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Abstract
This work deals with the use of superparamagnetic particles functionalized by lectin in the

ChipGenie microfluidic systém for the IgG isolation. The objective was to select magnetic particles,
which can be integrated into this microfluidic system and then isolate IgG from human serum by
Lectin chromatography. The superparamagnetic particles were functionalized by Lectin Concavalin A,
which has affinity to glycosidic chains of IgG molecules. In parallel, we performed the ELISA with
superparamagnetic particles as a solid phase for the verification of the system’s functionality.

Souhrn
Tato prace se zabyva vyuzitim superparamagnetickych ¢astic Snavazanym lektinem Vv

mikrofluidnich systémech typu ChipGenie pro izolaci 1gG. Cilem bylo vybrat magnetické Castice
vhodné pro integraci do tohoto mikrofluidniho systému a cely systém pak pouzit pro izolaci IgG
z lidského séra lektinovou chromatografii. Superparamagnetické castice byly funkcionalizovany
lektinem konkanavalinem A, ktery ma afinitu na glykosidické fetézce pfitomné na IgG molekule.
Paraleln¢ byla pro ovéfeni funkEnosti celého systému provedena metoda ELISA na magnetickych
casticich.

1. Uvod

Magnetické ¢astice (MC) se v poslednich letech staly spolehlivou a nedilnou sou¢asti mnoha
biochemickych a biologickych analyz. Jejich vyuZiti je Siroké. Pouzivaji se napi. pro prikaz,
izolaci nebo purifikaci biomolekul typu enzymu, protilatek nebo nukleovych kyselin.
Magnetické ¢astice lze také pouzit pro izolaci specifickych bun¢k nebo pfi katalyze reakci,
kde MC slouzi jako nosie enzymovych molekul. Dnes je na trhu dostupna fada komeréné i
experimentalné vyvijenych Castic riznych velikosti, sloZeni, funkénich skupin na povrchu,
koloidni stability, biologické kompatibility nebo tvarti. Neckteré komeréné dodavané
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tom, pro jaky ucel chceme magnetické Castice pouzivat. Velikost magnetickych ¢astic se



pohybuje od nékolika nanometr az po desitky mikrometrii. Na obr. €. 1 jsou zobrazeny razné
tvary magnetickych castic.

Magnetické Castice se velmi Casto vyuzivaji v mikrofluidnich systémech. Diky jejich
velkému reakénimu povrchu v malém objemu lze vyrazné zkratit ¢as separacnich krokt
analyzy. Magnetické Castice 1ze jako nosi¢e pouzit opakované, coz je i ekonomicky vyhodné.
Avsak magnetické Castice diky slozeni mohou nespecificky sorbovat na stény kanalka,
komirek nebo hadi¢ek. Resi se problémy integrace, fixace a michani MC. V soudasné dobé

jsou tyto kroky klicové pro vétsi vyuziti techniky v analytické praxi [1, 2, 3, 4].

Obrazek 1: Rizné tvary magnetickych materiald. A) nanotycinky, b) nanocastice ve tvaru skotapky,
¢) protahlé krychle, d) nanokrychle, e) nanoc¢astice kulatého tvaru, f) nanocastice ve tvaru kvétiny [5].

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit vlastnosti a moznosti vyuziti mikrofluidniho
zatizeni ChipGenie P edition 1. a II. generace, najit vhodny tvar a material mikrofluidnich
¢ipl pro analyzu a separace bioaktivnich latek v kombinaci s magnetickymi ¢asticemi jako
nosiCe specifickych ligandl. Cilem bylo stanovit optimalni podminky pro plnéni reakéni
komirky ¢ipu, jeho promyvani a nastavit optimalni podminky pro manipulaci se vzorkem.
Dalsim krokem bylo porovnat chovani riznych magnetickych castic ve velikostni Skale
0,5 - 100 um uvnitt reakénich komurek €ipl a vybrat vhodné €astice pro vlastni experimenty.
Nasledné byly v ¢ipu provedeny dvé rizné stanoveni a to: ELISA na magnetickych ¢asticich a

lektinova afinitni chromatografie.
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2. Experimentalni ¢ast
2.1 Magnetické castice

