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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyvojem lektinového nosi¢e pro izolaci sérovych IgG ve
vsadkovém a mikrofluidnim uspofadéni. Pro tento i¢el byla zvolena metoda lektinové afinitni
chromatografie. Jelikoz je pifi této metodé jako pevna faze vyuzivan povrch
superparamagnetickych ¢astic, byl nejprve optimalizovan postup piipravy magnetického nosice
(tj. imobilizace konkanavalinu A). Déle byl optimalizovan postup samotné izolace IgG ze séra
pomoci nosice S imobilizovanym konkanavalinem A, nejprve ve vsadkovém usporadani a poté

1 mikrofluidnim uspotadani, kde byly provadény dalsi upravy.

KLICOVA SLOVA

Afinitni chromatografie, lektiny, lektinova chromatografie, glykoproteiny, imunoglobulin G,

mikrofluidni separa¢ni systémy



TITLE

Development of lectin carrier for the isolation of serum IgG in batch and microfluidics

arrangement

ANNOTATION

This thesis deals with development of lectin carrier for isolation of serum IgG in batch and
microfluidic arrangement. For this purpose, the lectin affinity chromatography method has been
selected. Since the surface of the superparamagnetic particles is being used as the solid phase
in this method, the process of magnetic carrier preparation (i.e., the immobilization of
concanavalin A) was optimized first. Furthermore, the procedure of serum 1gG isolation alone
has been optimized by means of a carrier with immobilized concanavalin A, first in the batch
arrangement and subsequently the microfluidic arrangement where further adjustments were

made.

KEYWORDS

Affinity chromatography, lectins, lectin chromatography, glycoproteins, immunoglobulin G,
microfluidic separation systems
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SEZNAM ZKRATEK

Arg —arginin

Asn — asparagin

CA-125 — sacharidovy antigen 125 (Carbohydrate Antigen 125)

CEA — karcinoembryonalni antigen (CarcinoEmryonic Antigen)

Con A — konkanavalin A (Concanavalin A)

CRD - sacharidy rozeznavajici doména (Carbohydrate Recognition Domain)

ER — endoplazmatické retikulum

GA — Golgiho aparat

GLC - plynova rozdélovaci chromatografie (Gas Liquid Chromatography)

Gly —glycin

GPC — gelova permeac¢ni chromatografie (Gel Permeation Chromatography)

GSC — plynova adsorpéni chromatografie (Gas Solid Chromatography)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid Chromatoraphy)
HPIAC — vysokou¢inna imunoafinitni chromatografie (High-Performance ImmunoAffinity
Chromatography)

IMAC — afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech (Immobilized Metal lon
Affinity Chromatography)

LLC — kapalinova rozd€lovaci chromatografie (Liquid Liquid Chromatography)

LSC — kapalinova adsorp¢ni chromatografie (Liquid Solid Chromatography)

MASP — MBL asociovana serinova proteaza (MBL Associated Serine Protease)

MBL — lektin vazajici mandzu (Mannose Binding Lectin)

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MSFB — magneticky stabilizované fluidni loze (Magnetically Stabilized Fluidized Bed)
PHA — fytohemaglutinin (Phytohemagglutinin)

PSA — lektin izolovany z Pisum sativum (Pisum sativum Agglutinin)

SBA —sojovy lektin (SoyBean Agglutinin)

SEC — chromatografie stérické vyluky (Size Exclusion Chromatography)

Ser —serin

SLe —sialyl Lewis

SPR — excitace povrchovych plasmont (Surface Plasmon Resonance).

Thr — threonin

TPA — tkanovy aktivator plazminogenu (Tissue Plasminogen Activator)



UDP — uridindifosfat
WGA — aglutinin pSeni¢nych klicku (Wheat Germ Agglutinin)



UvVOD

Nédorova onemocnéni jsou stile castéji diskutovanym problémem. Pocet pacientli
Snadorovym onemocnénim neustdle roste, a to diky zvySujicimu se véku populace
anezdravému Zzivotnimu stylu. Vzhledem k faktu, Zze jsou nadorova onemocnéni vétSinou
diagnostikovana v pozdé&jSich (htife 1é¢itelnych ¢i nelécitelnych) stadiich, je véasna diagnostika
nezbytnou soucasti uspésné 1écby. Z tohoto diivodu je vénovéano velké usili hledani novych
diagnostickych markerti, které by napomadhaly diagnostikovat nadorovd onemocnéni jiz
v rannych, dobfe l1éCitelnych stadiich.

Jako mozné markery rliznych nadorovych onemocnéni mohou byt pouzity glykoproteiny.
Glykoproteiny vznikaji v procesu glykozylace (jedna se o posttranslacni modifikaci proteint).
U nédorové zvrhlych bunék dochazi ke zméné exprese enzymii piimo se ucastnicich procesu
glykozylace proteini. Proto nddorové zvrhlé buiiky produkuji abnormalni glykany, ¢imZz
vznikaji  patologické proteiny, kter¢é mohou byt identifikoviny u rGznych
nadorovych onemocnéni.

Tato prace je zamétena na vyvoj lektinového nosice pro izolaci sérovych IgG ve vsadkovém
a mikrofluidnim uspotadani. Pravé IgG jsou pii nddorovém onemocnéni, napt. u ovaridlniho
karcinomu, poznamenany patologickou glykozylaci. Pro izolaci sérovych IgG byla vyuZivana
metoda afinitni chromatografie, pii1 které byl jako staciondrni faze pouzit povrch
superparamagnetickych ¢astic s imobilizovanym konkanavalinem A (Con A). Tento lektin
vychytava ze séra specificky gluk6zové a mandzové terminalni monosacharidy glykani, které

se vyskytuji na riznych glykoproteinech, véetné IgG (mandzové terminalni monosacharidy).
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1. TEORETICKA CAST

1. 1 Bioafinitni chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda vyuzivajici fyzikalné-chemické principy, konkrétné
déleni slozek smési mezi dvé faze — stacionarni a mobilni. Mezi stacionarni a mobilni fazi
dochazi k neustalému ustavovani rovnovahy. Pokud je mobilni fazi plyn, jedna se o plynovou
chromatografii, ktera se mize dale d€lit podle pouzité stacionarni faze na plynovou adsorpcni
chromatografii (stacionarni faze je pevna) a plynovou rozdélovaci chromatografii (stacionarni
faze je kapalnd). Naopak pokud je mobilni fazi kapalina, jedna se o kapalinovou chromatografii,
ktera muze byt také délena podle pouzité stacionarni faze na kapalinovou adsorpéni
chromatografii (stacionarni faze je pevnd) a kapalinovou rozdélovaci chromatografii
(stacionarni faze je kapalna). Ptehled zakladnich chromatografickych metod je uveden
v tabulce ¢. 1. Do skupiny kapalinové adsorpéni chromatografie patii i afinitni chromatografie.
Je-li metoda zaloZena na interakci bioaktivnich latek, pak se technika nazyva bioafinitni
pfipadné¢ imunoafinitni chromatografie. Jedna se o techniku vhodnou pro izolaci
a charakterizaci specifickych biomakromolekul (napf. glykoproteini) z vysoce komplexnich

a strukturné heterogennich biologickych materialt [1-5].

Tab. 1. Typy chromatografickych metod, prevzato a modifikovino 7 [6]

Mobilni faze | Stacionarni faze Typ chromatografie
plynna pevna plynova adsorp¢ni chromatografie (GSC)
plynna kapalna plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
. . kapalinova chromatografie (LSC)
kapalna pevna y NP N
(napf. adsorpCni, iontoveé vymeénna)
kapalna kapalna kapalinova chromatografie (LLC)

(napt. rozdélovaci, gelova permeacni)

1.1.1 Princip a uspoiadani bioafinitni chromatografie
Princip

Zakladni princip bioafinitni chromatografie spo¢iva ve vyuzivani biologicky aktivnich latek,
které se specificky a reversibilné¢ vazou na komplementarni latky (nazyvané ligandy) a tvoti
spolu komplexy (napfi. lektin-glykoprotein), tzv. bioafinitni par. Pevna faze s kovalentné
navazanym ligandem je pouzita jako stacionarni faze. Komplexni smés (kapalny vzorek)
obsahujici mj. analyt (napf. glykoproteiny, proteiny, glykolipidy, biomarkery, toxiny, viry,
bakterie, buiiky) spolu s dal§imi slou¢eninami prochazi kolonou. Latky, které nemaji k ligandu
afinitu, nejsou v koloné zadrzovany a prochazi. Zadrzovany jsou na nosici pouze latky majici

k ligandu afinitu, tedy obsahujici vazebné misto strukturn¢ komplementarni k ligandu.

17



Vazba mezi biologicky aktivni latkou a ligandem je realizovana nekovalentnimi silami, jako
jsou napt. iontové sily, hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily, dipélové interakce,
vodikové mustky atd. Soucasné a vzajemné pusobeni téchto sil, spolu s kratkou vzdalenosti
a komplementaritou interagujicich povrchu, tvofi zaklad vysoké specifi¢nosti a ucinnosti

biospecifické vazby [3, 7]. Tato skute¢nost je zobrazena na obrazku ¢. 1.

lectin

Obr. 1. Pfiklad interakce lektinu s komplementdrnim glykoproteinem, prevzato a upraveno z [8]

Takto zadrzené latky na koloné mohou byt z biospecifické vazby uvolnény rtiznymi
zpusoby, naptiklad roztokem volného afinniho ligandu, kompetici cilové molekuly s jejim
analogem nebo zménou slozeni mobilni faze (zména pH, iontové sily, teploty, disociacni
a chaotropni ¢inidla napf. moc¢ovina, thiokyanat amonny apod.). Po eluci je analyt v Cisté
a koncentrované podob¢ a kolona se muze v mnoha piipadech po regeneraci znovu pouzit.
Na obrazku ¢. 2 je schematicky znazornén princip bioafinitni chromatografie [3].
Ze schématu je patrné, ze se technika sklada ze t¥i hlavnich kroku:

1. krok — adsorpce pozadovaného analytu

2. krok — vymyti necistot ze vzorku

3. krok — eluce pozadovaného analytu bud’ pomoci solubilniho afinniho ligandu, nebo

pomoci elu¢niho pufru [3, 7].
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Obr. 2. Schematické znazornéni principu bioafinitni chromatografie, prevzato z [9]

Usporadani

Bioafinitni chromatografie mize byt délena na zakladé n¢kolika kritérii:

a) Podle tcéelu pouziti na:

Preparativni — pti niz je vzorek pfipravovan pro vlastni analyzu, napt. pfecisténi séra
Proteinem A, ktery je specificky pro izolaci IgG. VétSinou se jednd o nizkotlaké
usporadani [10].

Analytickou — kde je hledand latka v kapalném vzorku prokazovana nebo
kvantifikovana, tato technika  je provadéna za  vyssiho tlaku,
napt. HPIAC (vysokoudinna imunoafinitni chromatografie, z angl. High-Performance
Immunoaffinity Chromatography) pro analyzu analytd obsaZenych napf. Vv séru,

mozkomi$nim moku apod. [11].

b) Podle uspofadani stacionarni faze na:

Kolonovou (neboli na sloupci) — kolona z riznych materialt (sklenéna, plastova, nerez)
je naplnéna stacionarni fazi [12].

Vsadkovou — délené latky z roztoku se naadsorbuji na stacionarni fazi resuspendované
Vv ekvilibraénim pufru (provedeni napf. v kadince, ve zkumavce), nasledn¢ se po
promyvacich krocich analyzované latky z povrchu pevné faze uvolni [12].
Pfi vsadkovém uspofadani je vyhodné pouzit magnetické castice, které lze G¢inné
oddélit od kapaliny magnetickym polem.

Mikrofluidni — miniaturizace techniky provedeni bioafinitni chromatografie. V posledni
dobé je toto uspotradani upiednostiiovano diky vysSsi ucinnosti separace, niz§im

nakladim pro jednu analyzu vzhledem k minimalni spotfebé reagencii, nosice
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I separanich médii [13]. Toto uspotfadani je nejcastéji vyuzivano pro analytické

¢ Castice. Magnetické Castice zde

ucely, a1 zde je mozné pouzit superparamagnetick
mohou byt pouzity ve forme kompaktniho ,,plugu‘ (zatky) nebo mohou byt magneticky
stabilizovany ve fluidnim lozi, tzv. MSFB (Magnetically Stabilized Fluidized Bed).
V ptipad¢ pouziti magnetické zatky, jsou po aplikaci do kapilary magnetické castice
drzeny mezi dvéma magnety magnetickym polem v urcité ¢asti kapilary a poté je k takto
zachycenym Casticim aplikovan vzorek. Nasledné dochézi k promyti a eluci

pozadovaného analytu [14]. Tento postup je zobrazen na obrazku ¢. 3.

Plnéni kapilary Reakce Promyti
magnetickymi funkcionalizovanych
Cdsticemi s magnetickych &dstic s
Kavilara T se vzorkem
0y © ]
0”0 o4%ple
—_— Magnetické — S
Magnetické pole Vzorek Promyvaci
astice s pufr S

Obr. 3. Schéma fixace magnetickych Castic v mikrofluidnim systému, prevzato a upraveno z [14]

V piipadé pouziti tzv. MSFB jsou magnetické castice udrZzovany V mikrofluidni
komiirce za pomoci magnetickych sil, které jsou v rovnovaze se silami protékajici

tekutiny, které piisobi opa¢né na magnetické pole [15]. Schematicky znazornény princip

MSFB je na obrazku ¢. 4.

M | Vystup
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Obr. 4. Schéma magneticky stabilizovaného fluidniho loZe v mikrofluidnim systému,

prevzato a upraveno z [15]

20



1.1.2 Pouzivané nosice a typy ligandu v bioafinitni chromatografii

Nosice

Matrice neboli material pro vyrobu nosic¢e, hraje dulezitou roli v pfipravé afinitnich

sorbentl. Idedlni matrice pro vodné roztoky a biologicky materidl by méla byt makroporézni,

maximalné hydrofilni a inertni, stabilni pfi skladovani a pti provoznich podminkach a méla by

obsahovat funk¢ni skupiny, které umoznuji nejlépe kovalentni imobilizaci afinitnich
liganda [16].

Nosice neboli staciondrni faze jsou déleny na nekolik kategorii:

a) Nemagnetické nosice

Porézni nosice — jsou vyrobeny z kuli¢ek o rtizné porovitosti a vyznacuji se tak rizné
velkou aktivni plochou. Mezi porézni nosi¢e mizeme také zaradit monolitické nosice,
které¢ budou zminény nize. Na zékladé rizné porovitosti mohou byt tyto nosice déleny
na mikroporézni, semimikroporézni a makroporézni. Makroporézni nosice poskytuji
velkou aktivni plochu a jsou vhodné pro separace velkych molekul. Mikroporézni
nosice poskytuji vysokou vazebnou kapacitu [17]. Mezi nejcastéji pouzité materialy pro
ptipravu poréznich nosi¢u patii napt. agardza [18], celuldza [16], oxid kiemicity,
polymethylmetakrylat [4, 19]. Porézni nosice jsou nejcastéji vyuzivany pro separace
molekul na zéklad¢ jejich velikosti (SEC/GPC — chromatografie stérické vyluky/gelova
permeacni chromatografie, z angl. Size Exclusion Chromatography/Gel Permeation
Chromatography) [20].

Neporézni nosice — tyto nosice se vyznacuji mens$i aktivni plochou oproti poréznim
nosi¢im. Skladaji se z neporéznich kuli¢ek o priméru 1-3 pm, které jsou nejcasteji
vyrobeny z oxidu kfemicitého, pryskyfice nebo polystyrenu. Neporézni sorbenty jsou
s vyhodou vyuZivany pro HPLC (vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie,
z angl. High-Performance Liquid Chromatography), jelikoz poskytuji nizky vnitini
odpor pfi vysoké rychlosti proudéni mobilni faze [21].

Monolitické nosice — jSou chromatograficka média vyrobena z jednoho kusu porézniho
materidlu. Monolitické nosi¢e mohou mit rliznou poérovitost, od malych pori
(mikroporézni monolitické nosice), které poskytuji vétsi povrchovou plochu, ptes
stiedni velikost por (mezoporézni monolitické nosice) az po velké pory (makroporézni
monolitické nosice), které poskytuji nizky odpor pti vysokém pritoku mobilni faze.
Proto mohou byt makroporézni monolitické nosice s vyhodou pouzivany pii vysSim
prutoku mobilni faze, aniz by byla ohrozena dynamicka kapacita a permeabilita nosice.

Monolitické kolony mohou byt vyrabény v rtiznych velikostech (0,34 ml az 8 1), tvarech
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(disky, tenké membrany, kolony, trubky, kapilary, mikrocCipy atd.) a S rlznymi
povrchovymi Upravami, které jsou vhodné pro rtizné aplikace. Monolitické nosice
mohou byt déleny do dvou hlavnich skupin na zaklad¢ materialu, ze kterého jsou
vyrobeny, a to na organické a anorganické. Organické monolitické nosice jsou idealni
pro separaci makromolekul, jako jsou proteiny, konjugaty, velké peptidy, plazmidy,
syntetické polymery, nukleové kyseliny, protilatky, 1éCiva, vakciny, viry, bakteriofagy,
imunoglobuliny, polysacharidy a bunky. Zatimco anorganické monolitické nosi¢e na
bazi oxidu kiemicitého jsou idealni pro separaci malych a stfednich biomolekul, v¢etné
nizkomolekularnich molekul, jako jsou malé peptidy, nukleotidy, anorganické anionty,
polutanty nebo ionty ve vod¢, potravinaiska aditiva a enantiomery [22].

e Membrany — se vyznacuji stejné velkou aktivni plochou jako neporézni nosice a stejné
jako neporézni nosi¢e jsou membrany vyuzivany v afinitni chromatografii pro separaci
latek za zvySeného tlaku (HPLC). Béznymi materialy pro vyrobu membran vyuzivanych

Vv afinitni chromatografii jsou celuldza, polysulfon, polyamid [23].

b) Magnetické nosice

Magnetické Castice se vyznacuji fadou vyhod jako je napf. snadnd manipulace, rychlost
provedeni izolace, dochazi k mensimu nafedéni vzorku a mtize dochazet k rychlé zméné slozeni
mobilni faze. Dal$imi vyhodami jsou nizka pofizovaci cena a moznost opakovaného pouziti [3].

Magnetické castice pouzivané v afinitni chromatografii musi mit superparamagnetické
vlastnosti. Superparamagnetismus je jednou z forem magnetismu vyskytujici se v souboru
malych feromagnetickych a ferimagnetickych nanocastic. Kazda z nanoc¢astic ma nenulovou
magnetizaci, jejiz hodnota muze byt ovlivnéna teplotnimi zménami. Bez wvné&jSiho
magnetického pole ma soubor nanocastic primémé nulovou magnetizaci. V ptitomnosti
magnetického pole se dipdlové momenty zorientuji ve sméru pole a magnetizace celého objemu

nanocastic je nenulova, jak je patrné na obrazku ¢. 5 [24].
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Obr. 5. Magnetizace ferro a superparamagnetickych éastic, prevzato a upraveno z [25]

Rozdilné chovani feromagnetickych, superparamagnetickych a paramagnetickych c¢astic
zobrazuje také hysterezni kiivka na obrazku €. 6, kterd vyjadiuje zavislost magnetizace M na

intenzité magnetického pole H [26].

4 Magnetizace

(i,
Intenzita
magnetického pole

s Feromagnetismus

s Paramagnetismus
Superparamagnetismus

Obr. 6. Hysterezni kitivka zobrazujici zavislost magnetizace magneticky aktivovanych dcdstic
na intenzité magnetického pole, prevzato a upraveno z [26]

Superparamagnetické castice jsou nejCastéji vyrabény z oxidu zeleza a jsou potazeny
vrstvou silanovych derivati, které zabezpecuji chemickou stabilitu a poskytuji tak konkrétni
funk¢ni skupiny, potiebné k navazani ligandu na nosi¢ [20]. Jedna se o0 tzv. core-shell
(jadro-plast’) technologii, kdy je bud’ magnetické jadro potazeno vrstvou polymeru, na kterém
jsou nasledné zavadény rizné funkéni skupiny [27], nebo je polymerni jadro potazeno vrstvou
magnetitu, ktery je blokovan dalsi vrstvou, na které jsou obsazeny rtizné funkéni skupiny [28].

Rozdilné usporadani ve slozeni magnetickych ¢astic je zobrazeno na obrazku ¢. 7.
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Zapouzdeni B Magnetické jadro
I Magnetit Polymerni slupka
Jadro

Obr. 7. Schéma magnetickych castic piipravovanych jadro-plat’ technologii (vpravo — magnetické
Castice Sera-Mag Speed Beads; vlevo — superparamagnetické hybridni castice MagP),
prevzato a upraveno z [28, 29]

Superparamagnetické castice maji na svém povrchu zavadény rizné funkéni skupiny,
napf. karboxylové, amino skupiny [28], hydrofobni alkylové skupiny (C4, C8, CI18),
diethylaminoethylové skupiny, B-cyklodextrinové [30] a dalsi.

Neékteré komercné dostupné nosiCe jiz mohou obsahovat nejen volné reaktivni funkéni
skupiny, ale mohou obsahovat kovalentné¢ vazanou funkéni molekulu jako je
napi. avidin/biotin, Protein A, Protein G [28].

Ptikladem magnetickych ¢astic, které mohou byt pouzity v bioafinitni chromatografii jsou
magnetické mikrocastice Sera-Mag SpeedBeads, které jsou pouzity v experimentalni ¢asti této
diplomové prace. Tyto ¢astice o velikosti 0,816 pm majici polystyrenové jadro obalené dvéma
vrstvami magnetitu (jak je zobrazeno na obrazku ¢. 7) maji makroporézni povrch, ¢imz je
zajisténa vetsi plocha pro vazbu ligandu a obsahuji karboxylové funkéni skupiny pro navazani
ligandu (Con A) [28].

Dal8imi pouZzitymi magnetickymi ¢asticemi v této diplomové praci jsou magnetické Castice
ProMag o velikosti 0,87 um vyrobené z polymerniho materialu, které stejn¢ jako magnetické
Castice Sera-Mag Speed Beads obsahuji na svém povrchu karboxylové funkéni skupiny pro
navazani ligandu (Con A) [31].

Jak bylo jiz feCeno vysSe, existuje celd fada magnetickych ¢éstic pouzitelnych jako nosice
ligandl pro afinitni chromatografii. V tabulce €. 2 je piehled vybranych komeréné dostupnych

magnetickych ¢astic na sou¢asném trhu.
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Tab. 2. Piehled vybranych komeréné dostupnych superparamagnetickych édstic

Vyrobce Nazev Velikost Funkéni skupiny Material
Sera-Mag™ 1 um COOH, Polystyrenové jadro
Streptavidin, potazené jednou
Oligo(dT) vrstvou magnetitu
a polymerem
. . Sera-Mag 1 pum Protein A/G, Polystyrenové jadro
Slgm?;g]ldmh Speed Beads COOH, potazené dvéma
Streptavidin, vrstvy magnetitu
NeutrAvidin, a polymerem
TurboBeads™ <50 nm NH,, Azid, COOH, | Neuvedeno
oxid kiemicity,
TEMPO, Vinyl
ProMag® 1-3 um COOH, Polymer
Streptavidin, Bind-
bBangs_ IT, Protein G
La (E;a;]o fles ProMag®HP 3 um COOH, Streptavidin | Polymer
BioMag®Plus ~ 1,5 um Biotin, Streptavidin, | Silanizovany oxid
NH,, COOH zelezity
ThermoFEisher Dynabeads® 2,8 um Protei_n A, Protein {édro_ z oxidu o
Scientific [34] G, OIIgO_(d_T), zelezitého potazené
Streptavidin, polymerem
nanomag®-D 130, 250 NH,, COOH, Jadro z magnetitu
a 500 nm avidin, streptavidin, | potazené dextranem
Protein A, albumin,
biotin, glutathion
micromer®-M 1-12 pm NHz, PEG-NH, Jadro z kopolymeru
COOH, styren-maleinové
PEG-COOH, avidin, | kyseliny obalené
. streptavidin, Protein | magnetitem
Micromod .
A, albumin, a polymerem
[35] -
polyethylenimin
sicastar®-M 350 nm-1,5 um | NH,, COOH, Vyrobeno
N-hydroxysukcimid, | hydrolyzou
avidin, streptavidin, | orthosilikati
Protein A, albumin, | s magnetitem,
biotin hydrofilni povrch
s koncovymi Si-OH
vazbami

€) Nanomaterialy nové generace

Nové objevy na poli materidlového inzenyrstvi nesou nové poznatky a nové materidly
vyuzivané pii analytickych méfenich. Dobrym ptikladem je rostouci vyuziti nanocastic jako
stacionarni faze Vv raznych typech chromatografickych metod, které se vyznacuji velkou
plochou s malym objemem. Dale se vyznacuji svou riznou morfologii, ktera zlepsuje separaci
z hlediska ucinnosti a selektivity. Mezi tyto nanomaterialy nové generace patii napt. uhlikové

materialy jako je grafen [36], zlaté nanocastice [37], nanoCastice z oxidu kiemicitého [38]
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a nanomaterialy na bazi oxidu kovl [39]. Tyto nanomaterialy jsou V dne$ni dob& nejéastéji
pouzivany pro miniaturizaci separacnich technik jako je pravé afinitni chromatografie [40].
Prvnim z vySe zminénych nanomateriali nové generace je grafen. Grafen je alotropem
uhliku a je slozen zjedné vrstvy grafitu, jehoz struktura byla popsana jiz v roce 1962
Hansem-Peterem Boehmem [36]. Grafen tvofi dvourozmérnou strukturu skladajicich se
Z jedné vrstvy atomu uhliku slozenych do Sestithelnikové krystalové struktury podobné véelim

plastvim [36]. Na obrazku ¢. 8 je zobrazena struktura grafenu.

