specifickou
protilatkou. Nanocastice s velkym specifickym povrchem tak umozni navéazat vét§i pocet
molekul enzymu a tim dosahnout vyssi citlivost celého stanoveni. Vlastnosti vhodné pro
tvorbu vySe popsaného konjugatu maji napiiklad funkcionalizované mezoporézni silika
nanocastice. Vyhodou je jejich velkd plocha, kontrolovana struktura porti, vysoka tepelna a
mechanicka stabilita [9,10,11].

Ktenova peroxidaza je vysoce specificky a stabilni enzym, ktery v ramci imunochemickeé
reakce méni substrat na elektrochemicky méfitelny produkt [12]. Enzym naSel uplatnéni
v mnoha dalSich aplikacich, napt. koimobilizace kienové peroxidazy s elektronovym
mediatorem se v analytické praxi osvédc¢ila. Mediator je zde piidavan s cilem zvysit
dostupnost aktivniho mista pro efektivni prenos elektronli a tak zrychlit elektrochemickou
reakci [9,13].

Modelovy biospecificky par proteinu apolipoproteinu E (antigen) a odpovidajici specifické
protilatky (anti-ApoE IgG) byl zakladem pro vyvoj nové imunoanalytické metody s mozZnosti
elektrochemické detekce. Hlavnim cilem bylo ovéfit predpoklad, Ze se diky specifické
protildtce konjugované s nanocasticemi biofunkcionalizovanymi molekulami kienoveé
peroxidazy zvysi citlivost elektrochemické detekce nadorovych markerit v biologickém

materialu (viz obrazek 1).
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Obrazek 1:Schéma pripravy elektrochemického biosenzoru pro detekci antigenu apolipoproteinu E

2. Experimentalni ¢ast
2.1. Chemikalie a zarFizeni

Kienova peroxiddaza, mezoporézni silika nanocCastice s karboxylovymi funkcénimi
skupinami (200 nm), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC), N-
hydroxysulfosuccinimid sodny (S-NHS), o-fenylendiamin, 30% peroxid vodiku, thionin
acetat (ThAcC) byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Karboxylované polymethylmetakrylatové nanoéastice (392 nm) byly poskytnuty Ustavem
makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky. Lidsky rekombinantni protein
ApoE3 produktem BioVision (USA). Monoklonalni i polyklonalni krali¢i protilatky anti-
ApoE 1gG byly dodany firmou Moravian-Biotechnology (Ceska republika). Magnetické
Castice SIMAG — carboxyl (0,75 um) byly zakoupeny od spole¢nosti Chemicell (Némecko).
Ostatni chemikalie analytické Gistoty byly od spole¢nosti Sigma-Aldrich (USA), Penta (Ceska
republika), Lach-Ner (Ceska republika) nebo Bio-Rad (CA, USA).

Elektrochemicka méfeni byla provadéna s vyuzitim potenciostatu PalmSens (PalmSens,
Nizozemi), softwaru PSTrace 4.7 a pomoci ttielektrodovych tisténych senzort s platinovou
pracovni elektrodou, argentochloridovou referentni a platinovou pomocnou elektrodou (BST,

Némecko).

2.2. Modifikace nanoc¢astic kirenovou peroxidazou

30,150, 30U, 75 U nebo 150 U HRP enzymu kienové peroxidazy bylo kovalentné
imobilizovdno na nanocastice s karboxylovymi funkénimi skupinami pomoci jednokrokové
karbodiimidové metody s vyuzitim 7,5 mg EDC a 1,25 mg S-NHS v prostiedi 0,1M
fosfatového pufru pH 7,3. Vazba probihala ptes noc pii 4°C za mirného otaceni na rotatoru
[14]. Pro vazbu byly vybrany nanoéastice z UMCH, komeréni &astice poskytla firma Sigma-

Aldrich, jejichz parametry jsou uvedené v tabulce 1. Po inkubaci byly nanocastice promyty 5x



1 ml 0,1M fosfatového pufru pH 7,3, pfi¢emz byly nanocastice promyvany centrifugaci pii

5000 rpm po dobu 5 minut na kazdé promyti.