Tabulka 1: Piehled pouzitych magnetickych ¢astic

. , Velikost | Funkéni .
Nazev (zkratka) Vyrobce (um) skupina Material
SIMAG-Amine Cherﬁ:ﬂé’cgﬂm’ 0,5 NH, maghemit, matrix silika
polystyrenové jadro
SeraMag Seraneg, Freemont, | 0,771 | COOH obalené dvojitou
! vrstvou magnetitu, 40 %
polystyrenové jadro
Sera'\é'gg d‘:’peed Sera'\éaA@”ng)mom’ 0,816 | COOH obalené dvojitou
' vrstvou magnetitu, 60 %
polystyrenové jadro
SeraMag Sera'\éf’ggf)mom’ 0,816 | COOH obalen¢ dvojitou
’ vrstvou magnetitu, 40 %
ProMag ProM?:g&V\l/JaSr'rAl\ngton, 0,88 COOH magnetit
SiIMAG-Amine Cherﬁgﬂé’cfgrhn’ 1 NH; maghemit, matrix silika
Dynabeads My | ThermoFisher scientific, 1 COOH sféricky tvar,
One Carlshbad, CA, USA polystyrenové
ThermoFisher scientific, sféricky tvar,
Dynabeads M270 | ™~ 1ihad, CA, USA 28 NH, polystyrenové
Micromer M Micromod, Rostock, 3 NH sféricky tvar,
Némecko 2 polystyrenové
hypersitované Institut
poly(styren-co- makromolekularni 2 .
divinylbenzen)ové | chemie, Akademie véd, | > S0s polystyrenové
Castice Praha, CR
Micromer M, Micromod, Rostock, 4 NH sféricky tvar,
PEG Némecko 2 polystyrenové
Institut
. makromolekularni NH,, .
PCGMA-Albumin | 1o e, Akademic véd, | +° | COOH maghemit
Praha, CR
lontosorb MG 200 lontosorb, Usti nad 80-100 OH magnetlt,’matrlx
Labem, CR celuloza

2.2 Pristroje a zafizeni
K experimentim byly pouzity magneticka zatizeni ChipGenie P edition a mikrofluidni Cipy
(ChipShop, Jena, Némecko). Zatfizeni ChipGenie P Edition (obr. ¢. 2) je vSestranné
mikrofluidni zafizeni uréené pro on-chip analyzu za pouziti MC. Jedna se o malé stolni
zatizeni o rozmeérech 150 x 90 x 30 mm. Zatizeni umoziiuje regulaci teploty pomoci vyhtivaci

desticky umisténé pod rdmeckem fixujicim mikrofluidni ¢ip velikosti podlozniho sklicka



mikroskopu. Pod ni je je$té¢ umistén permanentni magnet nebo magnety zajistujici pohyb
magnetickych ¢astic v komtirkach mikrofluidniho Cipu.

Vtéto praci byly pouzity dvé verze mikrofluidniho Cipu, vyrobené
z polymethylmetakrylatu. Prvnim z nich byl mikrofluidni ¢ip o objemu dvou komtrek 120 pl,
dale oznacovan jako Cip (120 pl). Kazda komirka méla 2 vstupy a 2 vystupy umisténé nad
sebou po bocich komirky. Druhym typem byl mikrofluidni ¢ip obsahujici ¢tyti komurky,
kazda o objemu 100 pl, dale oznacovan jako Cip (100 pl). Tato komlrka ma 2 vstupy a 2

vystupy, které jsou umistény po dvou na kazd¢ stran€ komurky v sériovém zapojeni.

Regulator

Zapnuti/vypnuti
i teploty

LCD displej

o

Obrazek 2: Mikrofluidni zatizeni ChipGenie P edition II. generace.