Obr. 8. Struktura grafenu, prevzato z [36]

Grafen je vyuzivan napt. v IMAC (afinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych
iontech, z angl. Immobilized Metal Affinity Chromatography), kdy je grafen potazen
polydomaminem a funkcionalizovan titanovymi ionty. Tato metoda slouzi k analyze
fosforylovanych proteint a peptidi [41]. Dale mtze byt grafen vyuzit v kapalinové kapilarni
chromatografii a v kapilarni elektrochromatografii na potazeni vnitiniho povrchu kapilar [42].
Dalsi aplikaci je modifikace monolitii oxidem grafenu pro chiralni separace latek [40].

Dal§im hojné¢ vyuZivanym nanomateridlem nové generace jsou zlaté nanocastice.
Nanocastice z koloidniho zlata byly jiz po staleti vyuZivany umélci kviili zativym barvam, které
poskytuji pii styku s viditelnym svétlem. Tento jev zpusobuje tzv. povrchova plasmonova
rezonance, kterd je zavisla na prostfedi, ve kterém se zlaté nanocastice vyskytuji a na jejich

velikosti. Na obrazku ¢. 9 jsou zobrazeny riizné¢ barevné monodisperzni zlaté nanocastice [37].

Obr. 9. Povrchovd plasmonovd resonance zlatych nanocastic, prevzato 7 [43]
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Zlaté nanocastice jsou vyuzivany v fad¢ oblasti, napt. v elektronice (jako vodice v ¢ipech),
ve fotodynamické terapii (kde produkuji teplo po excitaci v blizké infracervené oblasti; vyuziti
v protinadorové terapii, kdy zlaté nanocastice produku;ji teplo, které zabiji nadorové bunky —
hypertermicka terapic), v senzorech a sondach, diagnostice (pro detekci biomarkeri
Vv diagnostice srde¢nich onemocnéni, nddorovych onemocnéni, infekénim agens; vyuziti
v imunochemickych testech, napt. doméci t¢hotensky test), dale jsou vyuzivany pro transport
1éCiv - v lidském organismu a mohou byt pouzity jako katalyzatory pii mnoha
chemickych reakcich [37].

Dalsim ve vy¢tu nanomateriali nové generace jsou nanoc¢astice vyrobené z oxidu
kfemicitého. Polymerni oxid kifemicity je za béznych podminek hydrofilni, inertni
a biokompatibilni material. Vzhledem k tomu, Ze povrch téchto nanoc¢éastic miize byt snadno
modifikovan potiebnymi funkénimi skupinami, jsou jiné druhy Ccastic silanizovany.
Nejcastéji byvaji silanizovany superparamagnetické castice [44] a zlaté nanocastice [45].
Jak bylo jiz zminéno v ¢asti tykajici se superparamagnetickych Castic, tak mezi funkéni skupiny
Casto pouzivané k modifikaci povrchu c¢astic patéi napi. amino skupiny, Kkarboxylové,
aldehydové, epoxidové, thiolové skupiny a dalsi [46]. Velikost vyrabénych nanocastic z oxidu
kfemicitého se pohybuje v rozmezi desitek a stovek nanometra [47].

Poslednim zminénym nanomateridlem jsou nanomateridlly na bazi oxidu kovu.
Tyto nanocastice mohou byt vyrobeny naptiklad z FesOs, TiOz, CuO, ZnO atd. [48].
Nanocastice na bazi oxidu kovi jsou vyuzivany v mnoha oblastech napf. pro extrakci proteint
a peptidi zvodného roztoku pred MS analyzou (hmotnostni spektrometrie,
z angl. Mass Spektrometry) [49], dale mohu byt pouzity pii vyrobé mikroelektronickych

obvodu, senzort, palivovych ¢lankl nebo mohou byt vyuzity jako katalyzatory [48].

Priprava nosice pro bioafinitni chromatografii

Vazba ligandu na nosié

Ligandy mohou byt na povrch nosi¢e navazany kovalentnimi vazbami, adsorbovany
na povrch prostfednictvim nespecifickych a specifickych interakci, zachyceny uvniti port nebo
mohou koordinovat s ionty kovt, jako napt. v IMAC [4].

NejcCastéji je pro imobilizaci ligandu na nosi¢ vyuzivana kovalentni vazba. K tvorbé
kovalentni vazby mezi ligandem a nosi¢em jsou vyuzivany aminové, sulfhydryloveé,
hydroxylové, aldehydové a karboxylové funkéni skupiny. VyuZziti kovalentni vazby pfi

imobilizaci ligandu na nosic je selektivnéjsi nez jiné metody imobilizace, které obecné vyzaduji
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nez jiné metody imobilizace ligandu na povrch nosice, v dlouhodobém horizontu je tato metoda
finan¢né vyhodnéjsi, jelikoz je stabilita takto pfipravenych nosicii vyssi a nevyzaduje ¢astou
regeneraci nosice, jako tomu byva napf. pii pouziti adsorpénich technik [50].

Provedeni tzv. biofunkcionalizace, to je kovalentni vazby molekul na nosi¢, spociva ve vice
krocich — aktivace funk¢nich skupin na povrchu nosice, ptipadné na povrchu molekul ligandu,
odmyti nezreagovanych molekul a blokace zbylych nezreagovanych funkénich skupin [51].

Pti imobilizaci ligandu na nosic je tieba dbat na to, aby ligand mohl i po vazb¢ aktivné vazat
pozadovany analyt ze Vzorku. Vazebna aktivita ligandu mize byt ovlivnéna Spatnou orientaci
ligandu K nosici, napf. vazba ligandu nanosi¢ jeho vazebnym mistem. Dale muize dojit
k imobilizaci vice liganda blizko u sebe, ¢imz dojde k nepfistupnosti vazebného mista ligandu
pro analyt nebo muze dojit k navazani ligandu vice nez jednou vazbou k nosi¢i, coz opét
zpusobi nepfistupnost vazebného mista ligandu pro analyt ze vzorku. Pfi imobilizaci ligandii
na nosice jsou s vyhodou vyuzivana tzv. prodluzovaci raménka, ktera umoziuji imobilizaci
vice ligandii pobliz sebe, aniz by doslo ke sterické blokaci vazebnych mist liganda [4].

Schematicky je tato problematika znidzornéna na obrazku ¢. 10.

Vazebna mista

\

7Vazebné1 mista

A

Vice vazeb Jedna vazba
Nespravna orientace Spravna orientace
(zablokované vazebné misto) (volné vazebné misto)

Stericka zabrana Pouziti "prodluzovacich
(zablokovana vazebna mista) ramének"

(vice pfistupnych vazebnych mist)

Obr. 10. MozZné orientace ligandu na nosici vazaného kovalentni vazbou, prevzato a upraveno z [4]

Dals§i jiz zminénou metodou imobilizace je adsorpce ligandu na povrch nosice.
Adsorpce muze byt bud’ nespecificka, nebo specificka. Pti nespecifické adsorpci jsou

vyuzivany  Coulombické interakce, vodikové mistky a hydrofobni interakce.
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Specificka adsorpce se bézn¢ provadi za pfitomnosti avidinu nebo streptavidinu pro adsorpci

biotinu, ktery obsahuje afinitni ligandy, Protein A, nebo Protein G [4].

Typy ligandi pouZivanych v bioafinitni chromatografii

Jako ligandy mohou byt pouzity riizné biologicky aktivni latky, napt. imunoglobulin vazajici
proteiny, enzymy, substraty nebo inhibitory enzymu, lektiny, specifické protilatky aj. [7] se
schopnosti vytvaiet pomoci nekovalentnich vazeb tzv. biospecificky par. V tabulce ¢. 3 jsou
uvedeny piiklady biospecifickych part vyuzivané v bioafinitni chromatografii. Vyhodou je, ze
tvorbu biospecifického paru Ize vyuzit v obou smérech, jedna ze dvou vzajemné reagujicich

latek maze byt latkou izolovanou i ligandem [5, 7].

Tab. 3. Piiklady nejéastéji vyuZivanych biospecifickych pdrii vV bioafinitni chromatografii,

prevzato a modifikovano z [7]

Biospecifické pary
Protein Aa G Protilatky
Lektiny Karbohydféty (sacharidy), glykoproteiny
a glykolipidy
Karbohydraty (sacharidy) Lektiny
Enzymy Enzymy, substraty, analoga substrati,

inhibitory enzymi, kofaktory

(pt. trypsin [52], LDH, ADH [53]) | (pt. Gly-Gly-Arg-Sepharosa [52], oxalat,
pyrazol [53])

Protilatky Antigeny (pf. proteiny, léky, peptidy,
viry, bunécné komponenty)

Bioafinitni
chromatografie

Proteiny jako lidsky sérovy
albumin, Enantiomery nizkomolekularnich molekul
hovézi sérovy albumin (pt. chiralni separace 1€kit)

a alfa-1-kysely glykoprotein

Protein A, Protein G

Pokud jsou pouzity protilatky jako ligandy pro izolaci a purifikaci latek, tzv. antigeni, jedna
se 0 imunoafinitni chromatografii [4, 7].

Pro izolaci a purifikaci molekul 1gG z télnich tekutin nebo zivného média jsou nejcastéji
pouzivanymi  ligandy  imunoglobulin  vazajici  proteiny  (Protein A produkovany
mikroorganismem Staphylococcus aureus [5, 7] a Protein G produkovany streptokoky
skupiny C a G, napt. Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis [54]). Tyto imunoglobulin
vazajici proteiny vyvazuji prednostné Fc ¢ast IgG molekul, konkrétné jejich glykozylované

Casti, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 11 [7].
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Obr. 11. Struktura lidského imunoglobulinu G, prevzato a upraveno z [55]

Tyto proteiny vyvazuji nejen IgG, ale 1 jejich podtiidy avSak s riznou hodnotou afinitni
konstanty. Napt. Protein A vyvazuje IgG, IgM, IgA a IgD, Protein G vyvazuje pievazné
19G (1gG1-4) [7]. Silou vazby k jednotlivym tiidam a podtiidam se tyto proteiny lisi. Dokonce
jsou rozdily imezi imunoglobuliny ur¢ité tfidy pochazejici z riznych organismi [5]
(napt. mysi, lidské, berani, koniské [56]). Tato skutenost je znazornéna v tabulce ¢&. 4.

Rozdily v silach biospecifické interakce jsou zvyraznény barevné.
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Tab. 4. Piehled interakci imunoglobulinii G riznych organismii s Proteinem A a G

(- zddnd interakce, ++ slabd  interakce, +++ stredni interakce, ++-++ silnd interakce),
prevzato a upraveno z [57]

_ Sila interakce v Sila interakce
Zivoclisny Zivocisny Protein | Protein
druh Protilatka | Protein A | Protein G druh Protilatka A G
Mys IgG 1 ++ +++ Ovce IgG 1 ++ ++++

19G 3 ++++ ++++ 1gG 2 ++++ |+
IgG 2a ++++ ++++ celkové IgG ++ ++++
IgG 2b ++++ ++++ Kun IgG (ab) ++ -
IgM - - 1gG (c) ++ -
celkové I1gG ++++ ++++ 1gG (T) - ++++
Clovék I9G 1 ++++ ++++ celkové IgG ++ ++++
IgG 2 ++++ ++++ Koza IgG 1 ++ ++++
IgG 3 ++ ++++ IgG 2 ++++ |+
IgG 4 ++++ ++++ celkové IgG ++ ++++
IgA ++ - Krava IgG 1 ++ ++++
IgD - - 1IgG 2 ++++ ++++
IgM ++ - celkové IgG ++ ++++
Fab ++ ++ Kralik celkové IgG | ++++ | ++++
scFv ++ - Morce celkové IgG | ++++ ++
celkové IgG ++++ ++++ Prase celkové IgG | ++++ ++
Krysa 1gG 1 ++ +++ Kocka celkové [gG | ++++ ++
19G 2a - ++++ Pes celkové IgG | ++++ ++
IgG 2b - ++
IgG 2¢ ++++ ++++
celkové IgG ++ +++

Enzymy a jejich substraty

Dalsi skupinou biomolekul, které mohou byt pouzity jako ligandy, jsou enzymy se svymi

substraty, analogy substratti, inhibitory nebo kofaktory [5]. Napftiklad jiz v tabulce zmin¢na

dvojice trypsin a Gly-Gly-Arg-Sepharosa.

Ligandem je aminokyselinova

sekvence

Gly-Gly-Arg, ktera je vazana na nosi¢ (Sepharosa). Tato aminokyselinova sekvence je

substratem pro enzym trypsin [52]. Trypsin (EC 3. 4. 21. 4) patii do skupiny hydrolaz, pfesnéji

protedz. Enzym se vyskytuje ve dvanactniku a jeho maximalni enzymaticka aktivita je pfi mirné

alkalickém prostfedi odpovidajici pH 8. Trypsin §tépi peptidovou vazbu za lysinem

a argininem, pokud po nich nenasleduje prolin [58]. Trypsin takto mtizeme nejen izolovat

a purifikovat, ale 1 kvantifikovat. Roztok enzymu o nizké koncentraci je kontinualn¢ vnasen na
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kolonu, pficemz se ¢ast enzymu vaze na imobilizovany ligand. Pozorujeme urcité zadrzovani

enzymu v koloné¢, které odpovida mnozstvi navdzaného enzymu na imobilizovany ligand [52].

Enzymy a jejich inhibitory

Dalsi dvojici, ktera je vyuzivana v enzymové afinitni chromatografii, je dvojice enzym
a jeho inhibitor. Napfiklad laktatdehydrogenaza (EC 1. 1. 1. 27), pfesnéji jeji izoenzymy
LDHia LDHz> a jejich spole¢ny inhibitor oxalat. 1zoenzymy LDH; a LDH> se v organismu
vyskytuji predev§im v organech, kde ptfevlada aerobni glykolyza, napt. myokard, erytrocyty
a ledviny [59].

Enzymy a jejich kofaktory a analoga substrati

Ptikladem pouziti kofaktoru a zaroven analoga substratu je pouziti NAD*. Kdy miZe byt
pouzita kolona NAD"-Sepharosa nebo AMP-Sepharosa, pfi¢emZ jsou zadrZzovany enzymy
zavislé na NAD". Pii pouziti smési obsahujici hovézi sérovy albumin, laktatdehydrogenazu
a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu (EC 1. 2. 1. 12), jsou zadrZzovany zminéné enzymy.
Pro eluci glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy je pouzit NAD* a pro eluci
laktatdehydrogenazy je pouzit analog NAD', tedy redukovany kofaktor NADH [60].
Laktatdehydrogenaza  katalyzuje  reakci  oxidace  laktatu na  pyruvat  [61]
a glyceraldehyd-3-fosfat se ucastni glykolyzy [62].

Nizkomolekularni latky

Déle mohou byt pouzity jako ligandy rdzné nizkomolekularni  latky
(napi. NAD™ [63], glutathion [64], polymyxin [65], biotin [66], histidin [67]), které zachycuji
vysokomolekularni latky (napt. lektiny, imunoglobuliny, enzymy) [4, 7].

Vzhledem Kk naplni diplomové prace se bude nasledujici kapitola veénovat pouze

lektinim a tzv. lektinové chromatografii.
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1.2 Lektiny

1.2.1 Vlastnosti a struktura

Lektiny jsou adhezivni proteiny, které vazou sacharidy a dalsi glykozylované molekuly
(napt. glykoproteiny, glykolipidy) [68, 69]. Lektiny se hojn¢ vyskytuji urostlin, ale téz
i UzivoCicht a mikroorganismi [70]. V lidském organismu hraji lektiny roli ve
vzajemném rozpoznavani bunék, pii tvorbé metastiz nadori ataké pii tzv.,homingu*
lymfocytl, coz je fizend migrace lymfocyti do urcitych tkani imunitniho systému za pomoci
adhezivnich molekul oznacovanych jako ,,homingové™ receptory, které se vyskytuji na
lymfocytech; na endoteliich cilovych tkani jsou produkovany ligandy pro tyto receptory,
nazyvané adresiny [7].

Lektiny hraji také vyznamnou roli pii interakci imunokompetentnich a dalSich krevnich,
ptipadné tkanovych buné€k mezi sebou. Z funkéniho hlediska mohou byt lektiny déleny na
solubilni nebo membranové vazané, ale ackoli se jejich struktura 1i$i, doména rozpoznavajici
sacharidy (CRD, z angl. Carbohydrate Recognition Domain) je jim spole¢na [70, 71].

Membranové vazané lektiny jsou lokalizovany v misté jejich syntézy a pravdépodobné
se podileji na endocytéze nebo bunééné adhezi. Na rozdil, od membranove vazanych lektind,
jsou solubilni lektiny schopné difundovat lokédln¢ do tkani nebo jsou schopny vstupu do
krevniho feciste [72].

Lektiny mohou byt tfidény také podle struktury rozpoznévajici domény pro sacharidy (CRD)
na lektiny typu C, I, S (obrazek ¢. 12) a selektiny typu L, P, E (obrazek ¢. 13) [69].
Lektiny typu C maji CRD zavislou na Ca?* iontech [69]. Tento typ lektinii se podili na t¥idéni
glykoproteind a na rozpoznavani riznych sacharidi, jsou to N-koncové ¢asti selektind [68].
Mezi lektiny C-typu patii napt. mandzové nebo galaktdézové receptory fagocytl, nizkoafinni
receptor pro IgE (CD23), skupina povrchovych receptori NK-bunék (CD94, NKG2),
povrchovy  receptor  aktivovanych lymfocyti (CD69) anékteré dalsi [69].
Lektiny typu | (sialoadheriny) obsahuji dvé nebo vice domén [68]. Tento typ lektint
rozpoznava koncové zbytky kyseliny sialové [68]. Lektiny typu S, téz zvané galektiny, vazi
galaktosylové zbytky [73]. Aktivita lektind typu S je zavisla na thiolovych (-SH-) skupinach.
Dulezity je galektin 3, ktery je exprimovan na makrofazich a Langerhansovych buiikéch a vaze

molekuly IgE [69].
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S-Type C-Type I-Type Galectin ligands:
(Galectins) (e.g. Selectins) (Siglecs)

o),

Poly-LacNAc

c- lecti I is:
Sialyl-LewisX Sialyl-Lewis?® Lewis®
Siglec ligands: ( )
a2,6-sLacNAc GD3 PSA

Obr. 12. Schematické zndzornéni vybranych lektinii s riiznymi sacharidy rozezndvajicimi doménami
(TM — transmembrdanovy  region, vpravo zobrazeny ligandy pro jednotlivé typy CRD),
prevzato a upraveno z [74]

Selektiny jsou membranove vazané a stejné jako lektiny obsahuji také lektinovou doménu.
Nachazeji se na vSech typech leukocytd. Skladaji se z dlouhého flexibilniho ,,stonku‘
a N-terminélniho lektinu, ktery obsahuje CRD. Tyto molekuly patii k C-typu Zzivocisnych
lektintl, které jsou zavislé na Ca?* iontech [68]. Selektiny jsou oznacované podle typu bunék,
na kterych se vyskytuji: L- (leukocytarni), P- (trombocytarni) aE- (endotelialni)

(obrazek ¢. 13) [69].

Cys-rich

repeats

C P-Selectin

Obr. 13. Schematické zndzornéni vybranych selektinii, prevzato a upraveno z [75]
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Diky selektinim mohou leukocyty migrovat z krevnich cév do tkéni. Tato adheze je
zprostifedkovana L-selektiny pro lymfocyty a zprostfedkovava tzv. ,,homing* lymfocytd, ktery
byl popsan na zacatku této kapitoly [68]. V tabulce €. 5 jsou uvedeny zivoci$né lektiny

s uvedenim jejich lokalizace v buiice, typickym ligandem a ptikladem funkce daného lektinu.

Tab. 5. Piehled zdakladnich Zivo&iSnych lektinii, prevzato a modifikovino z [76]

Podskupina Typické ligandy Lokalizace Priklady funkci
C-typ Riizné Plazmaticka membrana, Bunécna adheze (selektiny),
extracelularni prostor vrozend imunita (collectiny)
I-typ Sialové kyseliny Plazmatickd membrana Bunécna adheze
S-typ B-D-Galaktoza Cytoplazma, Regulace cytoplazmatickych
(galektiny) extracelularni prostor déji (napt. apoptdza)
L-typ Rlzné ER, GA Ttidéni proteinil
P-typ Manodza-6-fosfat, rizné | Sekrecni cesta (ER, GA, Ttidéni glykoproteinii z GA,
sekrecni granula, degradace glykoproteini v ER
lysosom)
M-typ Oligomano6za (Mang) ER Degradace glykoproteinti
asociovand s ER
R-typ Riizné GA, plazmaticka Tridéni enzym, regulace
membrana glykoproteinovych hormonti
F-typ Oligosacharidy extracelularni Vrozena imunita
zakoncené frukt6zou
Calnexiny GlciMang ER Kontrola spravného sbaleni
glykoproteini v ER
F-box lektiny | N, N'-diacetylchitobioza Cytoplazma Degradace $patné sbalenych
(GIcNAC), proteint
Fikoliny N-acetylglukosamin, Plazmaticka membrana, Vrozena imunita
N-acetylgalaktosamin extracelularni prostor
Chitinaze Chito-oligosacharidy extracelularni Metabolismus kolagenu
podobné
lektiny
Intelektiny Galaktoza, Plazmatickd membrana, Vrozena imunita, oplodnéni,
galaktofurandza, extracelularni prostor embryogeneze
pentozy

Biosyntéza, transport a regulace lektini

Nekteré geny kédujici lektiny jsou exprimovany konstitutivné, zatimco jiné geny mohou byt
aktivovany za specifickych biologickych podminek. Biosyntéza membranove vazanych lektind
a ne¢kterych solubilnich lektinti probiha v drsném endoplazmatickém retikulu (ER). Po syntéze
se z ER ptesouvaji do Golgiho komplexu (téZ Golgiho aparat, GA) a odtud jsou transportovany
do extracelularniho prostoru [77].

Znacna podmnozina solubilnich lektinti (napf. galektiny, heparin vazajici ristové faktory)
jsou syntetizovany na volnych ribozomech. Obchézenim klasické drahy sekrece se mohou tyto

molekuly vyhnout nezddoucim pied¢asnym interakcim s potencionalnimi ligandy, které jsou

35




syntetizovany ve stejné buiice. Kromé toho jsou nékteré z téchto lektint (napft. galektiny) citlivé
na redoxni stav uvniti buiikky a mohou zdstat aktivni pouze v redukénim prostiedi cytosolu.
Pti vstupu do oxida¢niho prosttedi extracelularniho prostoru proto musi okamzit¢ vazat ligandy
nebo se postupné inaktivuji. K dalsi formé regulace dochazi, kdyz se lektin vaze na piibuzné
fetézce sacharidi pritomné na stejné molekule nebo na stejném bunééném povrchu, tim se stava
funkéné neaktivni [77].