Tabulka 1: Charakteristiky pouzitych nanocastic

Nanocdastice
PCMMA PCMMA-ThAC Komer¢ni

Material polymethylmetakrylat polymethylmetakrylat silika
Funkéni skupiny - COOH - COOH - COOH
Velikost (nm) 392 392 200
Velikost pori (nm) informace nebyla poskytnuta 4
Thionin inkorporovan
Vyrobce UMCH, AV CR UMCH, AV CR Sigma Aldrich, MO, USA

2.3. Modifikace nanocastic kirenovou peroxidazou a thioninem

Vedle imobilizace HRP samotné byla provedena i koimobilizace HRP (3 U, 15 U, 30 U, 75
U nebo 150 U) s elektronovym mediatorem thionin acetatem (ThAc; 0,5mM nebo 0,05mM).
Ke koimobilizaci byly pouzity nanocastice PCMMA a komer¢ni. Prvnim pfistupem byla
soucasna koimobilizace HRP a ThAc, dal§im vazba HRP a po 15 minutach imobilizace ThAc
a poslednim pfistupem byla vazba ThAc a po 15 minutich imobilizace HRP. Opét byly
imobilizace provadény jednokrokovou karbodiimidovou metodou s vyuzitim 7,5 mg EDC a
1,25 mg S-NHS v prosttedi 0,1M fosfatového pufru pH 7,3. Vazba probihala ptes noc pii 4°C
za mirného otaeni na rotatoru [14]. Po inkubaci byly nanoc¢éstice promyty 5x 1 ml 0,1M
fosfatového pufru pH 7,3, pfi€emZ byly nanocastice promyvany za pomoci centrifugace pii

5000 rpm po dobu 5 minut na kazdé promyti.

2.4. Ovéreni aktivity imobilizované kienové peroxidazy

Pro ovéfeni aktivity imobilizované kienové peroxidazy bylo 100 pg takto modifikovanych
nanocastic promyto 0,1M fosfatovym pufrem pH 6,2. Po promyti byl pfidan substratovy
roztok obsahujici 10 pl 30% peroxidu vodiku (substrat) + 10 mg o-fenylendiaminu
(chromogen). Suspenze byla inkubovana 10 minut pii 37°C za mirného otaceni. Po inkubaci
byla reakce zastavena piidavkem 50 pul 1M H,SO4. Byla zmétena absorbance pii 492 nm na

spektrofotometru (Multiscan, RC, Genesis, Labsystems).

2.5. Konjugace polyklonilnich anti-ApoE IgG HRP-modifikovanymi nanoc¢asticemi
Konjugace 25 pg polyklonalnich krali¢ich protilatek anti-ApoE s 300 pg HRP-

modifikovanymi nanocésticemi (piipadné HRP-nanocasticemi modifikovanymi thioninem)



byla provedena jednokrokovou karbodiimidovou metodou v prostiedi 0,1M fosfatového pufru
pH 7,3. Vazba probihala pfes noc pii 4°C za mirného otdCeni na rotatoru za stejnych

podminek uvedenych v kapitole 2.2.

2.6. Imobilizace proteinu ApoE ¢i monoklonalnich anti-ApoE IgG na magnetické Castice

1 mg castic byl promyt 5x 1 ml 50mM MES pufru pH 5, k promyvani bylo vyuzito
magnetického separatoru. Nasledné bylo k promytym magnetickym casticim ptidano 7,5 mg
EDC a 1,25 mg S-NHS. Inkubace smési probihala 30 minut pti pokojové teploté na rotatoru.
K preaktivovanym ¢asticim bylo pfidano 25 pug antigenu ApoE nebo 100 pg krali¢ich anti-
ApoE IgG a reak¢ni objem byl doplnén 50mM MES pufrem pH 5 na 1 ml. Inkubace probihala
pfes noc za mirného otaceni pii 4°C. Po inkubaci nasledovalo promyti 2x 1 ml 50mM MES

pufrem pH a nasledné 2x 1 ml PBS pufrem pH 7.4.