3 Vysledky a diskuze

3.1 Instalace mikrofluidniho systému ChipGenie

Experimenty byly provaddény na dvou mikrofluidnich zafizeni liSicich se pouze velikosti,
mnoZstvim a uspofadanim magnett. Jako prvni byl pouzivan ChipGenie P edition 1. generace
(ChG 1), obsahujici dva permanentni magnety, kazdy o velikosti 30 x 5 x 10 mm. Severni
poly magnetli smétuji vlevo. Pro toto zafizeni byl vybran mikrofluidni ¢ip se dvéma

komurkami kazda o velikosti 120 pl (¢ip 120 ul), viz obr. €. 3.
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Obrazek 3: Schématické zapojeni mikrofluidniho systému ChG I a Cipu (120 pl).
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Dalsim pouzitym zafizenim bylo ChipGenie P edition Il. generace (ChG II), které
obsahovalo pouze jeden delsi magnet o velikosti 35 x 10 x 15 mm. Severni p6l smétoval
nahoru smérem k Cipu. U tohoto zafizeni se pouzival mikrofluidni ¢ip se ¢tyfmi komurkami,
kazda o velikosti 100 ul (¢ip 100 ul). K aplikaci roztokti a magnetickych ¢astic dovnitt Cipu
byla pouzivana injek¢ni stiikacka o velikosti 2 ml, kterd méla odnimatelny vrSek pro umisténi
druhé stifkacky. Vsechny reagencie a MC byly davkovany dovnitt stiikacky pomoci pipety.
Po zakryti vicka s aplikdtorem pro dalsi injekéni stiikacku naplnénou vzduchem vznikl na
hladinu napipetované kapaliny tlak, pomoci kterého byla kapalina zavadéna do reakcni
komirky ¢ipu. Vystupem byla tygonova hadic¢ka jdouci do nadobky zachytavajici odpad nebo

do zkumavky jimajici vzorek. Ostatni vstupy byly uzavieny umélohmotnymi minizatkami.

3.2 Vybér MC vhodnych pro experimenty provadéné na ChipGenie I
Ukolem bylo zjistit, jak se MC v mikrofluidnim systému chovaji a poté vybrat vhodné &astice
pro dalsi experimenty a pro vazbu ligandu. Na vybér bylo velké mnozstvi dostupnych
komerénich i experimentalng vyvijenych MC, které se 1i§i materialem, velikosti, povrchovymi
vlastnostmi a funk¢énimi skupinami na svém povrchu (viz tabulka ¢. 1).
Castice se testovaly v &ipu (120 pl) v kombinaci s ChG 1. Hodnotila se predev§im
rychlost posunu ¢astic v reakéni komirce, vymyvani, shlukovani ¢astic a tvorba kompaktniho

fluidniho loZe. Napft. ¢astice lontosorb vytvotily kompaktni fluidni loze, jak je znazornéno na

obr. ¢. 4.

Obrazek 4: Piiklad kompaktniho fluidniho loze magnetickych ¢astic Iontosorb

Bylo zjisténo, Ze vymyvani ¢astic neni zavislé jen na velikosti ¢astic, ale také na jejich
magnetismu, respektive poméru velikosti a obsahu oxidi zeleza, tedy jejich
magnetizovatelnosti v pfitomnosti magnetického pole. Nékteré MC se vymyvaly, pokud
dochazelo k jejich shlukovani. DalSim dalezitym kritériem bylo mnozstvi zavadénych
magnetickych ¢astic. U malého mnozstvi ¢astic nedochdzelo k rovnomémému vytvoreni
kompaktniho fluidniho loZe v ramci komirky. U vétstho mnozstvi Castic dochazelo k
ptekroCeni kapacity systému a k masivnéjSimu vymyvani. Jak se jednotlivé Castice v Cipu

chovaly, je shrnuto v tabulce €. 2, kde je hodnoceno maximalni aplikované mnozstvi ¢astic v



gipu, jejich pohyb, zda mély MC tendenci se vymyvat nebo agregovat. Poté jsou MC

ohodnoceny celkové, zda jsou vhodné pro mikrofluidni uspotadani.