Membranoveé vazané lektiny jsou po navazani analytu transportovany do vnitinich prostor,
dochazi k interakci s endosomy, kde dojde k jejich uvolnéni a poté mohou byt nékteré z téchto

lektinovych receptort recyklovany zpét na bunécény povrch [77].

1.2.2 Vyznam a funkce lektini v organismech

Pfitomnost lektinii v organismu je dulezitd pro normalni prubéh imunitni reakce, kde je
nutny vzajemny kontakt mezi jednotlivymi buiikami imunitniho systému nebo kontakt mezi
endoteliemi, epiteliemi a mezibunéénou hmotou [69]. Bylo prokazano, ze interakce lektind se
sacharidy a jinymi molekulami s cukernymi motivy se podileji na takovych ¢innostech, jako je
opsonizace mikroorganismu, fagocytéza, bunééna adheze a migrace, aktivace a diferenciace
bun¢k a apoptoza [70]. V savéim organismu lektiny opsonizujici mikroorganismy aktivuji
komplement, ktery nasledné takto oznaceny mikroorganismus ,,znesSkodni* [78].

Komplement je soubor cca 30 sérovych a membranovych proteinti (oznacovanych C1-C30)
a mize byt aktivovan tfemi zpusoby: klasickou, alternativni a lektinovou drahou.
Lektinova draha aktivace komplementu dopliuje klasickou drahu. Aktivace komplementu je
iniciovana sérovym lektinem MBL (lektin vazajici manozu, z angl. Mannose Binding Lectin),
ktery se vaze na sacharidové struktury na povrchu mikroorganismu. MBL ptiisobi podobn¢ jako
molekula C1, tzn., Ze po vazb& na povrch mikroorganismu §tépi C4 a C2 na fragmenty C4a,
C4b a C2a, C2b. Fragmenty C4b a C2a se vazou na povrch mikroorganismu a tvofi
tzv. C3-konvertazu (C4bC2a). Takto vznikla konvertaza $tépi velké mnozstvi C3
na C3a (chemotaxin) a C3b (opsonin). Poté se vytvoii C5-konvertaza (C4bC2aC3b), ktera $tépi
C5 na Cba (chemotaxin) a C5b. Nasleduje lyticka faze komplementové kaskady, ktera se
vyznacuje tvorbou komplexu C5b-C9. Tento komplex vytvoii v membrané pory a dochazi tak
k osmotické lyze bunky (mikroorganismu) [78]. Tento proces aktivace komplementu

lektinovou drahou je schematicky znazornén na obrazku ¢. 14.
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Obr. 14. Lektinova drdha aktivace komplementu, (MBL - lektin vdzajici mandzu;
MASP — MBL asociovand serinova protedza), prevzato z [79]

Schopnost specifické interakce lektinti se sacharidy je dana trojrozmérnou strukturou
vazebnych mist lektinll. Vazebna mista lektinll vykazuji konzervativni aminokyselinovy profil
Vv ramci jednotlivych rodin lektind, které budou popsany niZe. Koordinace lektint s kovovymi
ionty zajist'uje integritu lektinovych podjednotek a spravnou orientaci podjednotek pro vazbu
sacharidu [73, 80].

Strukturni rozdily jednotlivych typia lektinli jsou dany jejich aminokyselinovou sekvenci,
poctem podjednotek a chemickou povahou polypeptidu [73, 80].

Pocet nové identifikovanych lektini v lidském organismu se rychlym tempem zvySuje,
a diky tomuto se zvySujicimu se po¢tu vyvoj v oblasti studia lektini oteviel novy smér pti
studiu funkce imunitniho systému a studiu novych terapeutickych postupti pii 1é€bé a prevenci

zavaznych onemocnéni [73].
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1. 2. 3 Biospecifické interakce lektini

Na meélkych prohlubnich nachazejicich se na povrchu lektinu jsou tvofena relativné
nizkoafinni mista pro monosacharidy. Selektivita vazby mezi lektinem a vazajici se molekulou
je dana kombinaci vétsiho mnozstvi nekovaletnich sil, napf. vodikovych vazeb avan der
Waalsovych sil. Vyssi selektivity se dosahuje tésnéjSim kontaktem mezi lektinem
a sacharidovym zbytkem. Ke zvySeni afinity vazby dochazi shlukovanim jednotlivych
vazebnych mist na polypeptidu [68].

Vzhledem ke schopnosti lektini vazat sacharidové struktury, jsou imobilizované lektiny
(pfevazné rostlinného pivodu) mocné nastroje pouzivané hlavné pro separaci a izolaci
glykoproteini a glykolipidu (tyto molekuly obsahuji specifické glykosidické motivy) [7].
Pro separaci aizolaci glykoproteinti l1ze pouzit i specifické protilatky, jak polyklonalni, tak
monoklonalni protilatky. Je jisté, ze vhodné pfipravené polyklonalni nebo monoklonalni
protilatky maji vyssi afinitu k (oligo)sacharidim nez lektiny, coz znamend, ze pfi pouziti
protilatek pro izolaci jsou Vv nékterych aplikacich ziskdny vyssi vytézky nez u lektinovych
nosic¢li. Vzhledem ke slabSim vazebnym afiantdm jsou lektinové nosiCe upiednostiiovany
K izolaci latek, které lze Setrné znosi¢e uvolnit. Také cena lektinii je ve srovnani se
specifickymi protilatkami niz$i. DalSi vyhodou lektinii je jejich univerzalnost vzhledem
k rozmanitosti  glykosidickych ~ motivii ~ vyskytujicich  se  vrostlinnych  nebo

zivodisnych tkanich [7].
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1. 3 Lektinova afinitni chromatografie

Jak bylo jiz diive zminéno, lektiny mohou byt pouzity jako ligandy pro specifickou vazbu
sacharidti obsazenych v polysacharidech, glykoproteinech nebo glykolipidech. Tato bioafinitni
chromatografie, s lektinovym ligandem vazanym ve stacionarni fazi, je také znama pod nazvem
lektinova afinitni chromatografie [18, 81]. Obecny princip této techniky je popsan v kapitole
0 bioafinitni chromatografii.

Ve vyzkumu a vyvoji, v klinické praxi nebo v biotechnologiich je nejbézné€ji pouzivanym
lektinem konkanavalin A (Con A). Jedna se o hemaglutinin produkovany fazolemi
Canavalia ensiformis [5, 18, 81]. Tento lektin byl vyuzivan v experimentalni ¢asti této
diplomov¢ prace, a tudiz bude bliZze popsan v samostatné kapitole.

Mezi dalSi casto pouzivané lektiny se tadi také aglutinin pSeniénych klicki
(WGA, z angl. Wheat-Germ Aglutinin) a jacalin [5]. WGA se ziskava z pSeni¢nych klickt
(Triticum vulgaris) a sklada se ze dvou identickych podjednotek (celkova molekulova hmotnost
je 36 kDa) [18]. WGA specificky vaze zbytky N-acetylglukosamint [5]. Na obrazku ¢. 15 je

zobrazena struktura WGA.
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Obr. 15. Struktura aglutininu pSenic¢nych klicki (rentgenova krystalografie),
prevzato a upraveno z [82]

Jacalin se ziskava ze semen Artocarpus integrifolia. Sklada se ze ¢tyf podjednotek, z toho
dvé maji molekulovou hmotnost 10 kDa a dvé maji molekulovou hmotnost 16 kDa [18].
Jacalin vaze galaktozové nebo mandzové zbytky [5]. Nejcastéji se pouziva kombinace téchto
lektint (WGA a jacalinu) pro separaci glykoproteinti ze vzorki plasmy k diagnostice

vybranych nemoci (napf. nadorti) [5]. Struktura jacalinu je zobrazena na obrazku ¢. 16.
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Obr. 16. Struktura jacalinu (rentgenovd krystalografie), prevzato a upraveno z [83]

Mezi dalsi lektiny pouzivané v lektinové afinitni chromatografii patii sojovy lektin
(SBA, z angl. SoyBean Agglutinin) izolovany z Glycine max (so6ja) [84]. SBA je lektin
o velikosti 120 kDa [85] a vaze pfevazné N-acetylgalaktosaminové zbytky a v mens$i mite

zbytky galaktozové [86]. Struktura sojového lektinu je znazornéna na obrazku ¢. 17.
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Obr. 17. Struktura séjového lektinu (rentgenovd krystalografie), prevzato a upraveno z [87]

Lektin izolovany z Pisum sativum (PSA, z angl. Pisum sativum Agglutinin) neboli z hrachu
setého je dal$im zastupcem lektint vyuzivanych in vitro [88]. Tento lektin se sklada ze ¢tyf
podjednotek o celkové molekulové hmotnosti 49 kDa. PSA vaze gluk6zové a manozové zbytky
a je mitogenni, stejné¢ jako Con A PSA aglutinuje lidské erytrocyty, ale neni specificky pro

urcitou krevni skupinu. In vitro je PSA vyuzivan pii aglutinacnich testech a jako modelovy
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systém, ktery znazoriiuje, jak proteiny rozpoznavaji sacharidy [89]. Obrazek ¢. 18 znazoriuje

strukturu PSA.

Obr. 18. Struktura lektinu izolovaného z Pisum sativum (rentgenovd krystalografie),
prevzato a upraveno z [90]

V nasledujici tabulce (tabulka €. 6) je shrnuti vySe uvedenych lektini a dalSich lektinii

vyuzivanych v lektinové afinitni chromatografii s uvedenymi zdroji, ze kterych se lektiny

ziskavaji, s jejich specifitou k uréitym sacharidovym zbytktim s uvedenim elué¢nich podminek.

Tab. 6. Piehled lektini béiné pouZivanych v lektinové afinitni  chromatografii,
prevzato a modifikovano z [88]
Lektin Zdroj Specifita Eluéni cukry
Konkanavalin A Jack bean Manoza, glukoza Methyl mandza
(Con A) (fazole)
Aglutinin pSeni¢nych klicka Pseni¢né N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin
(WGA) klicky
Jacalin Jackfruit Galaktoza, mandza Galaktoza
Séjovy lektin Séja N-acetylgalaktosamin, | N-acetylgalaktosamin
(SBA) galaktoza
Pisum sativum aglutinin Hrach sety Manoéza Methyl mandza
(PSA)
Lycopersicon esculentum lectin | Rajcata N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin
(LEL)
Solanum tuberosum lectin Lilek brambor | N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin
(STL)
Fytohemaglutinin Fazole ¢ervena | N-acetylgalaktosamin | N-acetylgalaktosamin
(PHA) ledvina
Sambucus nigra lectin Bez cerny Sialova kyselina, | Laktoza
(SNA) N-acetylgalaktosamin
Galantus nivalis lectin Snézenka 1 — 3 mandza Methyl mandza
(GNL) podsnéznik
Anguilla anguilla agglutinin Uhot #éni Fukoza Fukoza

(AAA)
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Nosice

Idealnim materidlem pro vyrobu nosice vyuzivaného v lektinové afinitni chromatografii je
materidl hydrofilni povahy. Tyto hydrofilni materialy jsou povaZzovany za optimalni pro reakce
probihajici ve vodném prostiedi. Volbou vhodného sloZeni mobilni faze Ize G¢inné potlacit
nespecifické interakce povrchu nosice s cilovymi molekulami a rovnéz lze zajistit koloidalni
stabilitu nosice v prostedi [91].

Nejbéznéji pouzivanymi materidly pro vyrobu nosic¢l vyuzivanych v lektinové afinitni
chromatografii jsou napt. povrch polymixinu B, ktery je vazan na povrch kovového nosice [91,
92], agardza [91], oxid kiemiCity [93], rizné polymerni materialy [91] a celuloza [94].
V nésledujici podkapitole jsou uvedeny metody imobilizace lektinti na nosi¢e vyrobené ze

zminénych materiald.

Piiprava nosici pro lektinovou afinitni chromatografii
Pfi imobilizaci lektinh na povrch nosi¢e jsou vyuzivany jak nekovalentni,
tak kovalentni vazby [91].

a) Nekovalentni imobilizace lektinu na povrch nosice

Dobrym ptikladem nekovalentni metody imobilizace lektinu na povrch kovoveého nosice
je reverzibilni vazba Con A na povrch polymixinu B. Polymixin B je dekapeptid, ktery
je kovalentné navazan svou primarni aminovou skupinou na povrch kovové desky.
Tato kovova deska je soucasti optického senzoru zalozen¢ho na excitaci povrchovych
plasmonti (SPR, z angl. Surface Plasmon Resonance). Tento refraktometricky senzor mé&fi
zmény indexu lomu v poli evanescentni elektromagnetické vlny. SPR senzor umoziuje
studovat biomolekularni interakce v realném case s vysokou citlivosti bez nutnosti znaceni
sledovanych molekul. Con A je imobilizovan pomoci hydrofobnich interakci k polymixinu B.

Zajimavosti je, Ze vysledny nosi¢ ma vyssi vazebnou kapacitu pro kvasinkové manany ve

srovnani s lektinem, ktery je imobilizovan na povrch nosi¢e pomoci kovalentni vazby [91, 92].

b) Kovalentni imobilizace lektinu na povrch nosice

Vice vyuzivanou metodou je kovalentni imobilizace lektini na povrch nosice.
NejcCastéji pouzivanym materidlem pro vyrobu nosiCe, ktery je vyuzivan pro kovalentni
imobilizaci lektind, je agar6za. V pribéhu vyvoje imobiliza¢nich technik byly testovany rizné
reaktivni skupiny a chemikélie k dosazeni uU¢inné vazby lektinh na povrch nosice.
Vysledkem tohoto testovani je, Ze v souc¢asné dob¢ existuje cela fada vhodnych a spolehlivych

materiali pro vyrobu nosi¢u a imobiliza¢nich metod. Nejcastéji je pro imobilizaci lektinu na
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povrch nosice vyuzivana amino skupina pfitomna na lektinech. Vazba lektinu na povrch nosice
muze byt provedena tiemi riznymi zpusoby:

1. reakci imidokarbonatového zbytku piitomného na nosi¢i samino skupinou lektinu,
ptfi¢emz v§e probiha v piitomnosti heptozy kvili ochrané CRD (sacharidy rozeznavajici
doména) [95]

2. reakci N-hydrosukcimidovych esterti s amino skupinou lektinu [95]

3. tvorbou Schiffovy baze [96].

V dnesni dobé¢ je jiz vétsina bézn¢ pouzivanych lektinovych nosicii z agardzy piipravena

vyrobcem ihned k pouziti [91].

Oxid kiemicity je dalSim vhodnym materidlem pro vyrobu lektinového nosice. V roce 1980
byla vyvinuta aktivace nosice z oxidu kifemic¢itého pomoci treyslu [93]. Tato metoda je hojné
pouzivana dodnes pro vazbu lektinli na povrch nosicti z oxidu kiemicitého. Nejprve jsou Castice
oxidu kiemicitého sialylovany ateprve poté dochazi k imobilizaci lektinu na tresylem
aktivovany oxid kiemicity. Pro ziskéni stabilni kolony jsou nakonec blokovany zbyvajici
reaktivni tresylové skupiny Tris-HCI pufrem (pH 8) [91].

Modifikaci oxidu kiemi¢itého mizeme ziskat napf. karbodiimidazol-kfemicité derivaty,
které¢ jsou také hojné vyuZivané pro vyrobu nosicl pouzivanych v lektinové afinitni
chromatografii. Ptfi vyuziti téchto kfemicitych derivatli jsou vicestupnovymi reakcemi
zaclenény do povrchu nosic¢e primarni hydroxylové skupiny, které reaguji s amino skupinami
na povrchu lektind za vzniku kovalentni peptidové vazby [97].

Mezi dalsi ¢asto pouzivané nosice pro imobilizaci lektind patii rizné polymerni materialy.
Komercné dostupné polymery jiz obsahuji tresylovou skupinu, ktera je pottebnd pro vazbu
lektini na povrch polymerniho nosie. Polymerni materidly mohou byt dale uspésné
derivatizovany, ¢imz jsou ziskany dostatecné stabilni nosi¢e pro vysokoucinnou lektinovou
afinitni chromatografii [91]. Napf. Con A a WGA mohou byt imobilizovany na
glycidyl-metakrylatové monolitické kolony [98].

Poslednim zminénym materidlem pro vyrobu nosi¢e vyuzivané¢ho v lektinové afinitni
chromatografii je celul6za. Celuldza je hodnocena jako vhodny nosi¢ pro imobilizaci Con A
a WGA. Na celuldzu jsou lektiny vazany prostiednictvim tvorby Schiffovy baze, a to bud
ptimou kovalentni vazbou, nebo pies prodluzovaci raménko, které je vhodné zvlasté pro lektiny

o vysoké molekulové hmotnosti, jako je Con A [94].
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Provedeni lektinové afinitni chromatografie

Vhodné zvolenymi podminkami sorpce, promyti a eluce lze ziskat izolovanou latku
V dostatecném mnozstvi i aktivité. Vazba, ale i1 eluce probihaji v prostiedi (neutrdlni pH,
laboratorni teplota, atmosféricky tlak), které je Setrné a pfirozené pro izolované

bioaktivni latky [99].

Ekvilibrace nosice

Ekvilibrace nosice, tj. nasyceni nosice tzv. ekvilibraénim pufrem, jehoz slozeni podporuje
tvorbu pozadovaného biospecifického paru. Naptiklad pfi pouziti Con A Sepharose 4B je
kolona ekvilibrovana 20 mM TRIS-HCI pufrem sobsahem 0,5M NaCl, 1 mM MnCly,
1 mM CaCl: pti pH 7,4 [100].

Sorpce — podminky vhodné pro biospecifické parovani

Po aplikaci vzorku obsahujici pozadovany analyt dochézi k biospecifickému parovani mezi
analytem a ligandem imobilizovanym na vhodném nosi¢i. Intenzita a povaha téchto interakci
zavisi na pouzitém médiu (pufru, nosi¢i) a fyzikalné-chemickych vlastnostech vzorku,
ze kterého ma byt analyt izolovan [101]. Jak bylo jiz feeno v tvodu kapitoly o bioafinitni
chromatografii, biospecifické parovani ligandu a pozadovaného analytu je zplsobeno
nekovalentnimi vazbami, jako jsou hydrofobni interakce, iontové sily, Londonovi disperzni
sily, dipdlové interakce atd. DalSim pfedpokladem pro GspéSnou tvorbu biospecifického paru
je kratka vzdalenost mezi molekulami ligandu a analytu a také vzajemna komplementarita

povrchti vazebnych mist [3, 7].

Promyti

Promyti nosice u lektinové afinitni chromatografie je vétSinou také provadéno pomoci
vazebného pufru, stejné jako u ekvilibrace nosi¢e. Dochazi-li v ur€ité mife k nespecifickym
interakcim mezi povrchem nosice a dal§imi latkami obsaZzenymi ve vzorku, pak 1ze vhodnym
sloZzenim promyvaciho pufru, napf. mirnym zvySenim molarity, tyto nespecificky sorbované

kontaminujici latky uvolnit [100].

Eluce
Vyhodou lektinové afinitni chromatografie je, Ze cely proces (sorpce, promyti a eluce) miize
probihat za stejné hodnoty pH, kterd je blizka pfirozenému prostiedi izolovanych latek.

Princip eluce u lektinové afinitni chromatografie je zaloZen na kompetici sacharidti obsazenych
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v eluénim pufru v nadbytku se sacharidy, které jsou piitomné na izolovanych latkach.
Tento zpisob eluce umoziiuje jemné uvolnéni molekuly zimobilizovaného ligandu.
Nékteré lektiny napf. Con A, vyzaduje pro svou spravnou funkci pfitomnost dvojmocnych
kationtd, proto jsou tyto dvojmocné kationty piidavany do pouzitych pufri. Uginnost eluce
muze byt zvySena zménou molarity nebo pH elu¢niho pufru. Dale miize byt uvolnéna izolovana
latka z imobilizovaného lektinu pomoci tzv. nespecifické eluce, kterd je zalozena na pouziti

eluéniho pufru pii kyselém pH [18].

Regenerace nosice

U nékterych druhii nosic¢t je po jejich pouziti mozna regenerace, kterd umoziuje opakované
pouziti nosi¢e. Regenerace nosice se vétsinou provadi pufrem o0 extrémnim pH (silné kysely
nebo zasadity pufr). Napf. pfi regeneraci komer¢ni kolony Lentil Lectin Sepharose 4B muze
byt regenerace provadéna pomoci pufri o pH 8,5 nebo 5,5 s obsahem 0,5M NaCl. Objem
promyvaciho pufru odpovida dvou az tfi ndsobku objemu kolony a tento cyklus promyvani se
opakuje alespont 3krat a poté se provadi reekvilibrace kolony pomoci vazebného pufru.
Alternativni metoda regenerace tohoto nosice je promyti média roztokem detergentu, jako je
napt. 0,1% Triton X-100 pii 37°C po dobu jedné minuty. Reekvilibrace se provadi opét
vazebnym pufrem, kdy pouzity objem pufru odpovida minimaln¢ pétinasobku objemu kolony,

a to okamzit€ po promyti detergentem [102].

1.3.1 Historie objevovani lektini a jejich vlastnosti

Con A je lektin vyskytujici se ve fazolich (,,Jackbean®). Tento lektin byl poprvé izolovan
Sumnerem a jeho tymem v roce 1919, ktery tento lektin i pojmenoval — konkanavalin frakce A,
pozdéji jen konkanavalin A (Con A) [103, 104]. Nicmén¢ témét dvé desetileti (1936) trvalo nez
Sumner a Howell popsali, ze Con A aglutinuje bunky, jako jsou erytrocyty, kvasinky a také ze
precipituje glykogen z roztoku. Také dokazali, Ze hemaglutinace, kterou zptisobuje Con A je
inhibovana pridavkem sachar6zy, coz demonstruje afinitu lektintt k mono- a polysacharidim.
Dale navrhli, Ze hemaglutinace vyvolana Con A by mohla byt disledkem reakce rostlinnych
lektinti Se sacharidy na povrchu ¢ervenych krvinek [71].

Stillmark jiz na pocatku svého badani pozoroval selektivitu pti aglutinaci cervenych krvinek
ricinem u ruznych zvifat [71]. Ricin je pfirozené se vyskytujici latka obsazena v semenech
skocce obecného (Ricinus communis). Tato latka ptisobi na buriky lidského téla tak, ze inhibuje
proteosyntézu, Kktera je pro fungovani bunky a organismu nezbytna [105].

Stillmarkovo pozorovani bylo potvrzeno a dale bylo toto pozorovani rozsifeno Landsteinerem,
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objevitelem krevnich skupin A, B a 0 (1900). Tém¢t o deset let pozdéji (1907) Landsteiner
prohlésil, ze hemaglutinacni aktivita riiznych extraktii semen byla zcela odli§na pfi testovani
s Cervenymi krvinkami ruznych zvifat. Vzhledem k této specifi¢nosti Landsteiner dospél
k zavéru, ze reakce rostlinnych hemaglutinini se podoba reakci protilatek ve vSech
nalezitostech. Proto pouzil tyto proteiny v avodu své knihy (The Specificity of Serological
Reaction [106]) pro znazornéni konceptu specifity. Hemaglutininy specifické pro uréity typ
krevni skupiny hraly klicovou roli v ¢asném vySetiovani specifi¢nosti antigenti ve spojitosti
s krevné skupinovym systémem ABO [71]. V roce 1950 Morgan a Watkins dosli k zavéru, ze
a-N-acetyl-D-galaktosamin a a-L-fuk6za jsou sacharidové struktury, které jsou zakladem
specifi¢nosti krevnich skupin A a H(0). Schopnost rostlinnych aglutininti rozliSovat erytrocyty
riznych krevnich skupin vedla Boyda a Shapleigha k navrhu nazvu pro tyto aglutininy, lektiny,
z latinského Legere, vybrat nebo zvolit. Tento termin byl zobecnén pro vSechny aglutininy
specifické pro sacharidy, neimunniho ptivodu a bez ohledu na zdroj a specifitu pro uréitou
krevni skupinu [71, 107].

Rok 1970 byl svédkem intenzivniho studia vlastnosti jednotlivych lektinii na molekuldrni
urovni, coz bylo ptredpokladem pro hlubsi pochopeni jejich fungovani. Tyto studie lektinii
pocinaly na stanoveni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, pokraCovaly ptes stanoveni jejich
primarni struktury a posléze zjisténi jejich 3D struktury. Prvnim lektinem, u kterého byla
stanovena primarni struktura, byl pravé Con A (obrazek ¢. 20, kapitola 1. 3. 4).

