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SOUHRN

Tato diplomova prace je soucasti projektu PersonMed, ktery se zabyva vyvojem
multiplexniho imunosenzoru slouziciho ke kvantifikaci biomarkerti zanétu v plodové
vodé. Pric¢iny vzniku intraamnialniho zanétu mohou byt riizné, naptiklad pti pred¢asném
odtoku plodové vody se otevira cesta pro infekci. Zanét plodové vody se mize objevit
I bez ptitomnosti infekce. Existuje vybrany pocet prozanétlivych markert, jejichz zvy-
Sené hladiny vcas upozorni na ohrozeni plodu, ale i matky. Z tohoto divodu je dulezité
prokazat piipadny vznikly zanét jiz v po¢atku, a to i v minimalnich koncentracich zanét-
livych biomarkert. Monitorace dulezitych biomarker zdnétu umoznuje vcéas ukoncit té-
hotenstvi, pokud je ohrozen plod nebo matka. Cilem této prace bylo pfipravit imunosor-
bent na bazi magnetickych ¢astic a ovéfit vhodné reakéni podminky pro zachyt biomar-
keru zanétu, pentraxinu 3, v plodové vodé a stanoveni jeho koncentrace pomoci imuno-

senzoru s elektrochemickou detekci.

KLIiCOVA SLOVA

Intraamnialni zanét, biomarker zanétu pentraxin 3, imunomagneticka separace, biofunk-
cionalizace magnetickych ¢astic, kvantové tecky, tisténé elektrody, elektrochemicka de-

tekce



SUMMARY

This thesis is a part of a project PersonMed about developing a multiplex immu-
nosensor to quantify biomarkers of inflammation in amniotic fluid. The causes of intra-
amniotic inflammation can be different. For example, in the presence of premature out-
flow of amniotic fluid a pathway for infection is opened. But intraamniotic inflammation
can occur even without the presence of infection. There is the number of pro-inflamma-
tory markers whose elevated levels provide early warning of a threat of the fetus, but also
to the mother. For this reason, it is important to detect inflammation early at minimal
concentrations of inflammatory biomarkers. Monitoring of inflammative biomarkers all-
ows for timely termination of pregnancy if the fetus or mother is at risk. The aim of this
study was to prepare immunosorbent based on magnetic particles and verify suitable con-
ditions for the detection of inflammatory biomarker pentraxin 3 in amniotic fluid and its

concentration determination using an immunosensor with electrochemical detection.

KEYWORDS

Intra-Amniotic Inflammation, Biomarker of Inflammation Pentraxin 3, Immunomagnetic
Separation, Biofunctionalization of Magnetic Particles, Quantum Dots, Screen-Printed

Electrodes, Electrochemical Detection
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMI
CCL3
CD

CRP
ECM

EGF
ELISA

hCG

hlgG
HLA

MIAC

MIP-1a
MMP
MPO

MSC

NK buiky

Body Mass Index
Chemokinovy ligand 3
Diferenciacni znaky (z angl. Cluster of Differentiation)

C-reaktivni protein (z angl. C-Reactive Protein)

Extracelularni matrix
Epidermalni ristovy faktor (z angl. Epidermal Growth Factor)

Enzymova imunoanalyza (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)

Lidsky choriogonadotropin (z angl. Human Chorionic
Gonadotropin)

Nespecificke lidské IgG (z angl. Human IgG)

Hlavni histokompatibilni komplex (z angl. Human Leucocyte
Antigen)

Hemolytické onemocnéni novorozence

Intraamnialni zanét (z angl. Intra-Amniotic Inflammation)
Interferon gama

Imunoglobulin

Interleukin

Hlavni histokompatibilni komplex (z angl. Major
Histocompatibility Complex)

Mikrobialni invaze do amnidlni dutiny (z angl. Microbial Invasion of
The Amniotic Cavity)

Makrofagovy zanétlivy protein 1o (z angl. Macrophage
Inflammatory Protein 1 Alpha)

Matrixové metaloproteinazy (z angl. Matrix Metalloproteinases)
Myeloperoxidaza

Multipotentni mezenchymalni kmenové buiiky (z angl.
Mesenchymal Stromal Cells)

Ptirozeni zabijeci (z angl. Natural Killers)
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PAPP-A