Tabulka 2: Pfehled MC a hodnoceni jejich chovani v ChG 1.

. Max | Velikost POS“E v komurce o Celk.
Nazev Agregace pri pohybu Vymyvani
(mg) | (um) hodnoc.
magnetu
SIMAG-NH, 6 0,5 ano rychle od zacatku slabé -
SeraMag 4 0,771 ne velmi rychle od zacatku silné -
SeraMagSpeed 6 0,816 ne stiedné po 3 mg silné -
SeraMag 5 0,816 ne velmi rychle od zacatku silné -
ProMag 3 0,88 ne rychle pouze u 1. mg +
SIMAG-NH, 10 1 ano stfedné od zadatku silné -
DynOne 4 1 ne rychle od zacatku silné -
Dynabeads 10 2,8 ne pomalu od 8. mg slab¢ +
Micromer 10 3 ne stfedné od 5 mg slabé +
HMP-S-MG4 9 3,9 ne pomalu od zacatku slab¢ -
Micromer 10 4 ne stiedné od 9 mg slab¢ +
PGMA-ALB 10 4,5 ne pomalu od 8 mg slab¢ +
lontosorb 6 80-100 ne rychle od 3 mg silné -

Nejlépe se v Cipu chovaly ¢astice v rozmezi velikosti 2,8 — 4,5 um a ¢astice ProMag

o velikosti 0,88 um. Zadné ztéchto MC neagregovaly, vytvofily ucelené fluidni loZe,

nevymyvaly se. K dal$im experimentim na ChipGenie I a ¢ipu (120 pl) byly vybrany castice

Micromer o velikosti 3 um s NH; funk¢ni skupinou.

Dale se magnetické Castice testovaly v zafizeni ChipGenie P Edition Il. generace s

jinym uspofadanim magnetu a ¢ipem 0 objemu 100 pl. U tohoto uspofadani se Castice

pohybovaly v souladu s pohybem magnetti. Vzhledem k tomu, Ze generace ChG II nabizi jiné

uspotadani fluidniho loze, byly sledovéany i trochu jiné parametry. Hodnoceni magnetickych

¢astic je shrnuto v tabulce €. 3.

Tabulka 3: Ptehled MC a hodnoceni jejich chovani v ChG II.

, Velikost | posunlozey | Promichini ‘oo,
nazev fluidni loZe o roztoku pomoci
(um) komiirce 2 mg. MC Hodnoc.
SeraMagSpeed 0,816 kompaktni ano 5 min. +
ProMag 0,88 kompaktni ano 30 min. +
Dynabeads 2,8 neucelené ne 30 min. -
Micromer 3 kompaktni ne vice nez 45 min. -
PGMA-ALB 45 kompaktni ne vice nez 45 min. -
Intosorb 80-100 kompaktni ano 30 min. +
Micromer + | 3 80,100 | kompaktni ano 30 min. ¥
Intosorb
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Nejlépe se chovaly ¢astice SeraMagSpeed (0,816 um), které mély celistvé fluidni loze,
Castice se v reak¢éni komurce Cipu pohybovaly po celou dobu spolu s magnetem. Planované
experimenty se tedy provadély na MC Micromer (3 pm) v kombinaci s ChG I a &ipem

(120 pl) nebo na MC SeraMagSpeed (0,816 pum) v kombinaci s ChG 1I a ¢ipem (100 pl).

3.3 ELISA na magnetickych ¢asticich

K ovéfeni funkénosti mikrofluidniho systému, chovani MC, promichavani roztokd a
optimalizaci mikrofluidniho ¢ipu byla vybrana metoda ELISA na magnetickych casticich
tzv. MELISA. V této praci jsme zavedenou metodu MELISA pievedli do mikrofluidniho
systému. Byl pouzit modelovy systém pro prukaz antichymotrypsinovych protilatek pomoci
magnetického nosi¢e s antigenem a-chymotrypsinem. Soubé&zné se pracovalo V usporadani
vsadkovém a mikrofluidnim pro porovnani citlivosti obou metod.