2.7. Elektrochemicka detekce HRP-modifikovanych nanocastic

Ke 100 pl suspenze s HRP-modifikovanymi nanocasticemi bylo pfidano 800 ul substratu
peroxidu vodiku o koncentraci 10 mg/l v 0,IM fosfatovém pufru s 0,15M NaCl. Nasledné
bylo 40 ul vzorku naneseno formou kapky na povrch tist€ného tiielektrodového senzoru
s platinovou pracovni elektrodou. Mé&fil se pokles proudové odezvy vlivem spotifebovani
substratu peroxidu vodiku o koncentraci 10 mg/l v 0., 5., 10., 15. minuté¢ metodou linearni
voltametrie (podminky méfeni viz tabulka 2), pfi€emZ mezi jednotlivd méfeni byly zatazeny

promyvaci kroky. Hodnoty proudové odezvy byly odecitdny v 0,35 V.

Tabulka 2: Podminky méfeni

E begin ov
E eng 08V
E step 0,005V
E cond ov
E dep ov
scan rate 0,05 V/s
t conds T dep 0s
teq 2s

2.8. Elektrochemické ovéieni funkénosti konjugatu anti-ApoE IgGMRPNPs

Prvnim krokem bylo najit vhodné fedéni konjugatu pro vlastni méfeni na biosenzoru.
Pouzil se 1 pg antigenu ApoE navdzaného na magnetickych ¢asticich SIMAG-COOH, ke
kterym byl ptidan blokaéni roztok (obsahujici 0,1% hovézi sérovy albumin a 0,05% TWEEN
20) a 10x, 20x nebo 50x ztfedény konjugat v 0,1M uhli¢itanovém pufru pH 9,49. Reakéni



smes byla inkubovana po dobu 50 minut a nasledné promyta 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,3
s ptidavkem 0,15M NaCl, ktery snizil nespecifickou sorpci latek na povrchu magnetickych
castic. Po promyti reakéni smési bylo nutno odebrat supernatant a ptidat 800 pl substratu
peroxidu vodiku o koncentraci 10 mg/l v 0,IM fosfatovém pufru s 0,15M NaCl. Pro méfeni
na tisténych senzorech bylo nutno magnetické ¢astice s navazanym komplexem odseparovat
s pomoci magnetického separatoru, nebot’ by magnetické¢ castice mohly elektrochemickou

detekci ovlivnit. Nasledné méteni bylo provadéno za podminek uvedenych v kapitole 2.7.

2.9. Elektrochemicka detekce antigenu s vyuzitim pripraveného konjugatu anti-ApoE
TgGHRP-NPs

Pro stanoveni mnozstvi antigenu ve vzorku pomoci MELISA metody byly jako nosic¢
pouzity magnetické castice SIMAG-COOH s imobilizovanymi monoklonalnimi protilatkami
anti-ApoE. Samotnda MELISA byla provedena nasledovné. Magnetické cCastice s 10 pg
primarni protilatky anti-ApoE byly promyty 5x 500 upl 0,1M fosfatového pufru pH 7,3. Po
promyti a odtazeni supernatantu, byl k magnetickym casticim s primarnimi protilatkami anti-
ApoE pfidan blokacni roztok (0,1% hovézi sérovy albumin a 0,05% TWEEN 20 v 0,1M
fosfatovém pufru pH 7,3) a odpovidajici mnoZstvi antigenu ApoE (5, 2,5 nebo 1 pg), poté
byla smé&s doplnéna do 500 pl 0,1M fosfaitovym pufrem pH 7,3. Reak¢éni smés byla
inkubovadna po dobu 50 minut pii 37°C za mirného otaceni na rotatoru. Po inkubaci byly
¢astice promyty 3x 500 pl 0,1M uhli¢itanového pufru pH 9,49. Po promyti a odtazeni
supernatantu byl pfidan blokaéni roztok (0,2% BSA a 0,1% TWEEN 20 v 0,IM
uhli¢itanovém pufru pH 9,49), 20x ziedény konjugat (25 pl) a suspenze byla doplnéna do 500
pl 0,1M uhlic¢itanovym pufrem pH 9,49. Reakéni smés byla inkubovana opét po dobu 50
minut pii 37°C za mirného otaCeni na rotatoru. Po inkubaci byl vytvofeny imunokomplex
promyt 0,1M uhli¢itanovym pufrem pH 9,49 a 0,1M fosfatovym pufrem pH 7,3 s piidavkem
0,15M NaCl. Po promyti byl pfidan substrat peroxidu vodiku o koncentraci 1 mg/l byla

meéiena proudova odezva dle podminek uvedenych v kapitole 2.7.