Jeho 3D struktura byla zobrazena pomoci rentgenové krystalografie [71, 108].

1. 3.2 Priklady lektinové afinitni chromatografie vyuZivané v klinické praxi
a ve vyzkumu

Lektinova afinitni chromatografie mize byt vyuzita v klinické praxi napf. pro separaci
a analyzu izoenzym. Ptikladem je HPLC s kolonou obsahujici WGA, ktery rozliSuje kostni
a jaterni izoenzymy alkalické fosfatazy v lidském séru [109]. Tato metoda se vyznacuje lepsi
rozliSovaci schopnosti izoenzymt oproti pouziti afinitni kolony pouZzivané za atmosférického
tlaku. Dale tato metoda koreluje s vysledky, které poskytuje imunoanalyza pro rozliSeni
izoenzymu alkalické fosfatazy [110]. Na obrazku ¢. 19 jsou patrné rozdily ve vyslednych

chromatogramech pro izoenzymy alkalické fosfatazy.
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Obr. 19. Srovndni zaznamii lektinové chromatografie izoenzymii alkalické fosfatazy.
A —sérum pacienta s jaternim onemocnénim, B —sérum pacienta s kostnim onemocnénim,

C — sérum zdravého jedince, pievzato z [110]

Dalsim piikladem vyuziti lektinové afinitni chromatografie Vv klinické praxi je pouZiti
imobilizovaného lektinu z Euonymus europaeus, ktery slouzi jako Gc¢inny afinitni ligand pro
purifikaci lidského chiipkového viru (influenza virus A) odvozeného z MDCK bunék (bunky
odvozené z normalnich psich ledvin) [111].

Ve stadiu vyzkumu je lektinova afinitni chromatografie za pouZiti lektinu izolovaného
z Aleuria alantia pro purifikaci biomarkerti ziskanych z moc¢i pacientl s karcinomem
mocového méchyie. Bylo zjisténo, Ze pii spojeni této techniky s MS analyzou muze dojit
k identifikaci potfebnych biomarkert karcinomu moc¢ového méchyie [112].

Pro selektivni frakcionaci vzorkti séra a izolaci glykoproteinti nesoucich Sialyl Tn
(struktura vyskytujici se na nadorovych burikach) byla na poli vyzkumu pouzita lektinova

afinitni chromatografie s imobilizovanym lektinem izolovanym ze Sambucus nigra [113].

1. 3.3 Komerc¢ni nosice pro lektinovou afinitni chromatografii

Na soucasném trhu jsou nabizeny ruzné nosi¢e urcené pro lektinovou afinitni
chromatografii. Pfikladem je spolecnost GE Healthcare Life Science, ktera nabizi kolony s jiz
imobilizovanymi lektiny, napi. Con A Sepharose 4B s imobilizovanym Con A pro izolaci
a purifikaci glykoproteinti obsahujici manézu a glukézu; Lentil Lektin Sepharose 4B pro
purifikaci glykoproteind, véetné membranovych glykoproteinti a virovych glykoproteinti [114].

EY Laboratories nabizi celé sady urcené pro lektinovou afinitni chromatografii,
napi. kolonky s imobilizovanym lektinem spole¢né selu¢nim pufrem a navodem

Kk pouziti [115].
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DalSim dostupnym nosi¢em na trhu je napf. TSKgel Tresyl-5SPW, na ktery mohou byt
nasledn¢ imobilizovany lektiny prostfednictvim amino skupiny [116].

SouCasnym trendem v bioanalyze, tudiz i v lektinové afinitni chromatografii, je vyuziti
magnetickych c¢astic jako stacionarni faze pro navazani vhodného lektinu. Prikladem mohou
byt magnetické Castice vyuzivané v experimentalni ¢asti diplomové prace, Sera-Mag Speed
Beads od firmy Sigma-Aldrich s karboxylovymi skupinami na povrchu umoziujicimi
kovalentni navazani lektinu [117]. DalSimi magnetickymi ¢asticemi vyuZzivanymi
V experimentalni ¢asti diplomové prace jsou magnetické castice ProMag od firmy Bangs

Laboratories, rovnéz s karboxylovymi funk¢énimi skupinami [31].

1.3.4 Konkanavalin A

Sumner s Howellem byli prvni, kdo v roce 1919 izolovali Con A [103, 104, 118] pomoci
dialyzy extraktu z fazoli s 5% NaCl proti destilované vod¢, ¢imz ziskaly Con A, avsak jejich
produkt byl kontaminovan samotnymi sacharidy. Con A byl prvnim lektinem, ktery byl
izolovan pomoci afinitni chromatografie. Con A se snadno vaze na zesitény dextranovy gel
(Sephadex G-50, 100, 150) a muze byt snadno eluovan roztokem glukézy nebo
kyselinou octovou [118].

Struktura

Celkové muze byt Con A tvofen az ¢tyfmi podjednotkami, pficemz jedna podjednotka
Con A je tvotfena 237 aminokyselinovymi zbytky neobsahujici cystein. Ttirozmérna struktura
— konformace — Con A je zavisla na pH prostiedi, ve kterém se vyskytuje. V neutralnim pH se
vyskytuje v podobé tetrameru se ¢tyfmi identickymi podjednotkami (molekulova hmotnost
kazdé podjednotky je 25,5 kDa). Nicméné pii pH 5,6 a niz§im se vyskytuje jako aktivni dimer
s celkovou molekulovou hmotnosti 52 kDa. Con A vaze mandzové a glukdzové zbytky [81].
S nizkou afinitou vaze i N-acetylglukosaminové zbytky [119]. Pro optimalni vazbu vyzaduje
pritomnost Ca?* nebo Mg?* iontii [18]. Kazdy monomer vaze jeden Ca®* iont, jeden Mg?* iont

a jednu molekulu sacharidu [120]. Struktura Con A je zobrazena na obrazku ¢. 20.
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Obr. 20. Struktura konkanavalinu A (rentgenovd krystalografie), prevzato a upraveno z [120]

Funkce a vyznam

Rostlinné lektiny hraji vyznamnou roli pfi obran¢ rostlin proti hmyzu a proti dalSim
patogenum [121]. Kromé& fungicidnich vlastnosti plni lektiny funkci zasobnich latek
v semenech. Dale jsou lektiny schopny se vazat na hydrolytické enzymy (glykosidazy,
fosfatazy), a tak ovliviiovat jejich aktivitu [122, 123].

Biologické funkce Con A jsou zalozeny na jeho interakci s molekulami obsahujicimi
sacharidové zbytky glukozy a mandzy. Con A prednostné aglutinuje transformované nadorové
buriky a vykazuje tak protinadorové G¢inky na lidské burnky karcinomu prsu in vitro a in vivo.
To je povazovano za nové potenciondlni protinddorové 1écivo, cilené na apoptdzu, autofagii
bunék a na blokovani tkanové angiogeneze vV preklinickych a klinickych studiich 1échby
rakoviny, ktera se stala posledni dobou pfedmétem intenzivniho studia [124].

Con A pusobi na lymfocyty jako mitogen a na rozdil od fytohemaglutinini (PHA, z angl.
Phytohemagglutinin), miaze byt funkce Con A potlatena malymi koncentracemi
monosacharidi, napt. manézy [104].

Pii allotransplantacich kuize byly provedeny experimenty, kdy byly podavany nizké davky
Con A, ktery mél imunosupresivni ucinky, coz meélo za nasledek prodlouzeni

v v

preziti $tépu [104].
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Priklady lektinové afinitni chromatografie s vyuZitim konkanavalinu A

Lektinova afinitni chromatografie s vyuzitim Con A muze byt vyuzita v klinické praxi
napi. pro separaci apolipoproteinu A od apolipoproteinu B obsazenych v lipoproteinech
v lidské plazmé [125]. Tato separace se vyuziva ke studiu mikroheterogenity sérového
transferinu pii poskozeni jater zpisobené alkoholem [126], pro charakterizaci sacharidové
struktury folikul stimulujiciho hormonu a luteinizaéniho hormonu u riznych
klinickych stavi [127].

Pouziti kombinace Con A a WGA miize byt vyuzito pro identifikaci zmén vyskytujicich se

na asparagin vazané sacharidy lidské kyselé fosfatazy pii karcinomech prostaty [128].
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1. 4 Posttransla¢ni modifikace proteinti — glykozylace

Posttranslacni modifikace proteinli jsou vyznamné pro jejich funkci, aktivitu, lokalizaci
vramci buiky, tkani, celého organismu. Tyto upravy zahrnuji fosforylaci, glykozylaci,
ubikvitinaci, nitrosylaci, methylaci, acetylaci, lipidaci a proteolyzu. Posttransla¢ni modifikace
proteinti ovliviiuji téméf vSechny patofyziologické déje probihajici v bunkach [129].

Jsou také zodpovédné za interakci proteint s jinymi molekulami, jako jsou jiné proteiny,
nukleové kyseliny, lipidy apod. [129].

Glykozylace proteinti byla poprvé popsana Vv roce 1938, ale az do 50. let dvacatého stoleti
se pritomnost sacharidii povazovala pfi analyzach proteini jen za nechténou kontaminaci
vzorku [130]. Pro funkci proteintt ma glykozylace zasadni vyznam, ovliviiuji jejich stabilitu,
rozpustnost, enzymovou aktivitu, transport do organel, schopnost vazat ligandy ¢i schopnost
ucastnit se prenosu signalu. Glykozylace plni v organismu také ochrannou funkci, kdy brani
nadmérné proteolyze, chrani proteiny pred ptisobenim nizkych ¢i vysokych hodnot pH a chrani
proteiny pied pisobenim volnych radikalt apod. [131].

Glykomika je védni obor popisujici proces glykozylace cilovych molekul a jeji vyznam pro

fungovani bunky, organismu [131].

1.4.1 Glykozylace proteinii za fyziologickych podminek

Glykozylované proteiny, tzv. glykoproteiny, maji cetné biologické funkce v raznych
bunkach. Glykoproteiny vznikaji v jiz zminéném procesu glykozylace, kdy dochazi
K ptipojovani oligosacharidovych struktur, tzv. glykant, K proteinim. Membranové
lokalizované glykany se podileji na bunééném rozpoznavani a adhezi, zatimco glykany
lokalizované uvnitt buiky se zapojuji v kaskadach signalnich drah [72, 132]. Tyto hlavni

funkce glykant jsou znazornény na obrazku ¢. 21.
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Obr. 21. Lokalizace glykanii v membrdné, cytosolu a jadie buiiky, prevzato z [133]

Mezi glykoproteiny patfi naptf. enzymy, plasmatické bilkoviny, bilkovinné hormony

a vétsina integralnich membranovych bilkovin [134].

Glykozylace proteint v eukaryotické burice

Glykozylace proteinti Vv eukaryotické bunce probiha ve dvou krocich. Nejprve je na
ribozomu syntetizovana peptidova ¢ast molekuly a poté jsou k této bilkovinné ¢asti pfipojovany
mono- az oligosacharidy kotransla¢nimi a posttranslacnimi modifikacemi. Tyto Kotransla¢ni
a posttranslacni modifikace probihaji v endoplazmatickém retikulu (ER) a Golgiho
komplexu/aparatu (GA) [134]. V ER slouzi glykozylace jako kontrolni mechanismus pii
procesu skladani proteint, ktery zajisti, Ze pouze spravné sloZzené proteiny mohou byt
transportovany do GA [132].

Glykozylace proteini zahrnuje kroky piipojovani monosacharida do struktury
oligosacharidli, pfenos monosacharidii z jednoho substrdtu na druhy a tzv. ,ofezdvani®
sacharidi z glykanové struktury. Tyto procesy zabezpecuji enzymy oznacované jako
glykozyltransferazy a glykosidazy. Vzhledem k tomu, Ze se procesu glykozylace ucastni cela

fada enzymu, je cely proces glykozylace proteinii vysoce uspofadany a to tak, Ze jedna urcita
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enzymatickd reakce zacne az po ukonceni pfedchazejici enzymatické reakce. Aktivita enzymu
se lisi podle typu bunék a podle lokalizace v bunce [72, 132].

Glykozyltransferazy ptfenaseji mono- nebo oligosacharidy z ,,darcovskych® molekul na
rostouci oligosacharidové fetézce nebo proteiny. Kazda glykozyltransferaza ma specifitu pro
pfenos konkrétniho sacharidu od donora na substrdt a plsobi nezdvisle na ostatnich
glykosyltransferazach. Donorem mono- nebo oligosacharidu mize byt sacharid nukleotidu
nebo dolichol [72, 132]. Piikladem je galaktosyltransferaza, ktera pienasi galaktozu
z UDP-0-Gal (UDP — uridindifosfat) na nové syntetizovany glykoprotein za vzniku produktu
obsahujici B1,4 vazanou galaktozu [135].

Opacny ucinek nez glykozyltransferazy, maji glykosidazy, které katalyzuji hydrolyzu
glykosidickych vazeb k odstranéni sacharidi z povrchu proteinii. Pisobeni téchto enzymil je
rozhodujici pro zpracovani glykanii v ER a GA a kazdy enzym vykazuje specifitu pro vyjmuti
konkrétniho sacharidu (napf. manosidazy) [72, 132]. N&které glykosidazy se ucastni vlastni
biosyntézy novych glykoproteinti, a to tak, ze odStépi z urcité molekuly monosacharid za
vzniku meziproduktu, na ktery poté pusobi glykozyltransferaza [135].

Pii tvorbé nového glykoproteinu je sacharidovd cast k bilkovinné casti ptipojena bud’
N-glykosidickou, nebo O-glykosidickou vazbou (obé vazby jsou kovalentni).
Glykan s N-glykosidickou vazbou je piipojen na amidovy dusik asparaginu (Asn), pficemz
glykozylovany asparagin je soucasti tzv. glykozyla¢niho motivu, ten se sklada ze sekvence tii
aminokyselin Asn-Xxx-Ser/Thr (Xxx je jakakoli aminokyselina s vyjimkou prolinu) [72].
Obrazek €. 22 schematicky znazoriuje chemickou vazbu mezi asparaginem a sacharidem
(N-acetyl-glukosaminem), ktery se vaze N-glykosidickou vazbou na asparagin.

Na N-acetyl-glukosamin se vaze glykosidickou vazbou dalsi sacharid.

9 H
=) /"M“\ .—"‘J.L“\ ’JN““‘-,_,-"/’
asparagin
. [ asparag
C=0
/
O _ NH .
OH N-glykosidicka
vazba
L L] l‘r"o‘ .
NH—C  N-acetyl-glukosamin
CHa

Obr. 22. Schematické zndzornéni N-glykosidické vazby, (t7i tecky naznacuji vazbu s dalSim
sacharidem), prevzato a upraveno z [136]
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Mezi typické N-glykany produkované v lidskych bunikach patii N-glykany komplexniho
a hybridniho typu a N-glykany svysokym obsahem mandzy, které jsou zobrazeny na
obrazku ¢. 23.

Komplex

Hybrid

S vysokym obsahem
mandzy

[l N-acetylglukosamin V Fukéza @ Manéza
OGalaktéza @ N-acctylmuramova kyselina

Obr. 23. Piiklady typickych N-glykanii v lidskych buiikdach, prevzato a upraveno z [137]

Glykan s O-glykosidickou vazbou je ptipojen ptes hydroxylovou skupinu k aminokyseling
serinu (Ser) nebo threoninu (Thr). Glykozylacni motiv u O-glykozylace nebyl popsan, coz
znamend, ze prakticky kazdy Ser/Thr mize byt potencionalné glykozylovany [132].
Obrazek ¢. 24 zobrazuje O-glykosidickou vazbu mezi serinem a N-acetyl-galaktosaminem, na

ktery jsou nasledné vazany dalsi sacharidy glykosidickou vazbou.

f H
\"‘m/”‘“‘“m/’k P P
HO J serin
o O
O-glykosidickd
H vazba
D
NH—C_ N-acetyl-galaktosamin
CHs;

Obr. 24. Schematické zndzornéni O-glykosidické vazby, (tii tecky naznacuji vazbu s dalSim
sacharidem), prevzato a upraveno z [138]
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Priklady typickych O-glykanti produkovanych v lidskych butkach jsou zobrazeny na
obrazku ¢. 25.

o<y [(H <>

. AR

B <y <Dy

. O

[ ] N-acetylgalaktosamin (O Galaktoza
B N-acetylglukosamin

Obr. 25. Piiklady typickych O-glykanii v lidskych buiikdach, prevzato a upraveno z [137]

Glykany eukaryotniho ptivodu jsou vyhradné tvotfeny kombinaci glukdzy, galaktozy,
manézy, N-acetyl-glukosaminu, N-acetyl-galaktosaminu, N-acetyl-neuraminové kyseliny
a fruktozy [137]. Rozmanitost glykoprotend je dana piedev§im typem glykosidické vazby
(N-, O-glykosidicka vazba), slozenim glykani (typy sacharidi), strukturou glykant
(rozvétvené nebo nerozvetvené fetézce) a délkou glykanového ftetézce (oligosacharidy
s kratkym nebo dlouhym fetézcem) [132]. Proteiny mohou byt glykozylovany na vice mistech
s pouzitim N- nebo O-glykosidickych vazeb, coz zavisi na riznych faktorech, jako je napft.

enzymova dostupnost, glykozyla¢ni motiv a prostorova konformace proteinu [72, 132].

Glykozylace proteinu v prokaryotické burice

JelikoZ bakterie nemaji ER nebo GA jsou proteiny syntetizovany v inkluznich téliskéach,
které jsou dale potiebné k sekreci proteinti na povrch buiky [137]. Bakterialni bunky provadé;ji
vétsinu glykozylacnich reakci na wvnitini strané cytoplazmatické membrany (poptipadé
v periplazm¢ u Gram negativnich bakterii) za pouziti prekurzori  obsazenych
Vv cytoplazmé [72]. Glykany dale podléhaji dalsim tUpravam jako je napf. sulfatace
a methylace [139].

U bakterii se nejcastéji vyskytuje O-glykozylace. Stejn¢ jako u eukaryot je O-glykozylace
na Ser/Thr a u bakterii navic u tyrosinu. Mezi nejcastéjS$i monosacharidy podilejici se na tvorbé

glykani a nasledn¢ glykoproteinii patfi napi. galaktéoza, glukoza, mandza, rhamnoza,
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N-acetyl-glukosamin a N-acetyl-galaktosamin [139]. Bakterialni glykany navic zahrnuji
I mnoho neobvyklych sacharid, které se nevyskytuji usavcd, jsou to naptiklad
3-deoxy-D-manno-oktulonosova kyselina (KDO), heptdzy a rizné modifikované hexdzy, které
mohou hrat duleZitou roli v patogenité bakterii [139].

Glykanové struktury specifické pro prokaryotické buiniky jsou u bakterii obsazeny
napf. U peptidoglykant, periplazmatickych glukanti, lipopolysacharidi, glykand na proteinech
vnéj§i membrany (S layer) a extracelularnich polysacharidt, které tvoii biofilm [139].
Piiklad glykanu vyskytujiciho se u Campylobacter jejuni je na obrazku ¢. 26. Bacillosamine je

vzacny amino sacharid prvné objeveny u Bacillus subtilis [140].

! o

1@ Bacillosamine I:‘ N-acetylgalaktosamin . Glukoza

Obr. 26. Piiklad N-glykanu v bakteridlni buiice Campylobacter jejuni, prevzato a upraveno z [137]

1. 4.2 Glykozylace proteinii za patologickych podminek

Epigenetické zmény, coz jsou zmény na Urovni genu, které se projevi zmeénou fenotypu,
mohou pusobit stejné silné na rist nadort jako mutace v DNA. Jednim z klasickych ptiklada
epigenetickych zmén, ke kterym dochazi v pribéhu nadorové transformace, je posttranslacni
glykozylace. Glykozylace odrazi koordinované usili fady enzymu, organel a dalsich faktort,
které jsou nezbytné k uspéSnému generovani glykoproteind. | nepatrné zmény v sacharidové
struktufe mohou mit vyznamny dopad na biologické funkce jak proteind,
tak i celych buné¢k [141].

U nadorové zvrhlych bun€k dochazi ke zméné€ exprese glykozyltransferaz. Tato zména
tykajici se enzymi miize mit nejen vyznamny dopad na produkci glykant, ale tyto enzymy také
fidi stupenn vétveni glykanti, které mohou nasledné ménit celkovou strukturu glykanu a tim
i jeho funkci [141]. Proto nadorové zvrhlé bunky produkuji abnormalni motivy glykan,
napf. tii- a ¢tyf-anténni glykany, bisektinové glykany, fukosylované glykany atd. [142].

Na obrazku ¢. 27 jsou zobrazeny piiklady téchto abnormalnich motivi glykant.
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¢ Kyselina sialova

Obr. 27. Piiklady abnormdlnich glykanii identifikovanych v lidském organismu,
prevzato a upraveno z [142]

Tyto zmény v glykozylaci proteinti zahrnuji zmény jak v O-glykanech, tak v N-glykanech
a mohou se vyskytovat jak na zacatku, tak na konci nadorového bujeni a tvorby metastaz.
Dopad zmén v glykozylaci je znazornén na obrazku ¢&. 28, ktery zobrazuje zménu v chovani
glykoproteind, které maji patologicky zménéné glykany. Zmény v glykozylaci proteinli mohou
mit za nasledek zménu konformace glykoproteinu, zménu oligomerace, zménu v biologickém
obratu glykoproteint (syntéza a biodegradace) a mohou byt také spojeny se zménami signalnich

drah v bunce [141].
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Obr. 28. Dopad zmén v glykozylaci na buriky, (Fuc — fukoza, Gal — galaktoza;
GalNAc — N-acetyl-galaktosamin; Glc — glukéza, GIcA — glukuronovd kyselina;
GIcNAc — N-acetyl-glukosamin; 1doA — iduronova kyseling;

Man — mandza; NeuSAc — 5-N-acetylneuramova kyselina (kyselina sialova);
Neu5Gc — 5-N-glykolylneuramova kyselina; STn — sialyl Tn; Xyl — xyléza),
prevzato a upraveno z [141]

Patologicka glykozylace proteint u pacientek s ovaridlnim karcinomem

Ovarialni karcinom

Ovarialni karcinom neboli rakovina vaje¢nikd, je jednou z nejc¢asnéjSich pfi¢in umrti mezi
gynekologickymi malignitami. Vé&tSina pacientek je diagnostikovana v pozdnim stadiu
onemocnéni, ¢imz se Sance na pieZziti po dobu delSinez 5 let snizuje na 30 %. Zatimco pacientky
diagnostikované v raném stadiu onemocnéni maji Sanci na preziti 5 let az 90 %. Proto je v€asna
diagnostika tohoto onemocnéni velice dulezita [143, 144].

Pfi¢ina vzniku tohoto onemocnéni neni pfesné¢ znamd. Rizikovymi faktory pro vznik
ovarialniho karcinomu jsou vysoky vék pacientky (vétSina pacientek je jiz po menopauze),
zanéty v oblasti pohlavnich organli a neméné dilezitd je rodinnd historie rakoviny vajecniki,
prsu nebo jiné nadory reproduktivnich organti. Dal§imi moZnymi rizikovymi faktory jsou
nadory stfev ahormondlni terapie pii neplodnosti nebo pfi menopauze trvajici

déle nez 10 let [145].
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Patologicka glvkozylace u nadorovvch onemocnéni

Pti nddorovém onemocnéni vznikaji ¢asto patologické epitopy, pfiCemz nejcastéjsi struktury
takovych s nadorem spjatych epitopti rakovinnych bunc€k jsou zobrazeny na obrazku ¢. 29,
ajsou to: Sialyl Lewis x (SLe*), Sialyl Lewis a (SLe?), Sialyl Tn, Globo H, Lewis y
a polysialova kyselina (PSA) [146].