Nejdiive byly piipraveny MC s kovalentné navazanym a-chymotrypsinem. U
magnetickych ¢astic Micromer o priméru 3 pum byla primérnd koncentrace navazaného a-
chymotrypsinu 117,2 ugna 1 mg castic. U magnetickych Castic SeraMagSpeed o pruméru

0,816 um byla pramérna koncentrace navazaného a-chymotrypsinu 91,1 ug na 1 mg ¢astic.

3.3.1 Stanoveni mnozZstvi specifickych protilaitek pomoci MELISA na ¢asticich
Micromer

Nejdiive bylo nutné ovéfit velikost nespecifické sorpce na Casticich v Cipu. Méfeni se
provadélo na ChG 1, v ¢ipu (120 pl) nal mg magnetickych ¢astic Micromer. Z vysledku
méfeni vyplyva, Ze vV mikrofluidnim systému i vsadkovém uspofadani mizeme i S vétSim
mnozstvim pouzitych ¢astic dosahnout podobné nizké nespecifické sorpce, jakou dosahujeme
v mikrotitra¢ni desti¢ce, pokud dojde k dodrzeni vSech promyvacich krokd.

Nasledovalo stanoveni specifickych antichymotrypsinovych IgG z hyperimunniho séra
predfedéného 1:30 000 ve vSech tfech uspofddanich. Ve vsadkovém a mikrofluidnim
usporadani se pracovalo s 1 mg MC, v mikrotitraéni destice $30 pg MC na jamku.
Primérné hodnoty absorbance vsech meéfeni jsou zobrazeny pomoci grafu se smérodatnou
odchylkou na obr. €. 5. V mikrotitra¢ni desti¢ce byla primérné naméfend hodnota absorbance
pi1 450 nm 1,26. U vsadkového usporaddani byla hodnota absorbance vyssi priméme 2,34.
V mikrofluidnim systému byla ovS§em hodnota absorbance niZs§i nez v mikrotitra¢ni desticce,
primérmé 0,77. Byla ovétfena funk¢nost mikrofluidniho uspofadani s pozitivnim vysledkem

méfeni.
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Obrazek 5: Vysledky stanoveni specifickych antichymotrypsinovych protilatek (vychozi fedéni séra
1:30 000) metodou MELISA na MC Micromer.

Z dosazenych vysledk vyplyva, ze metoda nedosahuje citlivosti jako v klasickém
uspofadani na mikrotitraéni desticce. To mohlo byt také zplsobeno neuspokojivym
technickym stavem mikrofluidniho zafizeni ChipGenie I, kdy velmi casto dochézelo
k zaseknuti magnetu a Castice se tak nepromichavaly po celou dobu analyzy. Moznou
variantou bylo pfejit na zafizeni ChipGenie II, s menSim objemem komurky (100 pl) a

casticemi SeraMagSpeed, které vykazovaly shodné parametry

3.3.2 Stanoveni mnoZstvi specifickych protilitek pomoci MELISA na ¢asticich
SeraMagSpeed

V tomto experimentu bylo pouZivano magnetické michadlo ChG I, &ip (100 pl) a MC
SeraMagSpeed o velikosti 0,816 pm v mnozstvi 1 mg MC ve vsadkovém a mikrofluidnim
uspotadani a 30 ug MC na jamku mikrotitraéni desticky.