PCR

POCT
PPROM

PRR

PTX3

QD

Rh faktor
SAP
SDS-PAGE

SiNPs-QD

SNP

SPE
STLR2

SWASV

TdT
TGF-B

TNF-a

Specificky t¢hotensky Protein A (z angl. Pregnancy Associated
Plasma Protein A)

Polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain
Reaction)
Testovani u lGzka pacienta (z angl. Point of Care Testing)

Ptredcasny odtok plodové vody (z angl. Preterm Premature Rupture of

Membranes)

Receptory rozeznavajici molekulové vzory (z angl. Pattern
Recognition Receptors)

Pentraxin 3

Kvantové tecky (z angl. Quantum Dots)

Rhesus faktor

Sérovy amyloid P

Polyakrylamidova elektroforéza s pouzitim dodecylsulfatu

sodného (z angl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel

Electrophoresis)

Silika nanocastice s kvantovymi teCkami (z angl. Silica
Nanoparticles-Quantum Dots)

Jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide
Polymorphism)

Sitotiskové elektrody (z angl. Screen-Printed Electrodes)
Solubilni forma Toll-like receptoru 2 (z angl. Soluble Toll-like
Receptor 2)

Anodicka rozpoustéci ,,square wave* voltametrie (z angl. Square

Wave Anodic Stripping Voltammetry)
Terminalni deoxynukleotidyl transferdza

Transformujici riistovy faktor beta (z angl. Transforming Growth

Factor Beta)

Tumor nekrotizujici faktor alfa (z angl. Tumor Necrosis Factor Alpha)
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UVvOD
Predcasny porod je vV soucasné dobé povazovan za hlavni faktor novorozenecké mor-
bidity a mortality. Jeho pficin mize byt mnoho, nejvice se v§ak na tomto patologickém stavu

mohou podilet mikrobialni infekce nebo imunitni systém matky.

Fyziologicky je zanétliva odpovéd’ imunitniho systému matky dilezita pro implan-
taci zarodku do bunék endometria a na konci téhotenstvi pii fyziologickém porodu [1]. Pfi
porodu uvoliiuji buiiky vrozené imunity — makrofagy, neutrofily a mastocyty — prozanétlivé
faktory cytokiny, chemokiny nebo matrixové metaloproteinazy. PfedCasna aktivace téchto

zanétlivych procesu v8ak muze vést k predéasnému porodu [2].

Oproti tomu bunky specifické imunity — B lymfocyty a subpopulace T lymfocytt —
se podileji na udrzovani fetomaternalni tolerance béhem téhotenstvi a jejich nadbytek ¢i po-

rucha funkce muze vést k abortu, porodu ¢asnému, nebo predéasnému [2].

Pred¢asny odtok plodové vody (PPROM) miize byt dalsi moznou pii¢inou piedcas-
ného porodu tvofici asi tfetinu vSech ptipadid. Je charakterizovan jako porucha plodovych
oball spojena s odtokem plodové vody pred nastupem délozni aktivity, objevujici se pred
37. gesta¢nim tydnem. Byva ¢asto komplikovan nepfiznivymi intraamnialnimi stavy, jakymi

je tzv. mikrobialni invaze do amnialni dutiny (MIAC) nebo intraamnialni zanét (IAI) [3].

Mikrobidlni invaze do amnialni dutiny mtiZze vést k intraamnidlnimu zénétu, pokud
do tohoto prostoru ziskaji ptistup bakterie nebo viry. V nékterych ptipadech muze dojit k in-
traamnialnimu zanétu i bez ptitomnosti mikroorganismu a tento stav je oznacovan jako ste-
rilni intraamnialni zanét [4]. Tyto zanétlivé komplikace probihaji v délozni duting a v rané
fazi nelze zacinajici zanét prokazat v krvi. Z tohoto divodu neni v diagnostice piinosné vy-
Setfeni C-reaktivniho proteinu (CRP) v krvi matky, ale vysetfuje se pfimo plodova voda zis-

kana aminocentézou [3].