*,-0?— ’ @b,-— R *lj— O-Ser/Thr
L
SLet

SLes Sialyl Tn

. . S ¢ = {—O—Cer
é@' *
Le¥ PSA Globo H
Legenda
O Manosa 8
O Glukosa Pozice 6
B N-acetylglukosamin vazby 4
{®) Fukosa (deoxygalakiosa) 5
{) Galaktosa Typ vazby 2
--------- a-vazba
* N-acetylgalaktosamin —— B-vazha
“Jr N-acetylneuraminovi kyselina " nezndmd vazba

Obr. 29. Nejcéastéjsi struktury s nadorem spjatych epitopit rakovinnych bunék (R indikuje, kde je
sacharid pripojen k polypeptidu); prevzato z [147]

Nédorové bunky pochéazejici z karcinomu ovaria produkuji cytokiny, které mohou
ovlivilovat posttranslacni modifikaci proteinil, tim padem 1 glykozylaci, jak v nddorovych
bunkach, tak v bunkach okolnich tkani. Tyto cytokiny produkované nadorovymi bunikami
mohou také ovliviiovat glykozylacni procesy v jatrech a zptsobit tak zménu v glykozylaci
sérovych proteinu [148].

Zmeény V glykozylaci proteini byly u pacientek s ovaridlnim karcinomem také
prokazany [147]. Nejcastéji dochazi ke zméné v glykozylaci proteinti akutni faze, kterymi jsou
haptoglobin, az-antitrypsin [149], az-makroglobulin, transferin [150] a dale dochazi také ke
zméné v glykozylaci IgG [151]. Konkrétné se jedna o vyssi pocet vétveni glykanti a vyssi obsah
sialovych kyselin u sérovych glykoproteini. Nejvyraznéjsi zmény v glykozylaci proteint
u pacientek s ovarialnim karcinomem zahrnuji zvySeni mnozstvi sacharidi se dvéma anténami
bez obsahu galaktézy (pochazi z1gG) a SLe* epitopu (z P-fetézce haptoglobinu) [152].
Tyto glykozylaéni zmény pravdépodobné ukazuji na chronicky zanét, ktery je pozorovan

Unadoru, pficemz tento chronicky zanét zvySuje metastaticky potencidl nadorovych
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bunék [153]. Pravidelné méfeni koncentrace SLe* se ukazuje jako uzite¢né pro dlouhodobé
monitorovani prib&éhu nemoci [154].

V klinické praxi je vyuzivanym biomarkerem pro diagnostiku karcinomu ovaria sérovy
biomarker CA-125 (sacharidovy antigen, zangl. Carbohydrate Antigen 125) [155].
Jedna se 0 protein, ktery se ¢asto vyskytuje na povrchu bunék karcinomu ovaria, ale i nékterych
normalnich tkanich [156]. Obdobné¢ jako u vétsiny nadorovych markert, tak ani CA-125 neni
organové ani nadorove specificky. Tento biomarker byva spojovan také s karcinomem dé€lohy,
endometria, pankreatu, traviciho ustroji, bronchogenniho karcinomu a karcinomu prsu.
Zvysené hladiny CA-125 mohou byt nalezeny také v téhotenstvi, pii menstruaci a pii
zanétlivém onemocnéni v panevni oblasti [155].

CA-125 se pouziva pro monitorovani Uspé$nosti 1écby karcinomu ovaria. Dale se pouziva
pro sledovani vysoce rizikovych Zen, které¢ maji v rodinné anamnéze vyskyt karcinomu ovaria,
ale doposud neonemocnély [156]. Vysetfeni je vhodné vzdy doplnit o soucasné stanoveni
CEA (karcinoembryonalni antigen, z angl. CarcinoEmbryonic Antigen), popi. TPA (tkanovy
aktivator plazminogenu, z angl. Tissue Plasminogen Activator). Kombinace téchto vySetieni
(stanoveni CA-125, CEA a TPA) vyrazné€ zvySuje specifitu a senzitivitu [155].

Primérni terapie ovaridlniho karcinomu v soucasné dobé& zahrnuje spojeni cytoredukcni
chirurgie a chemoterapie. Nej¢astéji pouzivanym chemoterapeutikem je kombinace paklitaxelu
a karboplatiny [157]. V literatuie je uvadéna uspésnost primarni 1é¢by 60-80 %. Primérna doba
do progrese onemocnéni je uvadéna mezi 16-22 mésici. AZ 85 % pacientek diagnostikovanych
V pozd¢jsim stadiu onemocnéni v pribéhu jednoho az dvou let recidivuje [158]. S recidivou
onemocnéni se pak Casto objevuje i rezistence k chemoterapii. Rezistence k platinovym
derivatlim a paklitaxelu je povaZovana za hlavni dlivod netuspésné terapie a smrti vice nez 90 %
pacientek s metastatickym ovarialnim karcinomem [159].

Obecné je 1ékova rezistence zplisobena farmakokinetikou daného 1é¢iva, mikroprostredim
nadoru a biologickymi mechanismy, které¢ jsou specifické pro nador. Predpoklada se, ze
spolecné ptlisobeni zminénych faktorti pfispiva k rezistenci na chemoterapeutickou 1é€cbu
karcinomu ovaria. Bylo provedeno jen nékolik malo studii, které se pokusily za pouziti
proteomickych technik testovat Iékovou rezistenci karcinomu ovaria [157]. Témito studiemi Se
zabyvali napf. Yan a kol. [160], Dai a kol. [161], Li a kol. [162] a dalsi.

Podstatnou cast proteomického vyzkumu ovaridlniho karcinomu tvofi vyhledavani
optimalnich biomarkerii pro screening a vcasné zachyceni onemocnéni. Déle je vyzkum
zaméfen na  mechanismus  progrese onemocnéni a  predpoveéd  rezistence

na chemoterapeutickou 1é¢bu [157].
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2. CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace byla pfiprava nosi¢e na bazi magnetickych ¢astic
svazanym Con A a optimalizace lektinové afinitni chromatografie ve vsadkovém
a mikrofluidnim uspotadani pro izolaci IgG ze séra.

Imobilizace Con A na povrch magnetickych ¢astic zahrnovala optimalizaci podminek
vazby — vazebny pufr, mnozstvi imobilizovaného Con A, promyti.

Izolace 1gG pomoci nosi¢e Simobilizovanym Con A ve vsadkovém a mikrofluidnim
uspofadani zahrnovala optimalizaci separa¢nich podminek — sloZeni ekvilibra¢niho pufru,

inkubaéni doba, podminky promyvaciho kroku, elu¢niho kroku.
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3.

EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomtcky

pH metr model Boeco BT-600 (Boeco Germany, Hamburg, Némecko)

Magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal, Carlsbad, CA, USA)

Rotator Bio RS-24 (Biosan, Riga, LotySsko)

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Géttingen, Némecko)
Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Fotometr pro mikrotitra¢ni desti¢ky Multiskan RC, typ 351 (Labsystems, Helsinki, Finsko)
Elektroforeticka aparatura (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
Mikrostiikatka Hamilton — 100 ul (Hamilton AG, Bonaduz, Svycarsko)

Termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorni pfistroje Praha, Praha, CR)
Stanice pro foceni gelti (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Magnetické michadlo ChipGenie Il (Microfluidic ChipShop, Jena, Némecko)

MFCS-SC Fluigent (Fluigent GmbH, Jena, Némecko)

,,Syringe* pumpa (KD Scientific Inc., Holliston, MA, USA)

Mikrofluidni ¢ip o objemu komurky 100 pl (polymethylmetakrylat, hydrofilizovany,
Microfluidic ChipShop, Jena, Némecko)

Mikrofluidni ¢ip o objemu komirky 120 pl (polymethylmetakrylat, Microfluidic
ChipShop, Jena, Némecko)

Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrocentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
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3.2 Metody

3.2.1 Imobilizace Con A na magnetické ¢astice

o Sera-Mag Speed Beads, COOH, pramér 0,816 um (Sera-Mag, Freemont, CA, USA)

e ProMag, COOH, pramér 0,87 um (Bangs Laboratories, Indiana, USA)

Protein:

e Con A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), typ 1V, cistota 90 — 100 %, purifikovan
pomoci specifické afinitni chromatografie

Chemikalie:

e 1l-ethyl-3-(3-dimethylamonipropyl)karbodiimid (EDAC, CgH17N3)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e 2-(N-Morfolin-4-yl-)ethansulfonova kyselina (MES, CeH13NO4S)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e N-hydroxysulfosukciimid sodny (Sulfo-NHS, C4H4sNNaOsS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

Roztoky:

e Promyvaci roztok I: 0,1M MES pH 6

e Promyvaci roztok II: 0,01M MES pH 6

o Skladovaci a vazebny roztok: 0,AM MES, 0,5M NaCl, 1mM CaCl;, 1ImM MgCl,,
1mM MnCly, pH 6

Postup:
10 mg magnetickych ¢astic bylo promyto 5 x 1 ml 0,1M MES pH 6 pomoci magnetického

separatoru. Supernatant byl odebran pipetou a k ¢asticim bylo pfidano 15 mg EDAC v 500 pul
0,01M MES pH 6 a 2,5 mg Sulfo-NHS v 500 pl 0,01M MES pH 6. Nasledovala inkubace
5 minut pfi laboratorni teploté na rotatoru. Po odebrani supernatantu, bylo k ¢asticim pfidano
30 ug Con A/ 1 mg ¢astic ve vazebném roztoku. Nasledovala inkubace pies noc na rotatoru pfi
4°C. Po odebrani supernatantu, bylo k ¢asticim ptfidano 3,4 mg NH2-PEG-CM v 950 ul 0,01M
MES pH 6. Nasledovala inkubace 1 hodinu na rotatoru pii 4°C. Po inkubaci byly c¢astice
promyty: 2 x 1 ml 0,1M MES pH 6; 1 x 1 ml 0,01M MES s 1M NaCl pH 6; 1 x 1 ml 0,01M
MES pH 6.
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Nasledné byl k Casticim ptidan skladovaci roztok (10 mg magnetickych castic v1 ml

skladovaciho pufru). Skladovani pti 4°C.

3. 2.2 Stanoveni mnoZstvi imobilizovaného konkanavalinu A na magnetickych
¢asticich pomoci BCA testu

Chemikalie:

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

Roztoky:

Soucasti kitu MicroBCA™ Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology,

Rockfor, IL, USA)

e Roztok A: uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny v 0,2M NaOH

e 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

e Promyvaci roztok: 0,01M MES pH 6

Postup:
Roztoky A, B a C byly smichany v poméru 25:24:1, dale pracovni roztok BCA.

Podle tabulky ¢. 7 byla pfipravena ze zasobniho roztoku Con A o koncentraci 1 mg/mi
kalibra¢ni fada. Ze suspenze Castic bylo odebrano 0,1 mg castic v triplikatu. Supernatant byl
odebran pipetou a k ¢asticim bylo pfidano 150 pl 0,01M MES pH 6. K suspenzi bylo ptidano
150 pl pracovniho roztoku BCA. Kalibracni roztoky byly smichany v poméru 1:1 (150 pl
kazdého kalibra¢niho roztoku se 150 pl pracovniho roztoku BCA). Jako slepé roztoky byly
pouzity triplikaty destilované vody a 0,01M MES pH 6 a €istych ¢astic smichané s pracovnim
roztokem BCA v poméru 1:1. Nasledovala inkubace 2 hodiny na rotatoru pti 37°C. Po inkubaci
bylo odebrano 200 pl do jamek mikrotitrani desticky, kterd byla proméfena pii 570 nm na

spektrofotometru.

64



Tab. 7. Péiprava kalibraéni ifady Con A pro kvantifikaci BCA testem

Roztok | Destilovana voda [pl] Con A [nl] Vysledna koncentrace [ug/ml]
1 720 160 (ze zasobniho roztoku) 200
2 200 600 ze zkumavky ¢. 1 150
3 267 533 ze zkumavky ¢. 2 100
4 400 400 ze zkumavky ¢. 3 50
5 400 400 ze zkumavky €. 4 25
6 480 320 ze zkumavky €. 5 10
7 400 400 ze zkumavky €. 6 5
8 400 400 ze zkumavky ¢. 7 2,5
9 480 320 ze zkumavky €. 8 1
10 400 400 ze zkumavky ¢. 9 0,5

3. 2.3 Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Roztoky:
Roztok A: 30% smés akrylamidu a N, N-methylenbisakrylamidu
Roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8
Roztok C: 1M Tris-HCI pufr pH 6,8

12% rozdélovaci gel. Gel byl napipetovan mezi skla, prevrstven destilovanou vodou a 30 minut

se nechal zpolymerizovat. Po zpolymerizovani gelu byla destilovana voda opatrné odsata

Nejdiive byla sestavena aparatura a skla pro naliti gelu. Poté byl podle tabulky €. 8 pfipraven

Roztok D: 10% roztok SDS

Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

TEMED (N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin)

Roztok G: 100mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s4% SDS, 20% glycerolem a 0,2%

bromfenolovou modii

Elektrodovy pufr: 0,025M Tris, 0,192M glycin s 0,1% SDS pH 8,3-8,6
Postup:

filtratnim papirem. Poté byl pfipraven 5% zaostfovaci gel podle tabulky ¢. 8. Gel byl

napipetovan az k okraji skel a mezi skla byla vloZena Sablona s 15 jamkami. Béhem 15 minut

gel zpolymerizoval.
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Tab. 8. Péiprava gelii pro gelovou elektroforézu

5% zaostrovaci gel [ml] 12% rozdélovaci gel [ml]

Destilovana voda 1,4 1,68

Roztok A 0,33 2,0

Roztok B - 1,25

Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05

Roztok E 0,02 0,05

TEMED 0,002 0,002

Poté byla skla opatrn¢ vyjmuta ze stojanku a piemisténa do specialniho drzaku. Z gelu byla
odstranéna Sablona a vytvofené jamky byly proplachnuty 3x elektrodovym pufrem.

Do elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr po vyznacené rysky.

Priprava a aplikace vzorkii pro elektroforetickou separaci:

K 10 pul vzorku bylo napipetovano 10 pl rozotku G. Smés byla promichdna a 3 minuty pii
98°C povarena v blokovém termostatu. Do kazdé jamky bylo napipetovano 10 pl pfipravenych
vzorkl pro 15-ti jamkovy gel. Standardu bylo napipetovano 3 pl pro barveni amoniakalnim
sttibrem nebo 7 pl pro barveni pomoci Comassie Brilliant Blue. Vzorky byly nandseny mezi
skla Hamiltonovou pipetou. Po pouziti byla pipeta vzdy proplachnuta 5x ethanolem

a 5x destilovanou vodou.

Viastni elektroforetické déleni:

Elektrodova nédoba byla uzaviena vikem tak, aby anoda na elektroforetické aparature
(oznacena Cerven¢) byla spojena s ¢ervenym konektorem vika. Bylo nastaveno konstantni
napéti na hodnotu 180 V a max. 30 mA na jeden gel. Elektroforetické déleni probiha tak dlouho,
dokud celo sbromfenolovou modii nedoputuje téméf na uroven dolniho okraje skel
(cca 45 minut). Po skonceni elektroforetického déleni byl vypnut zdroj napéti, sundano viko

a vyndana aparatura z nadoby. Skla byla vyjmuta a gel byl opatrné€ pfendan do Petriho misky.

Barveni gelu roztokem amoniakalniho stfibra

Roztoky:
o Fixacni roztok: 5% kyselina octova s 50% ethanolem

e 10% roztok glutaraldehydu

o Roztok amoniakélniho stiibra: 20% dusi¢nan stfibrny je ptikapavan k roztoku (21 ml

destilované vody, 1,4 ml vodného roztoku amoniaku a 239 pl 9M NaOH) az do vzniku

svétle hnédého zékalu. Roztok je doplnén na 100 ml destilovanou vodou
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e Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova s 0,04% formaldehydem

o Ustalovaci roztok: 5% kyselina octova

Postup:

Po elektroforetickém dé€leni byl gel proplachnut destilovanou vodou a nasledovala fixace pii

4°C ve fixaénim roztoku pfes noc. Poté nasledovala 30ti minutovd rehydratace gelu
V destilované vodé. Nasledné byl gel inkubovan 30 minut s 10% glutaraldehydem pfi
laboratorni teploté. Poté byl gel proplachnut destilovanou vodou (6 x 10 minut). Gel byl
inkubovan 12 minut v roztoku amoniakalniho stfibra. Poté byl gel promyt v destilované vodée
a vyvolan ve vyvolavacim roztoku. Gel byl nasledné dan do ustalovaciho roztoku, ve kterém

muze byt i skladovan.

Barveni gelu pomoci Coomassie Brilliant blue

Chemikalie a roztoky:

e Roztok pro barveni gelu Coomassie Brilliant blue
e Roztok pro odbarveni gelu: destilovana voda
Postup:
Gel v Petriho misce byl 3x proplachnut destilovanou vodou a pfevrstven barvicim roztokem.
Nasledovala inkubace 1 hodinu pii laboratorni teploté. Poté byl gel oplachnut destilovanou

vodou a odbarvovan.

3.2.4 lzolace 1gG na nosi¢i s Con A ve vsadkovém usporadani

o Sera-Mag Speed Beads, COOH, primér 0,816 pm (Sera-Mag, Freemont, CA, USA)

e ProMag, COOH, prumér 0,87 um (Bangs Laboratories, Indiana, USA)

Roztoky:

e Skladovaci roztok: 0,1M MES, 0,5M NaCl, 1mM CaClz, ImM MgCl,, ImM MnCl,, pH 6

e Promyvaci roztok: 0,1M MES, 0,5M NaCl, ImM CaCl;, ImM MgClz, ImM MnClIy,
0,05% Tween 20, pH 6

e Eluéni roztok: 0,AM MES, 0,5M NaCl, ImM CaCl;, 1mM MgCl;, ImM MnCly,
0,2M methyl a-D-glukopyranosid, 0,2M methyl a-D-manopyranosid, pH 6

Postup:
K1 mg magnetickych ¢astic S imobilizovanym Con A bylo pfidano 30 pug IgG/iedéné

sérum. Nasledovala inkubace 30 minut na rotatoru pii laboratorni teploté. Po inkubaci doslo

k zachyceni magnetickych ¢astic separatorem. Supernatant byl odebran a uchovan pro gelovou
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elektroforézu. Castice byly promyty 9 x 1 ml promyvaciho roztoku (tfeti promyti obsahovalo
1M NaCl v 0,01M MES pH 6, u izolace IgG ze séra obsahovalo tieti, paté a sedmé promyti
1M NaCl v 0,01M MES pH6). Po promyti bylo k ¢asticim ptidano 100 pl elu¢niho roztoku.
Nasledovala 20ti minutova inkubace na rotatoru pii laboratorni teploté. Po inkubaci doslo
k zachyceni magnetickych ¢astic separatorem a elucni roztok byl odebran. Pfidani elu¢niho
roztoku, inkubace a odebrani roztoku bylo opakovano 3x. Nasledovala detekce izolovaného

IgG gelovou elektroforézou.

3.2.5 lzolace 1gG na nosi¢i s Con A v mikrofluidnim uspoiadani

Charakteristika mikrofluidniho cipu

e Mikrofluidni ¢ip o objemu komirky 100 pl
(polymethylmetakrylat, hydrofilizovany, Microfluidic ChipShop, Jena, Némecko)

e Mikrofluidni ¢ip o objemu komirky 120 pl
(polymethylmetakrylat, Microfluidic ChipShop, Jena, Némecko)

e ProMag, COOH, prumér 0,87 um (Bangs Laboratories, Indiana, USA)

Roztoky:

o Skladovaci roztok: 0,1M MES, 0,5M NaCl, 1mM CaCl,, ImM MgClz, 1ImM MnCl, pH 6

e Promyvaci roztok: 0,AM MES, 0,5M NaCl, 1ImM CaClz;, ImM MgCl;, ImM MnCl,,
0,05% Tween 20, pH 6

e Eluéni roztok: 0,IM MES, 0,5M NaCl, ImM CaCl;, 1ImM MgClz, ImM MnCl,,
0,2M methyl a-D-glukopyranosid, 0,2M methyl a-D-manopyranosid, pH 6

Postup:
Mikrofluidni ¢ip o objemu komdrky 100 ul/120 pl byl umistén na magnetické michadlo

ChipGenie Il. Nejprve byla komirka ¢ipu proplachnuta 2 x 1 ml 20% isopropanolem, poté
2 X 1 ml deionizovanou vodou a nakonec 1 ml promyvaciho pufru. Do ¢ipu byl aplikovan 1 mg
magnetickych &astic ProMag s imobilizovanym Con A. Castice byly promyty 1 ml
promyvaciho pufru. Roztok byl z ¢ipu odstranén a bylo aplikovano 10x fedéné sérum.
Nésledovala inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté se zapnutym magnetickym michadlem.
Po inkubaci bylo michadlo zastaveno. Supernatant byl odebrdn a uchovan pro gelovou
elektroforézu. Castice byly promyty za pomoci ,,Syringe* pumpy 3 x 1 ml 1M NaCl v 0,01M
MES pH 6 a poté 6 x 1 ml promyvacim pufrem. Po promyti bylo k ¢asticim pfidano 100 pl
eluéniho roztoku. Nasledovala 20ti minutova inkubace pii laboratorni teploté se zapnutym

magnetickym michadlem. Po inkubaci bylo michani zastaveno a elu¢ni roztok byl odebran.
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Ptidani elu¢niho roztoku, inkubace a odebrani roztoku bylo opakovano 3x. Nésledovala detekce

izolovaného IgG gelovou elektroforézou.

3.2.6 Precisténi lektinem izolovanych IgG na nosi¢i s Proteinem A

Pozn. jednalo se o vsadkové uspotadani

o PureProteome, Protein A Magnetic Beads System (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko)

Roztoky:

e Promyvaci roztok: 0,AM MES, 0,5M NaCl, 1ImM CaClz, ImM MgCl;, ImM MnCl,,
0,05% Tween 20, pH 6

e FEluéni roztok: 0,05% TFA

Postup:

Po provedeni izolace IgG Con A v mikrofluidnim uspotadani bylo provedeno ptecisténi

ziskanych eluci Proteinem A imobilizovanym na magnetickych casticich PureProteome.
Vsechny tii ziskané eluce byly smichany dohromady (vzorek byl uchovan pro gelovou
elektroforézu) a aplikovany k magnetickym ¢asticim s navazanym Proteinem A. Po hodinové
inkubaci na rotatoru byl pomoci magnetického separatoru odebran supernatant, ¢astice byly
promyty 3 x 1 ml promyvacim pufrem a poté byl ptidan elu¢ni pufr (0,05% TFA). Nasledovala
20ti minutova inkubace na rotatoru. Poté byl pomoci magnetického separitoru odebran
supernatant, ktery byl po tpravé pH na hodnotu 6 uchovan pro gelovou elektroforézu.

Nasledovala detekce izolovaného IgG gelovou elektroforézou.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Imobilizace konkanavalinu A na ¢astice Sera-Mag Speed Beads

Pti lektinové afinitni chromatografii s pouzitim magnetickych castic je prvni fazi piiprava
magnetického nosice. Tato pfiprava zahrnuje imobilizaci pouzivaného Ilektinu,
konkanavalinu A (Con A), s naslednym navazanim PEGu na volna mista magnetického nosice.

Existuje fada magnetickych ¢astic s riiznymi povrchovymi skupinami. V naSem piipadé byly
zvoleny magnetické cCastice Sera-Mag Speed Beads (pramér 0,816 um) s karboxylovou
skupinou vhodnou k navazani Con A.

K iniciaci tvorby kovalentni vazby mezi karboxylovou skupinou s aminoskupinou Con A
je pouzivan EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethylamonipropyl)karbodiimid). Ke zvy$eni u¢innosti
vazby se do reakce ptidava Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosukciimid sodny) [163]. Nejprve jsou
tedy magnetické castice inkubovany s témito latkami a nasledné je po jejich odebrani
k magnetickym ¢asticim pfidan v roztoku Con A. Schéma imobilizace Con A na povrch

magnetickych castic je zobrazen na obrazku ¢. 30.

O—CDDH_ + H:N— Konkanavalin A | —a O_CD_I_W_I Konkanavalin A

Obr. 30. Schéma imobilizace Con A pies svou aminoskupinu na magnetické cdstice s karboxylovou
skupinou na povrchu

4.1.1 Volba vhodné koncentrace konkanavalinu A a vazebného pufru pro
imobilizaci konkanavalinu A na povrch magnetickych ¢astic

Prvnim krokem pfti imobilizaci Con A na povrch magnetickych castic byl vybér vhodného
pufru, ve kterém dochazi k vazb¢ lektinu na povrch magnetickych castic a vybér optimalniho
mnozstvi navazovaného Con A. Byla tedy vybrana vhodna koncentrace Con A tak, aby byla co
nejmensi spotieba lektinu s co nejvétsi Gcinnosti vazby. Pufr byl vybiran na zaklad¢ stejného
kritéria, tedy co nejvyS$i ucinnost vazby Con A na povrch magnetickych ¢astic.
Bylo rozhodovano mezi dvéma pufry: TRIS s ionty (NaCl, CaCl,, MgCl,, MnClz), které jsou
nutné pro spravnou funkci Con A, a MES se stejnymi ionty, oba pufry pii pH 6.