3. Vysledky a diskuze

Konkrétnim cilem a néplni této prace byla pfiprava konjugatd, tj. protilatek znacenych
HRP-modifikovanymi nanocasticemi. Kvalita pfipraveného konjugatu byla ovéfena
elektrochemickym stanovenim na tiSténych elektrodach. Druhym krokem bylo ovéfeni
funk¢nosti konjugatu prostiednictvim vazby na magnetické castice s imobilizovanym

antigenem ApoE s naslednym elektrochemickym ovéfenim. Posledni krok slouzil k ovéfeni



prukazu zachytu antigenu ApoE ve vzorku prostiednictvim sendvicové MELISA metody a
elektrochemické detekce.

Jak jiz bylo uvedeno, v praci bylo testovano ne€kolik druhli nanoc¢astic dodanych partnerem
projektu Ustavem makromolekularni chemie AV CR. Komeréni silika nanoéastice od
spolec¢nosti Sigma-Aldrich byly pouzity jako funk¢ni standard.

Klicovym krokem byla ucinnd, ale kontrolovana vazba molekul enzymu na nanocastice.
Bylo imobilizovano 75 U nebo 150 U HRP na 1 mg nanocastic, 3 typy pouzitych nanocastic
jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Pro zjisténi efektu thioninu byly pfipraveny nanocastice
(PCMMA a komer¢ni) s kovalentné navdzanymi molekulami HRP a ThAc (viz kapitola 2.3) a
téz byly vyuZity nanolastice s inkorporovanym thioninem z UMCH (PCMMA-ThAc).
Nasledné byla hodnocena aktivita imobilizované kienové peroxidazy spektrofotometricky.
Nejvyssi aktivity HRP (163 — 211 mU/mg ¢astic) byly stanovovany na komercnich silika
nanocasticich. U nanoc¢astic PCMMA byly provedeny 3 rGzné zplsoby koimobilizace HRP
s thioninem (viz kapitola 2.3.) a nejvyssi aktivity HRP byly dosazeny pii okamzité imobilizaci
HRP a nasledné vazbé ThAc (viz tabulka 3). Pozorované snizeni enzymové aktivity HRP pfi
koimobilizaci lze pfisoudit vazb¢ thioninu, pfedpoklddame, ze thionin zablokoval ¢ast

volnych funkénich skupin na nano€asticich.

Tabulka 3: Aktivita imobilizované HRP na PCMMA a komer¢nich nanocasticich

¢ (mU/1 mg PCMMA) ¢ (mU/1 mg komerénich NPs)
HRP + ThAc — inkubace 38,7
HRP — inkubace — ThAc 42,6 173,5
ThAc¢ — inkubace — HRP 38,3

Nasledné¢ byla odezva 100 pg HRP-modifikovanych nanocéstic (t¢Z HRP-thionin-
modifikovanych c¢astic) ovéfena elektrochemicky, pficemz byl sledovan pokles proudové
odezvy vlivem spotiebovani substratu peroxidu vodiku o koncentraci 10 mg/l. Méfeni
probihalo s vyuzitim tiSténého tfielektrodového senzoru s platinovou pracovni elektrodou a
potenciostatu PalmSens. Pro kazdé méteni byla vyuzita nova tisténa elektroda a byl sestaven
graf zavislosti proudové odezvy na Case. Ze souhrnnych grafli je patrny pokles proudové
odezvy v Case (viz obrazek 2). Hodnoty proudové odezvy pro jednotlivé nanocastice byly

odecitany v 10. minuté, nebot’ v tomto Case l1ze povazovat systém za ustaleny.