Zanétlivy proces bez pfitomnosti patogent je dulezity fyziologicky pro implantaci
zarodku a pti porodu. Vzniknout ale mlize 1 zané€tlivy proces, ktery je patologicky. Ten vede
nejcastéji k predCasnému odtoku plodové vody nebo pfedCasnému porodu. Pro plod je v pii-
pad¢ mikrobialni invaze do d€lozni dutiny nebezpecny vznik novorozenecké sepse. Na za-
klad€ moznosti ohrozeni plodu se v diagnostice usiluje 0 objeveni nejvhodnéjsi metody pro
cilem v diagnostice je predev§im stanoveni specifickych biomarkert zanétu jiz v pocatku

patologického stavu a v co nejmensich koncentracich.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Aktivita imunitniho systému matky v pribéhu téhotenstvi
Jeji slozeni navozuje podminky vhodné pro poceti, dochazi k utlumu efektorovych subpo-

pulaci T lymfocytu a cytotoxickych NK bunék budouci matky [5].

V I. trimestru ptevazuji Thl lymfocyty podporujici zanétlivou reakci dilezitou pro
nidaci vajicka. V II. trimestru dochézi k tzv. ,,cytokine shift, kdy jsou naopak v pievaze
Th2 lymfocyty a navozuje se suprese zanétlivé reakce. Ve III. trimestru se navraci prevaha

Th1 lymfocytii za Gcelem zanétlivé reakce souvisejici s porodem [6].

Zasadnim krokem pro budouci t€hotenstvi je implantace embrya do délozni stény,
nejCastéji do oblasti zadni stény délohy [7]. Tento proces probiha ptiblizné Sesty den po
oplozeni [8]. Pro toleranci mezi matkou a plodem jsou dulezité dva faktory. Prvnim je pfi-
tomnost bariéry mezi matkou a plodem, coz omezuje kontakt imunitnich bunék matky
s tkani plodu. Druhym faktorem je absence HLA molekul (krom& HLA-C) na povrchu bunék
trofoblastu a plod je tak chranén pted Gtokem CD8+ cytotoxickymi T lymfocyty [9].

vvvvvv

regulacni T lymfocyty. Jejich mnozZstvi stoupa iumérne délce t€hotenstvi, maxima dosahuji
ve Il. trimestru a od tohoto okamziku naopak klesaji az do terminu porodu. Tyto zmény jsou

ovlivnény hormonalnimi zménami béhem celého téhotenstvi [9].

1.2 Vyvoj imunitniho systému plodu

Vyvoj imunitniho systému plodu v 1. trimestru

Progenitory imunitnich bunék plodu se nachazeji od 3. tydne ve Zloutkovém vacku.
Tyto primitivni bunky mohou byt jiz od 4. tydne pozorovany v cirkulaci, odkud mohou mi-
grovat do jater, ktera se po 5. tydnu stavaji hlavnim mistem krvetvorby plodu [10]. Od
20. tydne se jiz krvetvorba ptesouva do kostni diené, kde se nachazi po zbytek celého Zivota
[11].

B lymfocyty se objevuji v jatrech plodu pfiblizné v 9. tydnu. V pribéhu jejich vyvoje
dochazi k rekombinaci genovych segmentii kodujici finalni strukturu protilatek [11].

V 7. tydnu vznikaji v jatrech plodu prothymocyty [10]. V 8. tydnu zaéinaji osidlovat thymus,
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ktery se vyviji z treti faryngové vychlipky. Na tomto misté dochazi k rekombinaci genovych
segmentu, které koduji polypeptidy vytvarejici kone¢nou strukturu receptora T lymfocyth
(TCR). T lymfocyty vlastnici TCR nasledn¢ exprimuji bud’ CD4 nebo CD8 molekuly, obje-

vuji se U plodu od 14. tydne téhotenstvi, kdy jsou jiz méfitelné [11].

Vznik a vyvoj monocyti/makrofagl a dendritickych bun¢k probiha ve Zloutkovém
vacku od 3. tydnu t€hotenstvi a pokracuje v jatrech plodu. Neutrofilni granulocyty jsou
u plodu pozorovatelné od 12. tydne t€hotenstvi. Tyto buiiky maji ve fetalnim obdobi snize-
nou schopnost fagocytozy, coz je ale kompenzovano jejich zvySenym poctem [11]. Pred-
casné narozené déti maji v krevnim ob¢hu nizsi pocet cirkulujicich neutrofilnich granulo-
cytu, proto jsou tito novorozenci vice nachylni k infekcim a zvySuje se i riziko celkové sepse
vedouci k umrti novorozenct [12]. NK buriky jsou pozorovany V cirkulaci plodu od 6. tydnu
t€hotenstvi, ale maji docasné snizenou cytotoxickou aktivitu [11]. Ta muze byt zptisobena

niz§im obsahem cytoplazmatickych granul nebo nizsi schopnosti degranulace [13].