Stanoveni mnozZstvi navazaného Con A na povrch magnetickych ¢astic bylo provadéno
dvéma metodami a to: BCA testem a elektroforeticky (SDS-PAGE). Bylo provedeno
I spektrofotometrické méfeni, které ovsem poskytovalo neinterpretovatelné vysledky vlivem

interference iontl ve vazebném roztoku.
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Pfi navazovani 100 pg Con A na 1 mg magnetickych castic Sera-Mag Speed Beads
0 praméru 0,816 pum byla ucinnost vazby stanovena BCA testem na 31 %. Za stejnych
podminek byla uc€innost vazby stanovena denzitometrickym vyhodnocenim elektroforeogramu
na 36 %. Na obrazku ¢. 31 zobrazena SDS-PAGE analyza frakci mobilnich fazi ziskanych pii
vazbé 100 pg Con A na 1 mg magnetickych ¢astic v TRIS pufru s ionty pii pH 6 a dale je na

elektroforeogramu patrnéd zkouska vhodného fedéni pro aplikaci vzorkti na gel.

37 kD’__ 2 1 podjednotka konkanavalinu A
(25,5 kDa)

TSPV PV PV PVPV VE VF VF VF VF Pl P2 P7

10x  20x 50x 100x 200x 10x  20x 50x 100x 200x
Obr. 31. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii imobilizaci 100 ug Con A v TRIS pufru s ionty
(zkouska vhodného ziedéni pro aplikaci vzorki na gel), SDS-PAGE, 12 % gel, barveni dusicnanem
stribrnym. (M: marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce, 10x, 20x, 50x, 100x, 200x: pouZité
redeni; P1, P2, PT: promyti 1, 2a 7)

Vv

analyzu pomoci SDS-PAGE je 50 — 200x, kdy nedochazi k ptesyceni geli a lze z ného
denzitometricky odecitat vazebnou frakci.

Po zjisténi, Ze koncentrace 100 ug Con A na 1 mg ¢astic je zbytecné vysoka (tato skutenost
byla zjisténa pomoci denzitometrického vyhodnoceni elektroforeogrami frakci mobilnich fazi
pii navazovani 100 pg Con A/l mg castic), byla nasledné testovana U¢innost vazby pfi
koncentracich 50, 40, 30 a 20 ug Con A na 1 mg magnetickych castic. Navazovani bylo
provadéno zaroven v obou vybranych pufrech: v TRIS pufru sionty av MES pufru s ionty
(oba pufry mély pH 6). Jako nejvyhodné&jsi pufr pro vazbu Con A byl vyhodnocen MES pufr
s ionty (NaCl, CaCl,, MgClz, MnCly) pti pH 6, protoze poskytoval reprodukovatelné vysledky
pii opakovanych gelovych elektroforézach. TRIS pufr sionty byl vyhodnocen jako méné
vhodny pufr, jelikoz pfi stejné metodé vyhodnoceni (denzitometricky) poskytoval méné
reprodukovatelné vysledky, tzn. opakované se nepodafilo navazat stejné mnozstvi Con A na
magnetické Castice. Navic se tento pufr bézné pfipravuje pii vy$sim pH (pH7-9).
BCA test poskytoval vyssi vysledky Gc¢innosti vazby nez denzitometrické vyhodnoceni geld,
coz bylo stejné jako u spektrofotometrického stanoveni zplsobeno interferenci iontd
pfitomnych v obou pufrech. Jako ovéfovaci a piesnéjsi metoda pro monitorovani ucinnosti
vazby Con A na magnetické ¢astice byla vybrana SDS-PAGE. Tabulka ¢. 9 zobrazuje pramérné
hodnoty ucinnosti vazby pfi riznych koncentracich Con A. Tabulka také zobrazuje
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vyhodnoceni G¢innosti vazby jak BCA testem, tak SDS-PAGE, a to jak v TRIS pufru s ionty,
tak v MES pufru s ionty.

Vsechny testy byly provadéné na casticich bez pouziti PEGu, ten byl pfiddn az do
skladovacich roztoki. Tento postup byl zvolen proto, ze by mohl PEG ptipadné interferovat

u zvolenych metod stanoveni.

Tab. 9. MnoZstvi navizaného Con A na povrch magnetickych Castic stanovend BCA testem

a SDS-PAGE

BCA SDS-PAGE
1. 2. 1. 2.

Con A
(ng)

100 33,6 | 33,6 | 30,6 | 30,6 | 48,7 |48,7 25,0 |25,0
50 245 1490 16,9 | 338 | 13,2 |26,4| 23,2 |46,4

pg/mg| % |pg/mg| % |pg/mg| % |pg/mg| %

%)
x 40 20,2 | 50,6 | 20,9 | 52,2 | 13,7 |34,3| 18,9 |47,3
= 30 351 |116,8| 14,6 | 486 | 19,1 |63,7| 17,2 |57,3

20 26,3 [131,3| 150 | 752 | 6,7 [33,5| 12,4 |62,0

50 20,0 | 40,1 | 34,7 | 69,4 | 22,0 [44,0( 19,9 |39,8
n 40 18,6 [ 46,5 30,5 | 76,3 | 16,9 [42,3]| 18,9 [47,3
u 216 |72,0
= 30 196 [ 653 ( 32,7 |109,1| 19,2 (64,0 215 |717

20 28,3 |141,6] 33,9 |169,5( 11,3 |56,5]| 12,2 |61,0

Z tabulky je patrné, Ze stabilngjsi vysledky jsou pii pouziti vazebného pufru MES s ionty,
kdy smérodatnd odchylka neptesahuje hodnotu 4,5 %. Tato skuteCnost je patrna i na
nasledujicim grafu ¢. 1, ktery shrnuje G¢innost vazby jednotlivych koncentraci Con A v obou

pufrech s vyznacenymi smérodatnymi odchylkami.
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TRIS - 50 pg Con A
mMES - 50 pg Con A
TRIS - 40 pg Con A

|
BMES - 40 ug Con A
TRIS - 30 pg Con A
- BMES - 30 ug Con A
TRIS - 20 pg Con A
BMES - 20 ng Con A
0 36,4 40,8 60,5 47,8

Graf 1. Porovndni udinnosti vaztby Con A na magnetické Cdstice v riznych typech pufru
(denzitometrické vyhodnoceni)
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Z vyse uvedenych vysledku tedy vyplyva, ze nejvhodnéjsi koncentrace Con A pro vazbu je
20 az 30 pg na 1 mg magnetickych ¢astic. Coz je oproti pocatecni koncentraci 100 pug Con A
uspora materialu 0 70-80 %. Nakonec bylo pfistoupeno K pouzivani 30 pg Con A/l mg
magnetickych ¢astic, protoze se toto mnozstvi jevilo jako nejucinngj$i pii vazbé na
magnetické Castice.

Na obrazku ¢. 32 je zobrazena SDS-PAGE analyza frakci mobilnich fazi ziskanych pii
imobilizaci zvolenych 30 pg Con A na povrch 1 mg magnetickych ¢astic v TRIS a MES pufru

s ionty.

37 kDa 1 podjednotka konkanavalinu A
— (25,5 kDa)
25 kDa__
—
-*PVPIVFP?PVVFPV BISVE S P7ESPA - VE
5x 5x 25x  25x 5x 5x 25x  25x
30 pg Con A (TRIS) 30 ug Con A (MES)

Obr. 32. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii vazbé 30 ug Con A na 1 mg magnetickych édstic
(TRIS a MES pufru sionty pii pH 6), SDS-PAGE, 12% gel, barveni Coomassie Brilliant blue.
(M: marker; PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd frakce,; 5x, 25X: pouzité redeni; P1, P7: promyti 1 a 7)

4.1.2 Volba optimalniho poétu promyvacich kroki pri imobilizaci
konkanavalinu A na povrch magnetickych ¢astic

Dalsim optimalizacnim krokem imobilizace Con A na povrch magnetickych castic bylo

zkraceni poctu promyvacich krokli po vazbé Con A. Z pitvodnich sedmi promyvacich krokt

bylo promyvani zkraceno na Ctyti kroky, pfi¢emz tieti promyvaci krok se provadi se zvySenym
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obsahem NaCl (1M NaCl v 0,01M MES). To, ze skutecné postacuji ¢tyii promyvaci kroky,
je patrné z nasledujiciho elektroforeogramu na obrazku ¢. 33 a tato skute¢nost byla dale ovéiena

BCA testem.

250 kDa 250 kDa

150 kDa 150 kDa

100 kDa 1@1

75 kDa . 7;"1’?- -
&

50 kDa %Da
—

T e
37 kDa 'D Promyvaci krok s 1M NaCl

- P
-
25 kDa
) ga a——
M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 M PV VF P1 P2 P3 P4

Obr. 33. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii imobilizaci 30 ug Con A na 1 mg magnetickych
Castic (testovani poctu promyvacich krokii —Vevo pitvodni pocet promyvacich krokit — 7; vpravo novy
pocet promyvacich krokii — 4), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stribrnym.
(M: marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1, P2, P3 a P4.: promyti 1, 2, 3 a 4)

Na zakladé vyse provedenych testll bylo rozhodnuto, Ze optimalni imobilizace Con A na
povrch magnetickych castic probiha v MES pufru sionty pifi pH 6 skoncentraci
Con A 30 pg/1 mg magnetickych castic. Dale bylo zji$téno, Ze pro dostate¢né promyti ¢astic
staci Ctyfi promyvaci kroky po vazbé Con A.

r 4

4.2 Lektinova afinitni chromatografie ve vsadkovém usporadani -
Sera-Mag Speed Beads

4.2.1 Volba separa¢nich podminek — podminky pro vazbu

Prvnim krokem pii izolaci sérového IgG pomoci magnetickych ¢astic s imobilizovanym
Con A ve vsadkovém usporadani bylo porovnani G¢innosti izolace 1gG v riznych pufrech.
Pouzitymi pufry byly TRIS pufr sionty pii pH 6 a MES pufr sionty pfi pH 6. Pivodné
pouzivany TRIS pufr s ionty byl nakonec nahrazen MES pufrem s ionty. Hlavnim divodem
bylo, ze je TRIS pufr bézn¢ piipravovan pii vy$s§im pH a také TRIS pufr s ionty neposkytoval
tak reprodukovatelné vysledky jako MES pufr sionty. Déale nebyl na zaklad¢ ziskanych
vysledkli z denzitometrického vyhodnoceni elektroforeogrami pozorovan zéasadni rozdil

V pouzitych pufrech na Uc¢innost izolace sérového IgG. Izolace byla provadéna 1 hodinu
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(krok vazby 1gG na Con A), promyvani bylo provadéno 10x, a to pfislusnymi promyvacimi
pufry (tedy promyvaci TRIS pufr s ionty pii pH 6 a 0,05% Tweenem 20 a promyvaci MES pufr
sionty pifi pH 6 a0,05% Tweenem 20). Eluce byly provedeny 4x po 15ti minutach
(uvolnéni 1gG z vazby s Con A) elu¢nim pufrem s 0,2M cukry o pH 6.

Obrazek ¢. 34 zobrazuje SDS-PAGE analyzu frakci mobilnich fazi pfi izolaci sérového IgG
za pouziti vyse zminénych pufrt. Jak bylo jiz zminéno, tak denzitometrické vyhodnoceni nize
uvedenych elektroforeogramti izolace IgG za pouziti rozdilnych pufri neukazalo zésadni rozdil
Vv ucinnosti izolace. Proto byl vybran k izolaci IgG MES pufr s ionty o pH 6, ktery je pouzivan

I k samotné imobilizaci Con A na povrch magnetickych ¢astic.

| o ‘ —
2504Da 2088
150kDa kDa /
100kDa IeG 100 kDa - IsG
KkDa
-

15
75 kDa | b 75

50 kD
3 2 -3}

37 kDa 37 kDa
e .

25 kDa 2

M PV_ VFE Pl P2 P5 P10 El E2 E3 E4 NPV VE- PL P2. P5 P10 ‘E1 E2 E3 E4
TRIS MES

Obr. 34. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG na nosi¢i s Con A (TRIS a MES pufr
Sionty pii pH 6), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (PV: puvodni vzorek;
VF: vazebna frakce; P1, P2, P5, P10: promyti 1,2, 5a 10; E1-E4: eluce 1, 2,3 a 4)

Jak je patrné z vyse zobrazenych elektroforeogramd, tak IgG ma na gelu vyssi molekulovou
hmotnost, neZ je udavanych 150 kDa (pro celé IgG). To je zptsobeno tim, ze IgG tvoii dimery,

které na gelu s vysokou hustotou témét neprochazi pory a zlstavaji ve vrchni ¢asti gelu.

4.2.2 Volba separa¢nich podminek — faze inkubace

Na zaklad¢é zvolené koncentrace Con A, 30 pg/l mg magnetickych ¢éstic, byla vybrana
koncentrace modelového lyofilizovaného lidského sérového IgG také 30 pg. Tato koncentrace
IgG byla zvolena proto, ze Con A je slozen ze ¢tyt podjednotek, jednou podjednotkou se vaze
na magnetické Castice, a tudiz zbydou tii podjednotky pro izolaci 1gG. Teoreticky je vlastné
Con A v nadbytku a mtize tak pohodIné dochazet k vazb¢ vSech molekul IgG na Con A. Pfi této
izolaci byly zkouseny dvé délky inkubacni doby: 30 minut a 1 hodina. Eluce byly provadény
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3x po 20ti minutach a to ve vsadkovém usporadani. Nazékladé denzitometrického
vyhodnoceni elektroforeogrami frakci mobilnich fazi ziskanych pfi izolaci IgG bylo zjisténo,
ze neni rozdil v ucinnosti izolace IgG pfi riznych inkubac¢nich ¢asech a mohlo byt tedy
pristoupeno k provadéni kratsi inkubace. Tato skutecnost je patrnd na nasledujicim
elektroforeogramt €. 35, ktery zobrazuje SDS-PAGE analyzu frakci mobilnich fazi ziskanych

pfi izolaci sérového IgG pii rizné dlouhé inkubaéni dobé.

s N -y
250 kDa " ’ '
ok
150 kDa - \ - \
T
100 kDa IgG IgG
75 kDa
-
50 kDa
- |

8.

25 ‘ 4
-ga'p'\?w B P YETT B2 T H3 VR DI DOSReH e Fo=e Fg

inkubace 30 minut inkubace 1 hodina

Obr. 35. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG na nosi¢ci sCon A
(inkubace 30 minut a 1 hodina), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker;
PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1, P9: promyti 1 a 9; E1-E3: eluce 1, 2 a 3; Sipky zobrazuji
izolované molekuly IgG)

Piedpokladali jsme, Ze kapacita nosice byla dostatecna, aby vyvazala veSkeré molekuly IgG
z modelového roztoku, ale ve skuteCnosti tomu tak nebylo, jak je patrné z vazebné frakce

zobrazené na elektroforeogramu €. 37.

Izolace 1gG z lidského séra

Stejn¢ tak u izolace IgG z lidského séra byla nejprve volena vhodna inkubac¢ni doba.
Zde byly porovnavany inkubaéni ¢asy: 60, 45, 30 a 15 minut. Bylo zji§téno, Ze s rostouci délkou
inkubac¢ni doby dochdzi k vazbé dalsich glykozylovanych molekul ze séra (nespecifické vazba),
které jsou nezadouci. Z denzitometrického vyhodnoceni gelu je patrné, ze dochazi k vazbé
glykozylovanych proteini i pii zkraceni inkuba¢ni doby na 30 minut. Na obrazku ¢. 36 je

zobrazen elektroforeogram této afinitni izolace IgG ze séra.
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Obr. 36. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(inkubace 30 minut a 1 hodina), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker;
PV: puvodni vzorek,; VF: vazebna frakce; P1 a P9: promyti 1 a 9; E1-E3: eluce 1, 2 a 3)

Dale byly porovnavany inkubaéni ¢asy 15 a 30 minut. Pfi této izolaci bylo zafazeno vice
promyvacich krokd s IM NaCl (tfeti, paté a sedmé promyti) z divodi lepsiho promyti.
Eluce byly provadény 3x po 15ti minutach. Jak je patrné z elektroforeogramu ¢. 37, neni
pozorovan zasadni rozdil v G¢innosti izolace IgG pii riznych inkubaénich ¢asech, proto by

mohlo byt pfistoupeno ke kratsi inkubaéni dobé se zachovanim t¢innosti izolace.

Obr. 37. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(inkubace 15 a 30 minut), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker;
PV: puvodni vzorek; VF: vazebna frakce; Pl a P9: promyti 1 a 9; E1-E3: eluce I az 3)
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4.2.3 Volba separacnich podminek — faze promyti

Pii izolaci IgG Con A vazanym na magnetické Castice Sera-Mag Speed Beads byla
provedena optimalizace poctu promyvacich krokti. Z ptivodnich deseti promyvacich krokt bylo
promyvani ve vsadkovém uspotadani zkraceno na devét promyvacich krokii (celkovy objem
9 ml), pfiCemz bylo zafazeno promyvani s IM NaCl (pfi izolaci IgG bylo zafazeno toto
promyvani na tfeti krok; pfi izolaci IgG ze séra bylo zafazeno promyvani 1M NaCl ve tifech
krocich a to: ve tfetim, patém a sedmém kroku), ktery 1épe promyje nezddouci necistoty.
Zvoleny pocet promyvacich kroki ilustruje obrazek ¢. 38, ktery zobrazuje deset promyvacich
krokd u izolace IgG ze séra. Pii izolaci samotného IgG by byl dostacujici i nizs§i pocet
promyvacich krokt, ale pfi izolaci ze séra jsou pfitomny proteiny, které se Spatn€ vymyvaji,

napft. albumin. Proto bylo pfistoupeno 1 k pouziti IM NaCl.

250 kDa \ [
150 kDa . p ’
- IeG Nové zvoleny posledni

100 kDa promyvaci krok (P9)

75 kDa
Loty

37 kDa
—

M P1 P2 P3 PSS PG R ESaRE POSD 10

Obr. 38. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(volba optimalniho poctu promyvacich krokit), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym.
(M: marker; P1-P10: promyti 1 az 10)

Pii této optimalizaci byla provedena i1 kontrola nespecifické sorpce proteini na stény
zkumavky. Pric¢emz byl cely postup provaden stejné jako pfi izolaci IgG ze séra ve vsadkovém
uspofadani, ale s tim rozdilem, Ze vSe bylo provadéno bez magnetickych ¢astic. Jak je patrné
z nasledujiciho elektroforeogramu (obrazek ¢. 39), tak piedev$im albumin zistava na sténé

zkumavky déle, ale zvolenym poctem promyvacich krok dochézi k jeho vymyti.
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Obr. 39. Kontrola nespecifické sorpce proteinii na stény tkumavky, SDS-PAGE, 12% gel, barveni
dusicnanem  stribrnym. (PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce; PI-P9: promyti 1-9;
E1-E3: eluce 1 az 3)

4.2.4 Volba separacnich podminek — faze eluce

DalSim krokem optimalizace u izolace IgG ve vsadkovém usporadani bylo vyzkouSeni
riznych druhl a pH elucnich roztokd. Tento pokus byl provadén za pouziti sérového IgG,
inkubacni ¢as byl 30 minut. Byly vyzkouseny riizné pufry: TRIS pufr pti pH 10 a 1M TRIS
pufr pii pH 11; 0,2M glycinovy pufr pH 2 a 0,2M glycinovy pufr pH 3 s obsahem 0,05M cukrii
a bez obsahu cukrti; 0,2M citratovy pufr pH 4 s obsahem 0,05M cukrii a bez obsahu cukrd,
0,05% TFA (kyselina trifluoroctova) a jiz zavedeny elué¢ni pufr (0,1M MES, 0,5M NaCl, 1ImM
CaCl;, 1ImM  MgCl;, 1ImM  MnCl, 02M  methyl a-D-glukopyranosid,
0,2M methyl a-D-manopyranosid, pH 6) pro porovnani ucinnosti eluce. Z nasledujiciho
elektroforeogramu na obrazku ¢. 40 je patrné, ze nejlépe komplex IgG-Con A rozrusuje elucni
pufr scukry (0,AM MES, 0,5M NaCl, 1mM CaCl;, 1mM MgCl;, 1mM MnCl,,
0,2M methyl a-D-glukopyranosid, 0,2M methyl a-D-manopyranosid, pH 6), jako druhy
nejucinnéjsi pufr se jevi TRIS pufr pfi pH 10 a IM TRIS pufr pii pH 11; dale je patrné eluce
u0,05% TFA, nejslabsi eluce jsou patrné u glycinovych pufri bez is obsahem cukra.
Eluce u citratového pufru pti pH 4 nebyla patrna, ale byla pozorovana minimalni eluce
u citratového pufru pH 4 s obsahem 0,05M cukri. Celkem byly provedeny Ctyfi eluce —
U prvnich dvou byla inkubaéni doba 20 minut a u druhych dvou 15 minut. Pokud by byly elu¢ni
frakce nasledné¢ zpracovany dale, napft. kapalinovym nebo hmotnostnim spektrometrem, mohly
by pfidané cukerné struktury v analyze interferovat nebo vadit pfi interpretaci vysledki.

Tyto cukerné struktury by musely byt pied vlastni MS analyzou odstranény, tzn. prodlouZeni
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¢asu analyzy. Pro tyto tcely by bylo vhodné pouziti 0,05% kyseliny trifluoroctové nebo
0,2M glycinového pufru pH 3, i kdyz Se tyto pufry vyznacuji mensi u¢innosti nez jiz zavedeny
eluéni pufr s 0,2M cukry pH 6. TRIS pufr by nebyl vhodny vzhledem k tomu, Ze pro hmotnosti
spektrometr jsou pouzivany pufry v kyselé oblasti pH a muselo by tedy dojit ke slozit¢jsi iprave

vzorkl pfed MS analyzou.

250 kDa
150 kDa
100 kDa 1eG
75 JDa
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Obr. 40. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG na nosi¢ci s Con A
(rizné elucni pufry), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (pufry — TRIS pH 10
alM TRIS pH 11; cukry: elucni pufr s 0,2M cukry pH 6; G2 a G3: 0,2M glycinovy pufr pH 2 a 3;
C4: 0,2M citratovy pufr pH 4; TFA: 0,05% kyselina trifluoroctovd, GC: 0,2M glycinovy pufr pH 3
s 0,05M cukry; CC: 0,2M citrdtovy pufr pH 4 s 0,05M cukry)

4.2.5 Porovnani magnetickych ¢astic Sera-Mag Speed Beads a ProMag

Pii opakovani experimentli, byla pozorovana zmeéna v chovani magnetickych CcCastic
Sera-Mag Speed Beads. MoZnou pfi¢inou nereprodukovatelnych vysledki mohl byt rozpad
magnetickych ¢astic Sera-Mag Speed Beads nebo jejich shlukovéni. Proto byly castice
pfipraveny pro pozorovani pod elektronovym mikroskopem. Na pofizenych snimcich
z elektronového mikroskopu (obrazek €. 41) je patrné, ze magnetické Castice Sera-Mag Speed
Beads maji nepravidelny tvar a rozpadaji se. Proto bylo pfistoupeno k vyzkouseni dalSich
magnetickych ¢astic, a to magnetickych ¢astic ProMag (primér 0,87 pm). Tyto ¢astice maji
stejn¢ jako Sera-Mag Speed Beads karboxylové funkéni skupiny na svém povrchu, tudiz byla

imobilizace Con A provadéna pomoci stejného postupu.
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Obr. 41. Snimek  magnetickych  Castic  Sera-Mag  Speed  Beads  pozorovanych
pod elektronovym mikroskopem (SEM)

Na pofizenych snimcich magnetickych ¢astic ProMag (obrazek ¢. 42) nejsou viditelné zadné
shluky, agregaty nebo rozpadlé cCastice, jsou pozorovany jen stejné velké kulaté tvary

magnetickych castic.