Bylo provadéno stanoveni hyperimunniho séra piediedéného 1:30 000 (obsahujiho
antichymotrypsinové protilatky) ve vSech tfech uspotradanich. Nejvyssi hodnoty absorbance
byly namétfeny ve vsadkovém uspotadani, kde se primérnd hodnota pohybovala okolo 1,92.
Primérnd hodnota absorbance v mikrotitra¢ni desticce byla 0,94. U mikrofluidniho systému
doSlo k nepatrnému zvySeni absorbance (0,43) proti slepym vzorkiim. Mikrofluidni
usporadani se vtomto piipadé neosveédcCilo. Primérné hodnoty absorbance a velikost

smérodatné odchylky jsou zobrazeny v grafu na obr. ¢. 6.

22



1,92
2 —
m Vsadkoveé

. | Cip (100 pl)
= 1,6 Destit
c esticka
o
E 1,2 | 0,94
8
5 0,8
a Y [
5 0,43
8
<04 - L

0 L

Obrazek 6: Vysledky stanoveni specifickych antichymotrypsinovych protilatek (vychozi fedéni séra
1:30 000) metodou MELISA na MC SeraMagSpeed.

Porovnanim obou typa testovanych mikrofluidnich systémii bylo zjiSténo, Ze u
prvniho typu s pouzitim ChG I, ¢ipu (120 pl) a MC Micromer o priméru 3 pm jsou naméfené
hodnoty absorbance vy3si neZ u druhého typu ChG II, ¢ipu (100 pl) a MC SeraMagSpeed o
priméru 0,816 pm. Moznym divodem byla vyssi nespecifickd sorpce v ¢ipu (100 pl).
Z naméfenych vysledki vyplynulo, Ze MELISA metodu Ize z mikrotitrani desti¢ky pievést
do mikrofluidniho systému, ale je zapotiebi tento systém peclivé optimalizovat. Takto
pievedeny systém nenabizi Zadné zlepSeni proti mikrotitracni destiCce, kde l1ze pii jedné

analyze proméfit vice vzorkl najednou.

3.4 Lektinova afinitni izolace na magnetickych ¢asticich
Druhou testovanou metodou byla lektinova afinitni izolace na magnetickych Ccasticich.
Principem této metody je schopnost konkanavalinu A v pfitomnosti Mn?*, Mg®* a Ca®* iontd
vazat specifické oligosacharidové struktury. Toho lze vyuzit k izolaci imunoglobulinu G,
ktery obsahuje glykosidické fetézce na Fc fragmentu.

Nejdiive byl konkanavalin A navazan na magnetické Castice a G¢innost vazby byla
ovéfena gelovou elektroforézou. Poté bylo pfistoupeno K samotné izolaci 1gG
V mikrofluidnim a vsddkovém uspotadani. Po vzniku biospecifického komplexu magneticka
Castice-konkanavalin A-IgG byly odstranény nenavazané latky a poté se pristoupilo k eluci,
kdy se rozvolnilo spojeni konkanavalinu A-1gG a tak byla izolovana samotna molekula IgG.

Alternativné byla vyzkousena i izolace tézkych fetézcti po rozvolnéni IgG na H a L fetézce.

3.4.1 Izolace H ¥etézcii IgG pomoci MC SeraMagSpeed s konkanavalinem A
Nejdiive byl pfipraven lektinovy nosi¢ (SeraMagSpeed castice S imobilizovanym

konkanavalinem A) a rozvolnéno IgG na lehké a tézké fetézce. I1zolace 1gG probihala v Cipu



(100 ul) na zatfizeni ChG II s 2 mg nosi¢e. Kontinudlné byla provadéna izolace i ve
vsadkovém usporadani s pouzitim stejného mnozstvi Castic a objemll roztokd. Samotna
inkubace nosice s rozvolnénym IgG probihala 1,5 hodiny. Bylo zvoleno promyvéni 10 x 1 ml
promyvaciho pufru, které bylo gelovou elektroforézou ovéfeno pro odstranéni nezaddoucich
kontaminantd jako dostacujici. Elu¢ni roztok mél toto slozeni: 20mM TRIS, 0,5M NaCl,
ImM CaCl,, 1ImM MgCl;, 1ImM  MnCl,, 0,2 M methyl o-D-glukopyranosid,
0,2 M methyl a-D-manopyranosid.