Slozky komplementu z krve matky neprochazi placentarni bariérou. V krvi plodu se
objevuje az ve Il. trimestru, ale ma snizenou opsoniza¢ni schopnost i lytickou aktivitu. To
mize stejné jako snizena schopnost neutrofilii souviset s vys$si nachylnosti novorozencti

k infekcim [13].

Vyvoj imunitniho systému plodu ve 11. trimestru

B lymfocyty jsou nachazeny v lymfatickych uzlinach a sleziné plodu od 16. tydne
[10]. Cast protilatek 1gG je transportovana transplacentarné od matky, dalsi ¢ast IgG tvoii B
lymfocyty plodu [11]. Hladiny celkového 1gG ale i plodového IgM se postupné zvySuji po
17. tydnu t€hotenstvi. K nejvétsimu narustu 1gG dochazi az do terminu porodu diky trans-
placentarnimu pfenosu [10].

Dendritické bunky se objevuji 23. tyden v lymfatickych uzlinach plodu a jako sou-
¢ast mukdzni imunity. Tyto antigen prezentujici buniky exprimuji MHC molekuly méné nez
dospéli jedinci a také maji mensi schopnost stimulovat T lymfocyty. Toto také souvisi

s mensi odolnosti novorozence vici riznym infekcim [11].
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Vyvoj imunitniho systému plodu ve 111. trimestru
V tomto obdobi jsou jiz vytvofeny vSechny buniky imunitniho systému. Navzdory
pritomnosti protilatek béhem intrauterinniho Zivota plodu maji novorozenci velmi nizké sé-

rové IgM, nizsi hladiny IgA a IgE. Pievazuje IgG matetského pavodu [11].

1.2.2 Ovlivnéni vyvoje imunitniho systému plodu a novorozence

U podvyzivenych matek dochazi k supresi imunitni odpovédi nejen samotné matky,
ale i plodu. Zpuisobuje také vyznamnou hypotrofii primarnich i sekundarnich lymfatickych
organt plodu. Naopak i u matek s hypernutrici a vysokym piijmem tuk mtize dojit k supresi

imunitni odpovédi plodu [14].

Na vyvoji imunitniho systému plodu se mohou podilet i enviromentalni faktory. Pti
expozici plodu nikotinem dochézi ke zvyseni hladin IgE v pupecnikové krvi. Ke zvySeni

hladin IgE mohou pfispivat i inhala¢ni alergeny nebo stres matky [11].

Slizni¢ni imunitni systém traviciho traktu se vyviji na zakladé kontaktu s bakteriemi.
Bakterialni mikroflora se v travicim traktu utvari okamzikem narozeni a pokracuje a méni
se vyzivou kojenci i béhem celého zivota [14]. Dle novych vyzkumu bylo zjisténo, ze déti
narozen¢ cisafskym fezem mohou mit nasledné v Zivoté naruSeny imunitni systém kvili ne-
dostatecné expozici matefskym bakteriim, se kterymi by se setkalo béhem porodu. Déti na-
rozené cisafskym fezem také mivaji odli§né slozeni stfevniho mikrobiomu nez déti, které se

narodily pfirozenou cestou. Tyto rozdily mizi mezi 6. az 9. mésicem Zivota [15].

Po narozeni pretrvava ¢ast matefskych IgG protilatek v krevnim ob&hu novorozence,
Cast protilatek dostava dité v matetském mléku. Vytvaii se tak pasivni ochrana ditéte pied
infeket, i kdyz jeho imunitni systém nedosahuje zralosti dospélych jedinci. Pfed¢asné naro-
zené déti jsou vystaveny vétSimu riziku infekce z divodu nezralého imunitniho systému

a snizeného mnozstvi protilatek od matky [15].
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1.3 Plodové obaly a plodova voda
Plodové obaly

Plodové obaly jsou tvofeny dvéma blanami — amnionem a chorionem. Tyto blany
vystupuji z bazalniho povrchu placenty a jsou vyplnény plodovou vodou, v niz dochazi k vy-
voji plodu béhem téhotenstvi. Stejné jako placenta usnadiiuji plodové obaly vyménu plynt
i odpadnich latek a hraji také dulezitou roli jako ochranné bariéry. Nékdy je za tieti plodovy

obal povazovana decidua, ktera obklopuje plod zevné [16]. SloZeni plodovych obald zna-
zornuje obrazek 1.