1um

GB HIGH WD 16.4mm 13:12:28

Obr. 42. snimek magnetickych Cdastic ProMag pozorovanych pod elektronovym mikroskopem (SEM)

V nasledujici tabulce €. 11 jsou porovnany charakteristiky pouzivanych magnetickych ¢astic

Sera-Mag Speed Beads a ProMag.
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Tab. 10. Porovnani charakteristik magnetickych Edastic Sera-Mag Speed Beads a ProMag

Sera-Mag Speed Beads ProMag

Velikost ¢astic 0,816 um 0,87 um

Material: Polys:[yrenove jadro potgzene Polymer

dvéma vrstvy magnetitu
Funkéni skupina: COOH COOH
(. Skladovani pfi chladnickové Skladovani pfi

Skladovani N o o ™ . o
a stabilita: teploté (2-8 °C), stabilni chladni¢kové teploté

) Vv $irokém rozmezi hodnot pH (2-8 °C)
Vyrobce: Sigma-Aldrich Bangs Laboratories

Pro vzajemné porovnani G¢innosti magnetickych castic byla provedena imobilizace Con A
na povrch magnetickych ¢astic ProMag ve stejné koncentraci jako u Sera-Mag Speed Beads,
tedy 30 ug Con A/1 mg magnetickych ¢astic. Uginnost vazby Con A na povrch téchto astic
byla stanovena BCA testem a SDS-PAGE. BCA testem byla G¢innost vazby stanovena na 86
%, kterd ovSem byla ovlivnéna interferenci ionti vazebného pufru. Denzitometrickym
vyhodnocenim byla G¢innost vazby stanovena na 59 %. Tabulka ¢. 13 shrnuje vysledna

mnozstvi Con A imobilizovaného na povrch magnetickych ¢astic ProMag stanovena pomoci

BCA testu a pomoci denzitometrického vyhodnoceni gelt ziskanych SDS-PAGE.

Tab. 11. MnoZstvi navdzaného Con A na povrch magnetickych édstic stanovend BCA testem
a SDS-PAGE

BCA SDS-PAGE
1. 2. 1. 2.
ucinnost ucinnost

Con A pg/mg| % |[pg/mg| % | vazbyv %D pg/mg| % |pg/mg| % | vazbyv %D

(ng) % Yo % Yo

ProMag 30 27,7 192,4] 23,9 | 79,7 86,0 90| 184 |[61,3| 17,2 |57,3| 59,3 |2,8
Sera-Mag 216 (720

Speed 30 19,6 |65,3| 32,7 |109,1( 87,2 |30,9]| 19,2 | 64 ' ' 69,2 |45
Beads 215 | 71,7

Byly porovnany hodnoty (tabulka ¢. 13) Gc¢innosti vazby Con A na povrch magnetickych
&astic Sera-Mag Speed Beads a ProMag. Uginnost vazby Con A na povrch magnetickych &astic
Sera-Mag Speed Beads je vyssi nez u magnetickych ¢astic ProMag. 1 kdyz je Gi¢innost vazby
u magnetickych ¢astic ProMag niz8i, smérodatnad odchylka nepiekracuje hodnotu 2,8 %, na
rozdil od magnetickych ¢astic Sera-Mag Speed Beads, kdy smérodatnd odchylka odpovida
hodnoté 4,5 %. Pravé tato vyssi smérodatna odchylka v G¢innosti vazby Con A na povrch

magnetickych castic Sera-Mag Speed Beads ukazuje na niz§i reprodukovatelnost vysledkt
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pravdépodobné v dusledku nekvality castic. Magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads byly
pro dalsi experimenty nahrazeny magnetickymi ¢asticemi ProMag.

Na obrazku ¢. 43 je SDS-PAGE analyza frakci mobilnich fazi ziskanych pii imobilizaci
Con A na povrch magnetickych ¢astic ProMag. Imobilizace Con A probihala za stejnych jiz
optimalizovanych podminek jako imobilizace na povrch magnetickych astic

Sera-Mag Speed Beads.

1 podjednotka konkanavalinu A
(25.5 kDa)

MESSBV: VE PL. P2 P3 P4

Obr. 43. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii imobilizaci 30 ug Con A na 1 mg magnetickych
Castic ProMag, SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker; PV: puvodni vzorek;
VF: vazebna frakce; P1-P4: promyti 1 az 4)

Dale byly Castice porovndvany mezi sebou pii izolaci IgG ve vsadkovém uspofadéni.
Byla pouzita koncentrace 30 pg IgG na 1 mg magnetickych ¢astic s imobilizovanym Con A.
Inkubace probihala 30 minut. Po promyti byly provadény eluce 3 x 20 minut.
Z denzitometrického vyhodnoceni elektroforeogramu izolace IgG je patrné, ze magnetické
¢astice ProMag maji srovnatelnou a vyS$si t€innost vazby IgG a lze pro dalsi experimenty pouzit

pouze ¢astice ProMag (viz. obrazek ¢. 44).
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Obr. 44. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG na nosi¢i s Con A (porovndni
magnetickych Cdastic ProMag a Sera-Mag), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stribrnym.
(M: marker,; PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1 a P9: promyti 1 a 9; EI-E3: eluce 1 az 3)

Izolace 1gG z lidského séra

Dale bylo provedeno porovnani u¢innosti izolace ze IgG séra u vyse zminénych 2 druht
magnetickych ¢astic (Sera-Mag Speed Beads a ProMag) s imobilizovanym Con A. Podminky
izolace byly stejné jako u izolace modelového sérového 1gG (inkubace 30 minut, eluce
3 x 20 min). | zde byla po denzitometrickém vyhodnoceni patrna vyssi u¢innost magnetickych

¢astic ProMag. Tato skutecnost je zndzornéna na obrazku ¢. 45.

P9 E1l E2 E3 & Pl P9 EI E2 E3

ProMag SeraMag

Obr. 45. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosic¢i s Con A (porovndni
magnetickych cdastic Sera-Mag Speed Beads a ProMag), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem
stribrnym. (M: marker, PV: puvodni vzorek; VF: vazebna frakce; Pl a P9: promyti 1 a 9;
E1-E3: eluce 1 az 3)
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Na zékladé vySe uvedenych vysledkii bylo dospéno k nésledujicim zavérim, a to ze:

vhodnym vazebnym pufrem pro izolaci 1gG je MES pufr s ionty pii pH 6

vhodna koncentrace sérového lyofilizovaného lidského IgG je 30 pg/l mg
magnetickych ¢astic (Con A slozen ze Ctyi podjednotek; jednou je vazan na povrch
nosice a tfi podjednotky jsou volné pro vazbu IgG; Con A je tedy v nadbytku a mize
tak pohodIn¢ dochazet k vazb¢ vsech molekul IgG na Con A)

optimalni inkuba¢ni doba pro izolaci sérového IgG a IgG ze séra je 30 minut
optimalni elu¢ni ¢asy jsou 3 X 20 minut

dostate¢ny pocet promyvacich krokti je 9, pticemz doslo k zatazeni 1M NaCl v 0,01M
MES pH 6 z divodi lepsiho promyti

kromé pouzivaného elu¢niho pufru lze pouzit i: 0,2M glycinovy pufrpH 3
a 0,05% TFA

magnetické castice ProMag jsou vhodné pro izolaci IgG ze séra ve vsadkovém

I mikrofluidnim usporadani.
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4. 3 Lektinova afinitni chromatografie v mikrofluidnim uspoiadani

4.3.1 Vyuziti systétmu kontrolujici priitok mobilni faze firmy Fluigent

Prvnim krokem pii optimalizaci izolace IgG pomoci magnetickych ¢éstic s imobilizovanym
Con A Vv mikrofluidnim uspofadani byla volba zplsobu kontroly priitoku mobilni faze
mikrofluidnim zafizenim. Promyvani magnetickych castic umisténych v mikrofluidnim Cipu
mohlo byt provedeno za pomoci dvou pfistroji. Prvnim z nich je MFCS-Fluigent (systém pro
fizeni mikrofluidniho toku znacky Fluigent, z angl. Microfluidic Flow Control System; obrazek
¢. 46). Tento priistroj umoziuje nastaveni tlaku a prutoku, pod kterym je mobilni faze

vtla¢ovana do mikrofluidniho ¢ipu [164].

Obr. 46. MFCS-Fluigent, prevzato z [165]

Druhym pfistrojem je ,,Syringe® pumpa (obrazek ¢. 47), ktera je vhodna pro promyvani
magnetickych ¢astic umisténych v mikrofluidnim cipu, ale 1 pro davkovani vzorku do ¢ipu.
,»oyringe“ pumpa umoziuje nastaveni rychlosti pritoku mobilni faze, ktera je vtlacovana do
mikrofluidniho ¢ipu [166].

Obr. 47. ,,Syringe“ pumpa, prevzato z [166]
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Oba tyto pfistroje davkuji kapalinu do mikrofluidniho Cipu, ktery je umistén na magnetickém
michadle. V nasem piipadé bylo pouzito magnetické michadlo ChipGenie Il (obrazek ¢. 48).
Magnetické Castice umisténé v mikrofluidnim c¢ipu jsou michany pomoci permanentniho

pohybujiciho se magnetu, ktery je umistén uvnitf ptistroje ChipGenie [167].

Obr. 48. Magnetické michadlo ChipGenie, prevzato a upraveno z [167]

Nejprve bylo vyzkouseno zapojeni s MFCS-Fluigent, kdy davkovani bylo umisténo vpravo
a odpad s kamerou vlevo. Pti tomto rozloZeni systému je manipulace s aparaturou jednodussi.
Jak je vidét na obrazku ¢. 49 vpravo je MFCS-Fluigent uréeny pro promyvani magnetickych
¢astic umisténych v Cipu, nasleduje davkovaci injekéni stiikacka urCena pro davkovani
magnetickych ¢astic a vzorku, uprostied je magnetické michadlo s ¢ipem, ktery dale pokracuje
odpadni hadickou do odpadni kadinky umisténé vlevo od magnetického michadla. Nad ¢ipem
je umisténa kamera pro zdznam videi a pofizovani fotografii magnetickych ¢astic umisténych
Vv ¢ipu. VSechny hadicky jsou zaskrceny klestémi, aby nedochézelo k zavzdu$novani komurky

¢ipu a tim i k odstranéni magnetickych ¢astic nebo vzorku.
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Obr. 49. Aparatura pro izolaci 19G v mikrofluidnim uspoiddani se zapojenym MFCS-Fluigent
urcenym k promyvdni magnetickych Edstic umisténych v Cipu

Pfi tomto uspotadani systému byla vyzkousena vlastni izolace 1gG ze séra, kterd byla nejprve
optimalizovana pro vsadkovy systém uspofadani. Inkubace byla nastavena na 30 minut,
promyvacich krokli bylo 9, tzn. 9 ml promyvaciho pufru a eluce byly provadény tiikrat
po 20ti minutach sjiz zavedenym elu¢nim pufrem, ktery obsahuje 0,2M cukry.
Byly vyzkouseny dvé varianty promyvani, a to s vypnutym michadlem pfii promyvani ¢astic
v ¢ipu a se zapnutym michadlem. Promyvaci kroky obsahovaly jen MES pufr s ionty
a 0,05% Tweenem 20, jelikoZ nebylo moZzné ménit promyvaci pufr ve zkumavce
MFCS-Fluigent. Avsak pfti zapojeni MFCS-Fluigent do mikrofluidniho ¢ipu byl totiZ jen jeden
mozny kandl a pti vyméné promyvaciho pufru by tak dochazelo k zavzdus$néni systému.

Pti promyvani ¢astic s vypnutym michadlem nebylo jisté, zda dochazi k fadnému promyvani
¢astic, proto nebylo mozné s jistotou tvrdit, Ze ziskané eluce obsahovaly pouze poZadovany
analyt. Pfi tomto zpisobu promyvani nedochazelo k zasadnimu vymyvani Castic z ¢ipu do
odpadu. Tato metoda promyvani byla nasledné ovéfovana gelovou elektroforézou.

Naopak pfi promyvani ¢astic se zapnutym michadlem dochazelo k razantnimu vymyvani
magnetickych ¢astic do odpadu.

Izolace IgG ze séra byla vyhodnocovdna pomoci SDS-PAGE gelové elektroforézy

s naslednou denzitometrickou analyzou. Z obrazku ¢. 52 je patrné, Ze pii vypnutém michadle
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nedochazi k dostatenému promyti Castic, a tedy eluce obsahuji jak IgG ze séra, tak ostatni

proteiny, které nebyly vymyty (pfedevsim albumin).

E2 ggeu‘

Obr. 50. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(promyvani s vypnutym michadlem), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym.
(M: marker; PV: pivodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1-P9: promyti 1 az 9; EI-E3: eluce I az 3)

Na obrazku ¢. 53 je zobrazen elektroforeogram frakci mobilnich fazi ziskanych pfi izolaci
IgG ze séra se zapnutym michadlem pii promyvani. Z obrazku patrné, Ze dochazi k vymyvani
¢astic do odpadu, ¢imz dochazi k velkym ztratdm céstic, coZ ma za nasledek malou vytéznost

cilové molekuly v elucich.

— — D v —

Albumin
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Obr. 51. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosici s Con A
(promyvani se zapnutym michadlem), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym.
(M: marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1-P9: promyti 1 az 9; EI-E3: eluce 1 az 3)
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Z uvedeného pokusu je patrné, Ze zapojeni MFCS-Fluigent za i¢elem promyvani ¢astic
v ¢ipu je nevhodné, protoze bud’ nedochazi k fadnému promyti ¢astic, nebo jsou ¢astice z Cipu
vymyvany. Divodem pro vymyvani ¢astic z ¢ipu do odpadu byl nejspise slaby permanentni
magnet pouzity v pfistroji ChipGenie. MoZnym feSenim problému s vymyvanim castic do
odpadu by bylo upraveni magnetu v piistroji ChipGenie napt. pouziti elektromagnetu, kterym
by se dala sila magnetického pole ovladat podle potieby.

4. 3.2 Vyuziti systému pro kontrolu pritoku mobilni faze znacky KD Scientific
(5,Syringe* pumpa)

Moznou variantou namisto pouziti MFCS-Fluigent pro promyvani magnetickych ¢astic
umisténych v ¢ipu je ,,Syringe“ pumpa. Uspofadani systému je zobrazeno na obrazku ¢. 54, kdy
je ,,Syringe* pumpa umisténa vlevo, uprostfed je umisténé magnetické michadlo s ¢ipem, ktery
dale pokracuje odpadni hadi¢kou do odpadni kadinky umisténé vpravo od magnetického
michadla. Hadicky jsou zaskrceny klestémi, aby nedochéazelo k nechténému zavzduSnovani

¢ipu nebo odtoku vzorku/¢astic do odpadu.

Kamera

- Déavkovaci

injekéni
W [stiikacka
. |
) Promyvaci s

]

hadicka |- = 7 Wiy Odpadni
hadicka

s

»Syringe“ pumpa '
Magnetické F|Cip P
A michadlo

S . & Odpad
Klesté

Obr. 52. Aparatura pro izolaci 19G v mikrofluidnim uspoiddani se zapojenou ,,Syringe“ pumpou
urcéenou k promyvdni Eastic umisténych v cipu
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Pfi tomto usporadani byla také provedena izolace IgG ze séra. Inkuba¢ni doba byla 30 minut,
promyvani 9x se zapnutym michadlem, eluce 3 x 20 minut. Bylo hodnoceno, zda je ,,Syringe*
pumpa vhodnéjsi pro promyvani magnetickych ¢astic umisténych v ¢ipu nez MFCS-Fluigent.
tzn. davkovat kapaliny do zavzdusnéného/prazdného ¢ipu, nebo zda je vyhodnéjsi vytlacovat
kapalinu kapalinou.

Pii promyvani ¢astic za pomoci ,,Syringe” pumpy se zapnutym michadlem nedochazelo
Kk tak razantnimu vymyvani ¢astic do odpadu jako pii pouziti MFCS-Fluigent. Proto byla
,,Syringe* pumpa vyhodnocena jako ptistroj vhodny K zajisténi konstantniho prutoku mobilni
faze mikrofluidnim zatizenim.

Izolace IgG ze séra byla vyhodnocovéana pomoci SDS-PAGE s naslednou denzitometrickou
analyzou. Bylo zjisténo, ze za pomoci ,,Syringe pumpy dochazi k lepSimu promyti
magnetickych ¢astic nez pomoci MFCS-Fluigent. Dale bylo zjisténo, ze je lepsi, kdyz dochazi
K pInéni kapalin do prazdného (vypusténého) mikrofluidniho Cipu, protoze pii vytlacovani
kapaliny kapalinou dochézi k natfedéni vzorku. SDS-PAGE analyzy frakci mobilnich fazi
ziskanych pfi izolaci IgG ze séra za pouziti ,,Syringe* pumpy pro promyvani ¢astic umisténych

Vv ¢ipu jsou zobrazeny na obrazcich €. 53 a 54.

Obr. 53. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(plnéni do prazdného cipu), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker;
PV: pivodni vzorek; VF: vazebna frakce; P1-P9: promyti 1 az 9; EI-E3.: eluce 1 az 3)
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Obr. 54. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i sCon A
(vytladovani kapaliny kapalinou), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker;
PV: puvodni vzorek; VF: vazebna frakce; PI1-P9: promyti I az 9; EI-E3.: eluce 1 az 3)

Hlavni vyhodou pfi pouziti metody vytlacovani kapaliny kapalinou by bylo, ze by
nedochazelo k tak razantni tvorbé vzduchovych bublinek, jako pii plnéni do vzduchem
naplnénych kanalkd ¢ipu. Tato nepiijemnost (zavzdusiovani) mize byt odstranéna pouzitim
hydrofilizovaného ¢ipu (vnitini povrch komirek €ipu je jiz upraven vyrobcem) o objemu
komurky 100 pl, kdy k tvorbé vzduchovych bublinek dochazi minimalné.

Vznikajici vzduchové bublinky uvnitf ¢ipu zabranuji kontaktu ligandu (Con A)
na magnetickych ¢asticich s analytem (IgG) ze vzorku a vyrazné snizuji separacni G¢innost.
Dale se magnetické ¢astice nemohou v Cipu bez kapaliny plynule pohybovat. Proto je dulezité
pfedchézet tvorbé vzduchovych bublinek. Toho lze dosdhnout pomalym plnénim Ccipu

kapalinou a pouzitim zminéného mikrofluidniho €ipu.

4.3.3 Spojeni obou systému pro kontrolu priitoku mobilni faze

V predchozich dvou podkapitoldch byly popisovany rizné moZnosti davkovani
promyvacich roztokt dovniti komurky ¢ipu za vyuziti ptistroje MFCS-Fluigent nebo ,,Syringe*
pumpy. Dale bylo navrzeno, Ze by bylo vyhodné zapojit oba piistroje soucasn¢, kazdy za jinym
ucelem. Davkovani vzorku by bylo provadéno ,,Syringe” pumpou a promyvani ¢astic
promyvacim roztokem by umozinoval MFCS-Fluigent. Soucasné propojeni obou pfistroji by
bylo velice vyhodné, a to z toho diivodu, ze by doslo k ¢aste¢né automatizaci procesu izolace
IgG ze séra. Bohuzel nebylo moZzné zapojit oba pfistroje naraz.

V piipad¢, kdy byla ,,Syringe* pumpa zapojena jako davkova¢ vzorku do prvniho kanalku,
injekéni stiikacka pro davkovani ¢astic do druhého kanalku, MFCS-Fluigent do tietiho kanalku
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aodpad do ctvrtého kanalku, nedochazelo k promyvani castic, protoze odtékal vSechen

promyvaci pufr davkovany MFCS-Fluigent rovnou do odpadu. Nazorné zapojeni Cipu je na

obrazku ¢. 55.

Odpad

Fluigent

Syringe pumpa Injekéni stiikacka
pro davkovani
magnetickych £astic

Obr. 55. Schématické zndzornéni zapojeni &ipu (prvni varianta), prevzato a upraveno z [167]

Pokud byl odpad zapojen do prvniho kanalku, ,,Syringe” pumpa do druhého kanalku,
injekéni stiikacka pro davkovani ¢astic do tfetiho kanalku a MFCS-Fluigent do c¢tvrtého
kanalku, pak dochazelo k vymyvani ¢astic z mikrofluidniho ¢ipu do odpadu, stejné jako
u zapojeni  samotného MFCS-Fluigent ~ Schématické  znazornéni  tohoto  zapojeni

je na obrazku ¢. 56.

\. Fluigent
Injekéni strikacka

pro davkovani
magnetickych Eastic

Odpad

Syringe pumpa

Obr. 56. Schématické zndzornéni zapojeni ¢ipu (druhd varianta), prevzato a upraveno z [167]

Pfi varianté zapojeni, kdy byla ,,Syringe* pumpa a MFCS-Fluigent na stejné strané ¢ipu
a injekéni stiikacka pro davkovani ¢astic a odpad na opacné strané Cipu, nedochazelo K plnéni

¢ipu ¢asticemi. Tato varianta zapojeni je zobrazena na obrazku ¢. 57.
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\ Odpad
Injekcni stifkacka
pro davkovani
magnetick{ch Eastic

Syringe pumpa Fluigent

Obr. 57. Schématické zndzornéni zapojeni &ipu (tieti varianta), prevzato a upraveno Z [167]

Na zaklad¢ téchto pokusti o spoleéné zapojeni MFCS-Fluigent a ,,Syringe* pumpy bylo
rozhodnuto, Ze nejlep$i moznou variantou je pouze pouziti ,,Syringe® pumpy s mikrofluidnim
¢ipem a zafizenim firmy ChipGenie. ,,Syringe* pumpa byla nadale vyuzivana pro promyvani
magnetickych castic umisténych v Cipu, kdy konecné zapojeni systému bylo nasledujici:
,»Syringe* pumpa byla zapojena do prvniho kanalku, injekéni stiikacka pro davkovani ¢astic do
druhého kanalku, tfeti kandlek byl zaslepen a odpad byl zapojen do ctvrtého kanalku.

Toto kone¢né zapojeni je schematicky zobrazeno na obrazku ¢. 58.

Odpad
Zaslepeny kanalek

Syringe pumpa

Injekéni stifkacka
pro davkovani
magnetickych €astic

Obr. 58. Schématické zndzornéni zapojeni éipu (koneénd varianta), pievzato a upraveno z [167]
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4.3.4 Porovnani chovani ¢astic Sera-Mag Speed Beads a ProMag

V mikrofluidnim systému

Na zaklad¢ potizenych snimkti magnetickych ¢astic z elektronového mikroskopu, které byly
diskutovany v predeslé kapitole (4. 2. 5), bylo provedeno porovnani dvou druhti magnetickych
Castic: Sera-Mag Speed Beads a ProMag Vv prostiedi mikrofluidniho ¢ipu. Vzdy byl porovnavan
1 mg magnetickych ¢astic v promyvacim pufru (MES pufr s ionty a 0,05% Tweenem 20).
Magnetické michadlo bylo nastaveno tak, aby se pohybovalo pouze Vv prostfedni ¢asti Cipu, aby
zbyte¢né nedochazelo k odtoku magnetickych c¢astic do odpadu ptipadné do davkovaci
hadicky.

Castice Sera-Mag Speed Beads se k magnetu, ktery je umistén uvnité magnetického
michadla, ptitahovaly rychle. Pfi michani se pohybovaly za magnetickym michadlem pfevazné
Vv celém svém objemu. Pti michani se tedy netvofily jednotlivé shluky ¢astic v riznych mistech

komirky Cipu, jak je patrné z nésledujiciho obrazku €. 59.

Obr. 59. Sera-Mag Speed Beads (1 mg) v &pu o objemu komiirky 100 ul

Magnetické ¢astice ProMag byly k magnetu pfitahovany o néco rychleji, nez magnetické
Castice Sera-Mag Speed Beads. Pti pohybu magnetického michadla se magnetické Castice
ProMag mnohem vice drzely u sebe anedochazelo tak k opozdénému piitahovani ¢astic
k magnetu, coZ u magnetickych ¢astic Sera-Mag Speed Beads nastavalo. Na obrazku ¢. 60 jsou

zobrazeny magnetické ¢astice Promag v komurce ¢ipu o objemu 100 pl.