0,16

0,16
0,14 0,14
S o012 50,12
i 3
00,10 201
n
o 0,08 s 008 T "~y A Tre_
g 006 1§ _ pemma 30’06 —e—PCMMA -
5 0,04 |---a--- PCMMA-ThAC 5 0,04 7 ---a--- PCMMA-ThAC
0,02 |- —® - Komeréni nanotastice-COOH s HRP 0,02 - — ~® - Komer¢ninanocastice-COOH s HRP
0.00 —@— Komer¢ni nano¢astice-COOH s HRP + ThAc 0 —@— Komer¢ni nanocastice-COOH s HRP + ThAc
0 5 t(min) 10 15 0 5 t(min) 10 15

Obrazek 2: Zavislost proudové odezvy pri spotrebé substratu peroxidu vodiku (¢ = 10 mg/l) ucinkem HRP-
modifikovanych nanocastic v 0., 5., 10. a 15. minuté: A) pro imobilizaci brano 75 U HRP a B) pro imobilizaci
brano 150 U HRP

Z vysledkl je patrné, Ze nelze upiednostnit jeden typ Castic, nebot’ vSechny maji v 10.
minut¢ obdobnou proudovou odezvu bez ohledu na ptredchozi aktivitu imobilizované kienové
peroxidazy. Téz kovalentné navazany ¢i inkorporovany thionin odezvu nezlepsil. Pro prvotni
aplikace byly porovnavany pouze nanocastice s ptivodné¢ imobilizovanymi 75 U a 150 U
HRP. I ptes rozdilné mnozstvi enzymu HRP byla elektrochemicka odezva srovnatelna.

Na zékladé téchto vysledka jsme piikrocili k vlastni vazbé enzymové aktivnich nanocastic
se specifickou protilatkou, anti-ApoE IgG. Pro tuto vazbu byly pouzity nanocastice s 3 U, 15
U, 30 U a 75 U imobilizované HRP. Po ovéteni aktivity spektrofotometricky byly z dalSich
aplikaci vyfazeny nano¢asticce PCMMA z UMCH s ptivodné imobilizovanymi 3 U HRP,
nebot’ jejich enzymova aktivita byla nulova. Uéinnost vazby protilatek na nanoéastice byla
ovefovana metodou SDS-PAGE s néslednym denzitometrickym vyhodnocenim. U vsech typi
nanocastic modifikovanych 30 U a 75 U HRP, nedoslo k u¢inné vazbé s molekulami IgG.
Pricinou muize byt nedostatek volnych funkénich skupin na povrchu nanocastic pro dalsi
vazbu. U nanotastic PCMMA a PCMMA-ThAc z UMCH, bez ohledu na mnoZstvi
imobilizované HRP ¢i pfitomnost/nepiitomnost thioninu, nedoSlo k vazbé s protilatkami.
Z vysledkl vyplyva, Ze se protilatky uspés$né vazaly s komerénimi nanocéasticemi s 3 Ua 15U
HRP, jak s pfitomnosti/nepfitomnosti thioninu, pfi¢emzZ ucinnost vazby se pohybovala
v relativné Sirokém rozmezi 4 - 50 %. Tyto 4 funkéni konjugaty jsme nasledné vyuzili
v dalSich aplikacich.

Antigenem (ApoE) modifikované magnetické ¢astice (SIMAG-COOH) byly pouzity pro
ovéfeni vazebné funkc¢nosti pfipravenych konjugath, tj protilatek znacenych enzymem
modifikovanymi nanoéasticemi. U¢innost imobilizace antigenu na magnetické ¢astice byla
ovéefena elektroforeticky a bylo dosahovano az 90% ucinnosti. Pro vlastni elektrochemickou

detekci byla testovdna reakce mezi 1 ug antigenu ApoE navazaného na magnetickych



casticich a vhodné nafedénym konjugatem (10x a 20x), u kterého bylo pro vazbu pouzito 3 U
HRP/1 mg nanocastic (viz obrazek 3). Pro testovani fedéni byl umysiné vybran tento jeden
konkrétni konjugat, nebot’ zde byla ovéfena nejvyssi tcinnost vazby polyklonalnich protilatek

na nanocastice modifikované HRP, a to 50 %.
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Obrazek 3: Zavislost proudové odezvy na case vlivem spotreby substratu peroxidu vodiku (¢ = 10 mg/l)
ucinkem 10x a 20x ziedeného konjugatu znaceného HRP-modifikovanymi nanocdsticemi (s/bez thioninu)
navazaného na 1 ug Apok na SiMAG-COOH magnetickych cdsticich