V nékterych ¢lancich, které se zabyvaly kompetitivni eluci 1gG molekul z lektinového
nosice, pouzili eluéni mobilni fazi riznych hodnot pH. Proto bylo testovano kyselé pH 3 a
neutrdlni pH 6. Z opakovanych gelovych elektroforéz bylo zjisténo, ze pii pH 6 dochazi
k eluci vétsiho mnozstvi té€zkych fetézcu IgG nez u pH 3. Pocet elucnich kroki byl nastaven
na Ctyfi opakovani po 15 minutéch. Izolace se provadéla ve tiech opakovanich.

Po izolaci tézkych fetézch IgG doslo k prométeni vSech vzorkli gelovou SDS-PAGE
elektroforézou. Na obr. ¢. 7 je zobrazen elektroforeogram eluce vSech frakci v mikrofluidnim

systému, gel byl barven dusi¢nanem sttibrnym.
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Obrazek 7: Elektroforeogram lektinové afinitni izolace v mikrofluidnim systému, SDS-PAGE, 12%
gel, barveno dusi¢nanem stiibrnym. (M: marker, PV: plivodni vzorek, VF: vazebna frakce, P1, PS5,

P10: 1., 5. a 10. promyti, E1 - E4: 1. - 4. elu¢ni frakce)

Bylo potvrzeno, Ze na lektinovém nosi¢i dochazi k U¢inné izolaci H a L fetézct IgG
s vyuzitim vSech vyhod fluidniho systému. Na elektroforeogramu je patrné, Ze dochazi
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k uvolnéni H fetézci ve vSech Etyfech eluénich frakcich. Ve vazebné frakei zlstava 54 %
puvodniho vzorku H fetézcl, tato hodnota je pouze orientacni. Na obr. ¢. 8 je zobrazen
elektroforeogram izolace ve vsadkovém uspotadani. Z vysledkii vyplyva, ze vazebna kapacita

nosice byla vicenasobné prekrocena.

Obrazek 8: Elektroforeogram lektinové afinitni izolace ve vsadkovém uspotadani, SDS-PAGE, 12%
gel, barveno dusi¢nanem stfibrnym. (M: marker, PV: plivodni vzorek, VF: vazebna frakce, P1, PS5,
P10: 1., 5. a 10. promyti, E1 - E4: 1. - 4. elu¢ni frakce)

U vsadkového uspotadani byly H fetézce IgG eluovany V nejvétsi mife pii druhém
elu¢nim kroku a to 26,5 %. Hodnota je pouze orientacni. Vsadkové usporadani izolace 1gG na
lektinovém nosi¢i je proti mikrofluidnimu systému pomalej$i. U mikrofluidniho systému
doslo ke zkraceni celé analyzy o ptl hodiny. Pti porovnani obou uspotadani se vice osvédcilo
uspofadani mikrofluidni. Pfedev§im kvuli snadnéj$i manipulaci s roztoky. Pokud jde

0 dosazené vysledky samotné izolace, nebyly patrné velké rozdily v uc¢innosti.

3.4.2 Izolace imunoglobulinu G
Cilem bylo ovéfit, Ze 1ze pomoci konkanavalinu A izolovat celé molekuly IgG ze séra, aniz by
musely byt molekuly rozvoliiované na t€Zké a lehké fetézce. Postup byl stejny jako u izolace
tézkych fetézct IgG pouze se pracovalo s celou molekulou 1gG v koncentraci 100 ug / 100 pl
vazebného pufru. Izolace IgG byla opakovana 3x. Bylo zjisténo, ze na MC

s konkanavalinem A dochazi ke kvantitativni izolaci celé molekuly a neni zapotiebi



rozvoliiovani. Na obr. ¢. 9 je elektroforeogram izolace se zobrazenim promyvacich kroka

a elu¢nich frakei.