Béhem porodu dochazi fyziologicky k prasknuti téchto plodovych obalti na zakladé
pusobeni biofyzikalnich sil a biochemickych zmén v organismu matky i plodu (obrazek 1).

Dojde-li k poruseni obalti pied¢asné v rtizné fazi t€hotenstvi, pak predéasny odtok plodové
vody vede k abortu plodu nebo k ptfed¢asnému porodu. Pied¢asny odtok plodové vody miize
byt spojen s rizikem infekce a zanétu v amnialni duting [17].
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Obrazek 1: Plodové obaly (prevzato z [17])
Ve spodnim ramecku zndzornén apikalni povrch epitelu amnionu zobrazujici piisobeni biofyzi-
kalnich sil:
A) Linearni fyzikalni sila zpisobena vicesmérnym napinanim plodovych membran.

B) Dynamicka fyzikalni sila na plodové membrany v disledku pohybt plodu, kontrakce a
porodu.
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Plodova voda

Plodova voda je tekutina vypliujici amnialni dutinu a podporujici vyvoj plodu [18].
Mezi hlavni funkce plodové vody patii mechanismy fyzikalni, funk¢ni a homeostatické. Fy-
zikalni mechanismy piedstavuji mechanickou ochranu plodu pied vnéjsim prostiedim a za-
jistovani vhodné teploty. Funkénim mechanismem je predevsim polykani plodové vody, jeji
vstfebavani a ndsledné vylouceni fetdlnimi ledvinami, déle i pohyb kosterniho svalstva

plodu. Homeostatickymi mechanismy je mysleno zachovani integrity amnionu a boj proti

infekci [19].

Slozeni plodové vody tizce souvisi s vyvojem plodu béhem téhotenstvi. Plodova
voda se proto vyuziva Vv prenatalni diagnostice. Pomoci aminocentézy lze ziskat vzorek plo-
dové vody a pouzit k biochemickému, genetickému, molekularnimu nebo mikrobialnimu
vySetfeni. Mezi nej€astéjsi indikace k aminocentéze patii diagnostika chromozomadlnich ab-
normalit, monogenné¢ dédi¢nych chorob, infekci plodu a intraamnialniho zanétu. Toto vyset-
feni poskytuje i dalsi informace, napft. 0 zralost plic plodu nebo ptitomnosti fetalni hemolyzy

pii Rh inkompatibilité [20].

SloZeni plodové vody

Plodova voda, jak jiz bylo zminéno dfive, je tekutina v amnialni dutiné poskytujici
mechanickou ochranu, Ziviny a dal$i molekuly potiebné pro vyvoj plodu. Behem embryo-
geneze je plodova voda tvofena matetskou plazmou. Od 10. tydnu se stava sloZeni plodové
vody podobné fetalni plazmé (obrazek 2) [21]. Po 20. tydnu dochazi ke keratinizaci kiize
plodu a tato obousmérna diftze jiz neni mozna. V tomto obdobi je cirkulace plodové vody
zajistovana produkci mo¢i a sekretu z dychacich cest s naslednym polykanim této plodové

vody [18].

Hlavni slozkou plodové vody je pfedev§im voda. Dale obsahuje sacharidy, lipidy,
proteiny, peptidy a hormony. Dulezita je pfitomnost glukozy a dalSich latek nezbytnych pro
metabolismus a vyzivu plodu [21]. Krom¢ fyziologicky pfitomnych proteint se v plodové
vodé mohou objevit i dalsi proteiny, jejichz pfitomnost mtize souviset s vyskytem vyvojo-
vych a chromozomovych abnormalit, se vznikem zanétu ¢i infekce. Analyzou slozeni plo-

dové vody lze také urcit prib&éh maturace plicni tkané [22].