Proudova odezva 10x a 20x zifedéného konjugatu, odecitand v 10. minuté, byla pro oba
typy konjugatli srovnatelna. Vyuziti thioninu koimobilizovaného s HRP na nanocastice vedlo
sice k mirnému zvySeni proudové odezvy pfi elektrochemické detekci, nicméné efekt nebyl
tak vyrazny, jak se pfedpoklddalo na zakladé¢ podobnych studii zminénych v literatufe
[9,13,15]. Pro dalsi experimenty byl vybran 20x zfedény konjugat.

Posledni krok slouzil k ovéfeni prikazu zachytu antigenu ApoE ve vzorku prostfednictvim
sendvicové MELISA metody a elektrochemické detekce. Nejprve bylo nutno pfipravit
imunosorbent skladajici se zmonoklondlnich anti-ApoE protilditek navazanych na
magnetickych c¢asticich SIMAG-COOH. I v tomto pfipad¢ byla u¢innost vazby ovéfovana
prostfednictvim SDS-PAGE a bylo dosahovano tcinnosti vazby 90-95 %. K pfipravenému
imunosorbentu bylo pfidano ur¢it¢ mnozstvi antigenu (1 pg, 2,5 pg nebo 5 pg) a vznikly
imunokomplex byl nasledné¢ vizualizovdn pomoci pfipraveného konjugatu tvorené¢ho
sekundarni protilatkou anti-ApoE (IgG) konjugovanou s HRP-modifikovanymi nanoc¢ésticemi
(anti-ApoE IgG™ ™) Elektrochemicka méfeni probihala s vyuzitim substratu peroxidu
vodiku o koncentraci 1 mg/l. Ze ziskanych vysledkii byla sestavena zavislost proudové
odezvy odecitané v 10. minuté, pfi potencialu 0,35 V, na mnozstvi antigenu ApoE ve vzorku

(viz obrazek 4).
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Obrazek 4: Kalibracni zavislost proudové odezvy, odecitané v 10. minuté pri potencialu 0,35 V, na mnozstvi
antigenu ApoE (1 ug, 2,5 ug, 5 ng) pri pouziti danych typii konjugatii sestavenych z HRP-modifikovanych
nanocastic

Z vysledkl je patrné, Ze systém pro stanoveni antigenu ApoE lze tedy povazovat za
funk¢ni. Konjugat protilatek s nanocasticemi modifikovanymi HRP a thioninem pomohl
zvysit odezvu signalu elektrochemické detekce pouze minimdln€é. Opét ani mnoZstvi

imobilizované HRP neovlivnilo citlivost detekce. Vytvotfené konjugaty jsou funkéni a dalsi

moznost jejich vyuziti je v prukazu antigenu v biologickych vzorcich.

Zavér

Cilem prace bylo sestaveni funkcnich konjugati tvofenych z HRP-modifikovanych
nanoCastic a protilatek, které by umoznily prostfednictvim sendvi¢ové MELISA metody
detekci antigenu ApoE. Prvnim krokem bylo ovéfeni kvality vytvoienych HRP konjugati
s vyuZzitim elektrochemické detekce, kde konjugaty poskytovaly srovnatelné proudové odezvy
bez ohledu na typ ¢astic ¢i mnoZzstvi imobilizované HRP (popf. i thioninu). Nésledné byla
oveéfovana vazebna funkénost konjugatu prostiednictvim vazby na antigen imobilizovany na
magnetické Castice. K aspéSné vazbé doSlo pouze u konjugati tvofenymi HRP-
modifikovanymi komerénimi nanocasticemi. Tyto konjugaty byly déale vyuzity pro detekci
solubilniho antigenu. Z vysledkli vyplyva, ze sestavené konjugaty byly funkéni, nicméné
citlivost detekce byla pouze v mikrogramech, coz je vhodné pouze pro nékteré biomarkery,

ani elektronovy mediator thionin nepfispé€l k vyraznému zvysSeni detekce.
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