Obrazek 9: Elektroforeogram lektinové afinitni izolace v mikrofluidnim systému, SDS-PAGE, 12%
gel, barveno dusi¢nanem stiibrnym. (M: marker, PV: pivodni vzorek, VF: vazebna frakce, P1, P5,
P10: 1., 5. a 10. promyti, E1 - E4: 1. - 4. elu¢ni frakce)

Z obrazku je patrné, ze 10 promyvacich kroku je dostacujicich. IgG se eluovalo ve
vSech ¢tyfech elucnich frakcich, nejvice v prvnich dvou elucich. Ve vSech ¢tyrech elucich se
eluovalo okolo 46 % z ptvodniho vzorku.

Celkové lze hodnotit, ze lze pomoci konkanavalinu A v mikrofluidnim systému

izolovat celou molekulu 1gG stejné tak jako rozvolnéné IgG se srovnatelnou G¢innosti.

4 Zavér

Hlavnim cilem prace bylo otestovat vlastnosti a moznosti vyuziti mikrofluidniho zatizeni
ChipGenie P edition I. a II. generace pro magnetické castice a rizné bioaplikace. Konkrétné
se jednalo o ELISA metodu s MC jako pevnou fazi a lektinovou afinitni chromatografii.
V ramci experimentll byly otestovany dva druhy mikrofluidnich ¢ipQ, lisici se velikosti
reakéni komurky. Dale dvé generace ChipGenie, liSici se ptfedev$im pozici, pohybem a
velikosti magnetll nutnych k fixaci magnetickych castic uvnitf ¢ipu. Podstatné bylo vybrat
vhodné magnetické Castice pro kazdou generaci zafizeni, stejné jako typ pouzitého Cipu. Nase
pracovisté disponuje Sirokou Skalou riznych komer¢nich 1 experimentalné vyvinutych castic
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lisicich se velikosti, funk¢éni skupinou a obsahem magnetického materidlu. Celkem jich bylo
V této praci otestovano 13 rtiznych druht.

Prvni aplikaci bylo pfevedeni ELISA metody na magnetickych ¢asticich
Z mikrotitrani desticky do mikrofluidniho systému. Ob¢ varianty mikrofluidnich systémt
byly paraleln¢ porovnavany se vsadkovym uspotfadanim a jako kontrola bylo provadéno
méteni v mikrotitraéni desticce. Ob¢ uspotradani se prokazala jako funkéni, pfesto namérené
hodnoty absorbance nebyly srovnatelné se vsaddkovym usporddanim ani mikrotitrani
destickou. Nevyhodou mikrofluidniho uspofadani je nemoznost paralelné provést kalibraci
ke zjisténi mnozstvi piitomnych protilatek jako je tomu pii uspofadani v mikrotitra¢ni
desticce, a proto pouzivani této metody v mikrofluidnim systému neni dle nasich vysledkt
vyhodné.

Druhou aplikaci byla lektinovéd afinitni izolace glykozylovanych ¢asti molekuly
imunoglobulinu G na nosici s imobilizovanym konkanavalinem A. Lze hodnotit, Ze vysledky
z mikrofluidniho uspofadani jsou srovnatelné se vsadkovym. Navic u mikrofluidniho
uspofadani dochazi ke zrychleni analyzy, diky jednodu$si manipulaci pii promyvani a
aplikaci vzorki a elu¢nich roztoku.

Byla vyzkouSena i izolace celych molekul IgG. Izolaci celé molekuly IgG bylo
potvrzeno, Ze neni zapottebi pfi lektinové afinitni chromatografii v mikrofluidnim uspotadani
IgG rozvolnovat pro zptistupnéni glykozyla¢niho mista.

Zavérem lze fici, Ze ze dvou vyzkouSenych aplikaci pfevedenych do mikrofluidniho
systétmu se osvédCila lektinova afinitni izolace. Podafilo se odstranit problémy a tuskali
spojené¢ s manipulaci ¢astic, nastavit vhodné promyvaci kroky, upravit davkovani a vybrat

vhodné podminky eluce.
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