ProMag (1 mg)

Obr. 60. ProMag (1 mg) v ¢ipu o objemu komirky 100 ul

Z vyse uvedenych obrazkl, a z pozorovani ¢astic umisténych v €ipu, je na prvni pohled
patrné, Ze magnetické castice se V mikrofluidnim systému chovaji podobné. K dalSim

experimentim byly zvoleny pouze magnetické Castice ProMag.
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4.3.5 Volba separaénich podminek vV mikrofluidnim systému — promyvaci faze

Dalsim krokem pfi izolaci IgG ze séra pomoci nosiCe na bdzi magnetickych c¢astic
s imobilizovanym Con A V mikrofluidnim uspotfadani bylo =zajisténi optimalniho poctu
promyvacich krokt. Piiizolaci IgG ze séra ve vsadkovém uspoiadani bylo zjisténo, ze
optimalni pocet promyvacich kroki je devét, pfiCemz teti, paté a sedmé promyti obsahovalo
zvySenou koncentraci NaCl, ato 1M NaCl v 0,01M MES pti pH 6. Z této informace bylo
nadale vychazeno.

Pro zjisténi optimalniho poctu promyvacich kroki byla provedena izolace IgG ze séra, kdy
inkubace trvala 30 minut, promyvani bylo provadéno ,,Syringe® pumpou, kdy prvni 3 ml
obsahovaly 1M NaCl bud’ v promyvacim pufru, nebo v 0,01M MES. Zbylych 6 ml obsahovalo
jiz zavedeny promyvaci pufr (0,1M MES, 0,5M NaCl, 1mM CaCl,, 1mM MgCl,, ImM MnCl,,
0,05% Tween 20, pH 6). Eluce byly provadény 3x po 20ti minutach eluénim pufrem
s 0,2M cukry.

Z denzitometrického vyhodnoceni elektroforeogramu (obrazky ¢. 61 a 62) bylo patrné,
ze 1M NaCl v promyvacim pufru je nepatrné u¢innéjsi pii promyti magnetickych ¢astic nez
1M NaCl v 0,01M MES, ale rozdil mezi pouzitymi pufry nebyl tak radikalni, aby nemohl byt
pouzit stejny promyvaci pufr jako pfi izolaci IgG ze séra ve vsadkovém usporadani. Nadale tedy
bylo ptistoupeno k deviti promyvacim krokim, pficemz prvni tfi promyvaci kroky obsahovaly
IM NaCl v0,0IM MES a dalsich Sest krokd obsahovalo promyvaci pufr. Vzhledem
K technickému uspotadani (pouze jeden davkovaci kanal) pfi promyvani nemohlo byt
provadeno stejné fazené promyvani jako u izolace IgG ze séra, tedy tieti, paté a sedmé promyti

siln€j$im pufrem, ale silnéj$i pufr byl zafazen na zacatek promyvani.
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Obr. 61. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(volba optimdlniho poétu promyvacich krokii spole¢né svolbou vhodného pufru (promyti)),
SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker; PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd
frakce; P1, P3, P5, P7, P9: promyti 1, 3, 5, 7 a 9)

Z nasledujiciho elektroforeogramu ¢. 62 je patrné, ze stejné jako u promyti, tak i u eluci
nema sloZeni pufru, ve kterém je rozpustén 1M NaCl, zasadni vliv na eluce. Proto bylo 1 zde na
zékladé ziskanych vysledki rozhodnuto, Ze bude nadale pouzivan stejny promyvaci pufr jako

u izolace IgG ze séra, a to IM NaCl v 0,01M MES pro prvni tfi promyvaci kroky.

Obr. 62. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(volba eptimalniho poétu promyvacich krokii spolecné s volbou vhodného pufiru (eluce)), SDS-PAGE,
12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M: marker;, PV: piivodni vzorek;, VF: vazebnad frakce;
E1-3: eluce 1 az 3)
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Po provedeni vybéru vhodného poctu promyvacich krokii a volby vhodného pufru
s 1M NacCl, byla provedena kontrola nespecifické sorpce proteinii na stény mikrofluidniho ¢ipu.
Ptficemz byl cely postup provadén stejn¢ jako pii izolaci IgG ze séra v mikrofluidnim
uspotadani, ale s tim rozdilem, ze vSe bylo provadéno bez magnetickych ¢astic. Pomoci této
kontroly nespecifické sorpce proteinti na stény Cipu bylo zjisténo, ze dochazi k ulpivani proteint
(pfedevsim albuminu) na sténu komurky Ccipu, jak je patrné znésledujiciho

elektroforeogramu ¢. 63.

¢
M PV VF PI P2 P3 P4 P5 DP6 P7 P8 P9 El

Obr. 63. Kontrola nespecifické sorpce proteinii na stény mikrofluidniho ¢ipu, SDS-PAGE, 12% gel,
barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker; PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd frakce;
P1-P9: promyti 1 az 9; El: eluce 1)

Na zéklad¢ ziskanych informaci byla komtirka ¢ipu promyta pied vlastni izolaci IgG ze séra
v mikrofluidnim uspotadani 2 x 1ml 20% isopropanolem, 2 x 1 ml vodou, a nakonec 1 x 1 ml
promyvacim pufrem. Teprve poté byla provadéna izolace IgG ze séra podle protokolu. Timto
promyvacim postupem pied vlastni izolaci IgG ze séra byly odstranény nespecificky sorbované

proteiny ze séra z predeslych izolaci z komirky ¢ipu, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 64.
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Obr. 64. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(pitedem promyti 2x isopropanolem, 2x vodou a 1X promyvacim pufrem), SDS-PAGE, 12% gel,
barveni dusicnanem stiibrnym. (PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P1-P9: promyti 1 az 9; EI-
E3: eluce 1-3)
4.3.6 ZvySeni ucinnosti izolace IgG ze séra pomoci nosice s Proteinem A
Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo ziskani eluce obsahujici pouze
molekuly 1gG. Proto bylo na zavér po zavedeni vySe uvedenych optimalizaci provedeno
precisténi lektinem izolovanych sérovych IgG pomoci tii nize zminénych postupti, a to z toho
divodu, zZe frakce eluci obsahovaly kromé izolovaného IgG také albumin, ktery je ve vysoké
koncentraci ptitomen v lidském séru. Navic albumin patii mezi glykoproteiny (stejné jako IgG),
které jsou Con A vyvazovany z roztoku vzorku, a to diky N-glykozylaci obsahujici terminalni
monosacharid glukozu. Piecisténi lektinem izolovanych sérovych IgG bylo provadéno tfemi
riznymi zpusoby:
1. ptecisténi lektinem izolovanych sérovych IgG pomoci kolonek amicon ultra 0,5 ml 100K
(kolonky pro odstranéni albuminu, ktery se vyskytuje v lidském séru ve vysoké
koncentraci a kontaminoval frakce s izolovanym IgG)

2. nabohaceni sérovych IgG pomoci nosice s Proteinem A pted lektinovou chromatografii

3. precisténi lektinem izolovanych sérovych IgG na nosici s Proteinem A
Prvni uvedena moznost, tedy precisténi lektinem izolovanych sérovych IgG pomoci kolonek

amicon ultra 0,5 ml 100K byla vyhodnocena jako nevhodna metoda, jelikoz pfi pouziti kolonek

nedochéazelo skoro k zddnym zménam nebo naopak pii pouziti kolonky amicon dvakrat,

99



dochazelo ke kvantitativnim ztratdm vzorku a navic nedochazelo k precisténi eluci, jak je
patrné na nasledujicich elektroforeogramech ¢. 65 a 66.

Kolonky amicon ultra 0,5 ml 100K slouzi k separaci proteini a dalSich biologickych latek.
Proteiny o molekulové hmotnosti 100 kDa a vyssi (IgG) témito kolonkami neprochazeji, jsou

tak separovany od ostatnich (kontaminujicich) proteint.
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Obr. 65. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(piecisténi eluci pomoci amicon ultra 0,5 ml 100K (jednou)), SDS-PAGE, 12% gel, barveni
dusicnanem stribrnym. (PV: puwvodni vzorek; VF: vazebna frakce; Pla, P2, P3, P8, P9: promyti 1, 2, 3,
8, 9; P1b: pouziti kolonky amicon ultra 0,5 ml 100K na precisteni prvniho promyti; Ela-E3a: eluce 1
az 3; E1b-E3b: pouziti kolonky amicon ultra 0,5 ml 100K na precisténi eluci 1, 2 a 3)
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Obr. 66. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(pitecisténi eluci pomoci amicon ultra 0,5 ml 100K (dvakrdt)), SDS-PAGE, 12% gel, barveni
dusicnanem stribrnym. (PV: piivodni vzorek; VF: vazebna frakce; Pla, P2, P3, P8, P9: promyti 1, 2, 3,
8, 9; P1b: pouziti kolonky amicon ultra 0,5 ml 100K na precisténi prvniho promyti; Ela-E3a: eluce 1
az 3; E1b-E3Db: pouziti kolonky amicon ultra 0,5 ml 100K na precisteni eluci 1, 2 a 3)
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Druhou vySe zminénou moznosti bylo pouziti Proteinu A navdzaného na magnetické Castice
PureProteome. Protein A byl pouzit pro nabohaceni molekul IgG pted aplikaci frakce s 1gG do
¢ipu S magnetickymi ¢asticemi s Con A.

Pro tento pokus bylo pouzito 10x a 5x fedéné sérum a izolace byla zkouSena jak v Eipu
0 objemu komurky 100 ul, tak v ¢ipu o objemu komirky 120 pl. Inkubace séra s magnetickymi
Casticemi s navazanym Proteinem A probihala 1 hodinu na rotatoru, poté byly castice
3X promyty 1 ml promyvaciho pufru a nasledné probihala eluce pomoci 0,05% TFA po dobu
20 minut pfi otaCeni na rotatoru. Timto postupem byla ziskéna kysela eluce, které muselo byt
upraveno pH na hodnotu 6. Takto upraveny vzorek byl dale pouzit pro izolaci 1gG ze séra
pomoci magnetického nosice s imobilizovanym Con A vV mikrofluidnim uspofadéni.

Pomoci denzitometrického vyhodnoceni elektroforeogramii na obrazcich ¢. 67 a 68, bylo
rozhodnuto, Ze vyhodnéjsi je vyuziti 10x fedéného séra z diivodl uspory materidlu a z divoda
lepSiho promyti pfi izolaci. Jak je patrné na obrazku ¢. 68 albumin je stale pfitomen v elucich,
ale jiz v mnohem mens$i mife nez v predeslych elucich. Proto by se dalo fici, Ze pouziti

Proteinu A pro pie¢isténi séra je krok spravnym smérem.
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Obr. 67. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(precisténi séra Proteinem A pied vlastni izolaci (¢ip o objemu komirky 100 ul — promyti)),
SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebna

frakce; P1, P3, P5, P7 a P9: promyti 1, 3,5,7a9)
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Obr. 68. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A
(precisténi séra Proteinem A pied vlastni izolaci (¢ip o objemu komiirky 100 ul — eluce)), SDS-PAGE,
12% gel, barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker; PV: piivodni vzorek; VF': vazebnd frakce; El, E2,
E3:elucel,2a3)

Jak bylo jiz zminéno vySe pokus s ptecisténim séra za pomoci Proteinu A pied aplikaci do
mikrofluidniho ¢ipu s umisténymi magnetickymi ¢asticemi S imobilizovanym Con A byl
proveden i v ¢ipu o objemu komurky 120 ul. Postup precisténi séra a izolace IgG ze séra byl
shodny s vySe uvedenym postupem (str. 101). Ziskané vysledky jsou téméf shodné s vySe
uvedenymi vysledky. Z denzitometrického vyhodnoceni nasledujicich elektroforeogrami ¢. 69
a 70 je patrné, Ze pfi pouziti 10x fedéného séra dochdzi k lepSimu promyti nez pii pouziti
5x fedéného séra. Na elektroforeogramu ¢. 70 jsou viditelné elu¢ni frakce, které obsahuji pouze
molekuly 1gG, proto bychom mohli tvrdit, ze doslo k uspé$né izolaci IgG ze séra
v mikrofluidnim uspotadani pfi pouziti 10x fedéného séra, které bylo precisténé Proteinem A

pted lektinovou chromatografii.
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Obr. 69. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosic¢i s Con A
(piecisténi séra Proteinem A pied vlastni izolaci (¢ip o objemu komiirky 120 ul — promyti)),
SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem stiibrnym. (M. marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebna
frakce; P1, P3, P5, P7 a P9: promyti 1, 3,5, 7 a9)
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Obr. 70. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A

v wew

(precisténi séra Proteinem A pied viastni izolaci (¢ip o objemu komiirky 120 ul — eluce)), SDS-PAGE,
12% gel, barveni dusicnanem stribrnym. (M: marker; PV: piivodni vzorek; VF: vazebnd frakce, E1, E2,
E3: elucel,2a3l)

Poslednim vyse zminénym postupem pro ziskani eluci pouze s obsahem molekul 1gG bylo
pouziti Proteinu A, ktery byl pouzit az po izolaci IgG ze séra Con A. Tento postup se zda byt
nejlepsi moznosti ze vSech vyse uvedenych, jelikoz dochazi nejprve ke specifické izolaci

glykozylovanych IgG ze séra pomoci Con A a teprve poté dochazi k precisténi jiz ziskanych
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eluci (odstranéni navazaného albuminu). Timto zptsobem jsou izolovany pouze molekuly 19G
jak je zobrazeno na obrazku ¢. 71.

I tento pokus byl provadén jak v Cipu o objemu komurky 100 pl, tak v ¢ipu o objemu
komirky 120 ul. Nejprve byla provedena izolace IgG ze séra pomoci magnetického nosice
s imobilizovanym Con A v mikrofluidnim uspotfadani a poté byly vSechny eluce smichany
dohromady a inkubovdny 1 hodinu na rotdtoru s magnetickymi casticemi s navazanym
Proteninem A. Poté byly ¢astice promyty a ndsledné byla provedena eluce pomoci 0,05% TFA.
Takto byla ziskana kysela eluce, které bylo upraveno pH na hodnotu 6.

Vhodné tazeni separaénich kroki je nasledujici:

1. izolace IgG ze séra pomoci magnetického nosice s navazanym Con A

2. smichani elu¢nich frakci ziskanych pfi izolaci pomoci nosic¢e s Con A

3. inkubace smichanych eluci s magnetickym nosi¢em s imobilizovanym Proteinem A

4. uvolnéni IgG z vazby s Proteinem A pomoci 0,05% TFA (s naslednou upravou pH
na hodnotu 6)

Zw:z "
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Obr. 71. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi pii izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A (piecisténi
eluci Proteinem A (Cip 0 objemu komurky 100 ul)), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem
stiibrnym. (PV: puvodni vzorek; VF: vazebnd frakce; P8 a P9: promyti 8 a 9; El, E2, E3: eluce 1, 2 a
3, EprotA: eluce po precisteni Proteinem A)

Jak bylo jiz vySe zminéno, stejny postup izolace IgG ze séra byl vyzkouSen 1 v ipu o objemu

komirky 120 pl. Jak je ale patrné na nasledujicim elektroforeogramu zobrazeném na
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obrazku ¢. 72, v ptecisténé eluci je stale nepatrné mnozstvi albuminu. To mize byt zpisobeno
tim, Ze Cip o objemu komurky 120 pl, na rozdil od malého ¢ipu, neni povrchové upraveny,

a proto se na n¢j albumin ze séra vice sorbuje.

NEWSDNMME PS + PO.  E . Eprotd

Obr. 72. Elektroforeogram frakci mobilnich fazi p¥i izolaci IgG ze séra na nosi¢i s Con A (pitedisténi
eluci Proteinem A (Cip 0 objemu komurky 120 ul)), SDS-PAGE, 12% gel, barveni dusicnanem
stribrnym. (PV: puvodni vzorek; VF': vazebna frakce; P8 a P9: promyti 8 a 9; E: eluce; EprotA: eluce
po precisténi Proteinem A)

Na zéklad¢ vySe popsanych optimalizaci byla nakonec provedena GspéSna izolace IgG ze
séra v mikrofluidnim uspofadani a byly ziskany eluce pouze s obsahem IgG.

Optimalizacemi v postupu izolace IgG ze séra pomoci magnetického nosice
s imobilizovanym Con A V mikrofluidnim uspofadani jsme nakonec dospéli k nasledujicim
zaveéram, a to zZe:

e MFCS-Fluigent jako pfistroj pro promyvani magnetickych ¢astic umisténych v ¢ipu
je nevhodny, a to ztoho divodu, ze vzhledem k nedostate¢né silnému magnetu
pouzitém v magnetickém michadle, dochédzi k razantnimu vymyvani magnetickych
¢astic z mikrofluidniho ¢ipu do odpadu

e vhodnym pfistrojem pro promyvani magnetickych ¢astic umisténych mikrofluidnim
¢ipu je ,,Syringe* pumpa

« soucasné zapojeni MFCS-Fluigent a ,,Syringe® pumpy neni mozné, alesponi ne pii

pouzivani nami vybraného Cipu a magnetického michadla

105



magnetické castice Sera-Mag Speed Beads mohou byt nahrazeny magnetickymi
Casticemi ProMag (rozhodnuto na zakladé¢ provedeného porovnani chovani
magnetickych ¢astic v mikrofluidnim ¢ipu)

optimalni pocet promyvacich kroki je 9 (tzn. 9 ml), pficemz prvni 3 ml obsahuji
1M NaCl v 0,01M MES pH 6 a dalsich 6 promyvacich krokti po 1 ml promyvaciho
pufru (0,AM MES, 05M NaCl, 1mM CaCl,, ImM MgCl,, 1ImM MnCly,
0,05% Tween 20, pH 6)

pied provedenim vlastni izolace IgG ze séra je vhodné nejprve promyt komirku ¢ipu
2 x 1 ml 20% isopropanolem, 2 x 1 ml deionizovanou vodou a 1 x 1 ml promyvacim
pufrem, pro odstranéni proteint zbylych po piedeslych izolacich

samotny postup izolace IgG ze séra vV mikrofluidnim uspotédani je shodny s postupem
izolace IgG ze séra ve vsadkovém uspotfadani — pouzity stejny vazebny, promyvaci
a elucni pufr; stejné inkubacni a eluéni Casy

vhodné tazeni separacnich kroku je néasledujici — nejprve izolace IgG ze séra pomoci
magnetického nosi¢e s navazanym Con A a poté pouziti magnetického nosice

s imobilizovanym Proteinem A pro ziskani eluci pouze s obsahem molekul 1gG
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5. ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro izolaci I1gG ze séra
pomoci magnetického nosi¢e s imobilizovanym Con A ve vsadkovém a mikrofluidnim
usporadani.

Vzhledem Kk tomu, ze pfi této metodé byl povrch magnetickych ¢astic vyuzit pro vazbu
ligandu (Con A), byla jako prvni provedena optimalizace pfipravy magnetického nosice.
Na zakladé provedenych experimentd jsme dospéli k zavéru, ze k nejucinnéjsi vazbé Con A na
povrch nosi¢e dochazi v MES pufru sionty (NaCl, CaCl,, MgCl;, MnCly) pii pH 6
s koncentraci Con A 30 pg/l mg magnetickych ¢astic. Dale bylo zjisténo, Ze pro dostatecné
promyti ¢astic staci ¢tyii promyvaci kroky po vazbé Con A.

Dalsim krokem byla optimalizace podminek samotné izolace IgG ze séra pomoci
pfipraveného nosice s imobilizovanym Con A. Nejprve byl optimalizovan postup izolace IgG
ze séra ve vsadkovém uspotadani a teprve poté byl tento optimalizovany postup zaveden do
mikrofluidniho usporadani.

Provedenim optimalizace postupu izolace IgG ze séra ve vsadkovém uspofadani jsme
dospéli Kk nasledujicim zavérim. Vhodnym vazebnym pufrem je MES pufr s ionty pfi pH 6,
ktery je pouzivan i pro imobilizaci Con A na povrch magnetickych castic.
Optimalni koncentrace modelového lyofilizovaného lidského sérového IgG je 30 pg.
Inkubaéni doba pro izolaci sérového IgG a IgG ze séra byla stanovena na 30 minut. Eluce byla
provadéna 3x po 20ti minutach, pomoci eluéniho pufru (0,1M MES, 0,5M NaCl, 1mM CacCly,
ImM  MgCl;, 1ImM  MnCl;,  0,2M methyl  o-D-glukopyranosid,  0,2M methyl
a-D-manopyranosid, pH 6). Dale jsme dospéli k zavéru, Ze optimalni po¢et promyvacich kroki
je 9 (tzn. 9 ml), pticemz byly zatazeny tii kroky s 1M NaCl v 0,01M MES pH 6 (tieti, paté
a sedmé promyti, vzdy po jednom mililitru) z diivodl lepSiho promyti magnetickych astic.
Také bylo zjisténo, ze kromé pouzivaného elu¢niho pufru Ize pouzit pro eluci i 0,2M glycinovy
pufr pH 3 a0,05% TFA. Na zaklad¢ snimkd magnetickych castic Sera-Mag Speed Beads
potizenych z elektronového mikroskopu bylo navrzeno vyzkouSeni dalSich magnetickych
Castic, a to magnetickych ¢astic ProMag. Vzhledem k tomu, Ze magnetické ¢astice ProMag
maji na svém povrchu, stejné jako magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads, karboxylové
funkéni skupiny, byla imobilizace Con A provadéna pomoci stejného postupu. Porovnanim
téchto dvou druhit magnetickych ¢astic bylo dospéno k zavéru, Ze magnetické Castice ProMag

mohou nahradit magnetické ¢astice Sera-Mag Speed Beads v plném rozsahu.
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Vyse popsany postup izolace IgG ze séra pomoci nosi¢e s imobilizovanym Con A byl
aplikovan do mikrofluidniho uspofadani, ve kterém byl také optimalizovan. Bylo vyhodnoceno,
ze ,,Syringe* pumpa je vhodnym pfistrojem pro aplikaci promyvaciho roztoku dovniti komurky
¢ipu a umozinuje dostatecné promyvani magnetickych castic Vv ¢ipu umisténych.
Soucasné zapojeni ,,Syringe* pumpy a MFCS-Fluigent neni mozné, alespon ne pfi pouzivani
nami vybrané¢ho ¢ipu a magnetického michadla. Optimalni pocet promyvacich krokd je 9,
pfi¢emz prvni 3 ml obsahuji zvySenou koncentraci NaCl (1M) v 0,01M MES pufru o pH 6
a zbylych 6 promyvacich kroku obsahuje promyvaci pufr (0,1IM MES, 0,5M NaCl, 1mM
CaClz, ImM MgClz, ImM MnCl,, 0,05% Tween 20, pH 6). Dale bylo zjisténo, Ze pied
samotnym provedenim lektinové afinitni izolace IgG ze séra je vhodné nejprve promyt
komtrku ¢ipu 2 x 1 ml 20% isopropanolem, 2 x 1 ml deionizovanou vodou a 1 x 1 ml
promyvacim pufrem, pro odstranéni proteini zbylych po predeslych izolacich a ke sniZeni
nespecifické sorpce sérovych proteinti na stény komurky, kanalkti a hadi¢ek. Nakonec byly
ziskany eluce obsahujici pouze molekuly IgG pomoci jejich piecisténi Proteinem A, ktery
specificky vyvazuje molekuly 1gG ze vzorku. Potadi separa¢nich kroktu bylo nasledujici —
nejprve byla provedena izolace IgG ze séra pomoci magnetického nosice s navazanym Con A
a poté byl pouzit nosi¢ s imobilizovanym Proteinem A.

Zavérem lze tici, Ze se podafilo optimalizovat metodu lektinové afinitni izolace I1gG ze séra
a ze byly ziskany eluce pouze s obsahem molekul 1gG. Podafilo se odstranit problémy a uskali
spojené s manipulaci Castic, nastavit optimalni inkubacni ¢asy a nastavit vhodné
promyvaci kroky.

Pfedmétem dalSich experimenti by mohlo byt provedeni lektinové afinitni izolace 1gG ze
séra pacientek s ovaridlnim karcinomem. U téchto pacientek byva pfitomna patologicka
glykozylace IgG, a proto by této metody mohlo byt vyuzito k diagnostice ovarialniho
karcinomu. Dal$im experimentem by mohlo byt vyuziti elektromagnetu a novéjsiho

davkovaciho systému, ktery by zlepsil reprodukovatelnost separa¢nich podminek.
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