22



Amniotic fluid proteome® Plasma proteome (13)

- Rank -
Gene Protein Gene Protein
AlLB Albumin 1 ALB Albumin
Immunoglobuling 2 Immunoglobulins
FN1 Fibronectin 3 TF Serotransferrin
TF Serotransferrin 4 FG Fibrinogen
c3 Complement C3 5 AMBP a,-Microglobulin
SERPINAT a;-Antitrypsin 6 SERPINAT a;-Antitrypsin
cP Ceruloplasmin 7 C3 Complement C3
AFP? a-Fetoprotein 8 HP Haptoglobin
GC Vitamin D-binding protein 9 APOA1 Apolipoprotein A-l
POSTN Periostin 10 APOB Apolipoprotein B
APOA1 Apolipoprotein A-l 1 ORM1 a,-Acid glycoprotein
SERPINC1 Antithrombin |l 1112 Lipoprotein
TGFB! Transforming growth factor B-induced protein ig-h3 precursor 13 CFH Factor H
AMBP a4-Microglobulin 14 cpP Ceruloplasmin
PLG Plasminogen 15 C4 Complement C4

Obrazek 2: Hlavni proteiny lidské plodové vody v porovnani s lidskou plazmou (prrevzato z [21])

Dulezitou roli pro fyziologicky vyvoj plodu hraji i vitaminy v plodové vodé. Vitamin
C a vitamin E maji antioxida¢ni G¢inek na poc¢atku téhotenstvi, snizend hladina vitaminu C
byva pozorovana u matek kuracek. Vitamin A s jeho vazebnym proteinem byva zvysen
hlavné u matek, jejichz plod vykazuje vyvojovou vadu, nebo u matek s diabetem ¢i hyper-
tenzi. Dillezitym vitaminem je vitamin B12, jehoz hodnoty jsou béhem téhotenstvi trvale
zvySené a jehoz nedostatek spolu s nedostatkem kyseliny listové muze souviset s defekty

neuralni trubice [22].

Soucasti plodové vody jsou i bunky plodu uvoliiované béhem jeho vyvoje a zrani.
Naptiklad multipotentni mezenchymalni kmenové buniky tvofi pfiblizné 1 % vSech bunék
nachazejicich se v plodové vodé ve tietim trimestru [23]. Dalsimi typy bunék, které jsou
uvolnovany z plodu do plodové vody jsou kozni buiiky a bunky traviciho, dychaciho a mo-
¢ového traktu [24].

Patofyziologie plodové vody

V plodové vodé se mohou za ur€itych okolnosti objevit i latky, které mohou byt pro
plod skodlivé. Za nejvice znepokojujici situaci je povazovano uvolnéni mekonia plodu do
plodové vody, nejcastéji zpusobené fetalni hypoxii. V plodové vodé jsou pak pfitomny Zlu-

cové pigmenty ¢i stievni enzymy [18].

V plodové vodé se muze objevit vysoka hladina nekonjugovaného bilirubinu.
V tomto ptipadé¢ mize byt plodova voda zbarvena do Zluta. K tomuto stavu dochazi prede-
v§im pfi inkompatibilité antigenii fetalnich erytrocytli a antigent exprimovanych na matet-
skych erytrocytech. Nejcastéji byva tento stav zptisoben inkompatibilitou matky a plodu

vV Rh systému, objevit se miize také inkompatibilita v ABO systému ¢i vzacné inkompatibilita
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dalsich krevnich skupinovych systému, napiiklad Kell nebo Duffy. Takto vznikla inkompa-
tibilita je v soucasnosti oznacovana jako tzv. hemolytické onemocnéni novorozence (HON),

drive se ale pro toto onemocnéni pouzival nazev fetalni erytroblastoza [25].

V plodové vodé je za urcitych okolnosti mozné detekovat mikroorganismy, které
souviseji s mikrobialni invazi do amnialni dutiny (MIAC). Kultivaci potvrzeny MIAC byva
spojen s vysokou mirou perinatalni morbidity, mortality a s pfed¢asnym porodem. V nékte-
rych piipadech se i pfes negativni vysledek kultivace u Zen s pfedéasnym porodem rozviji
intraamnialni zanét, ktery lze prokazat pfitomnosti biomarkeri zanétu v plodové vodé bez

ptitomnosti mikroorganismu [26].

Dochazet muze i ke zméné objemu plodové vody: oligohydramnion nebo polyhyd-
ramnion. Oligohydramnion mtizeme charakterizovat jako snizeny objem plodové vody,
ktery miiZe byt spojen s jeji snizenou tvorbou, pfed¢asnym odtokem nebo pii poruse vyvoje
ledvin plodu. Naopak polyhydramnion znamena zvySeny objem plodové vody, ktery se ob-
jevuje predevsim u polyurie zptisobené abnormalitami ledvin, gestaénim diabetem nebo po-

Skozenim mozku plodu [19].

Predcasny odtok plodové vody (PPROM)

Jedna se o patologickou rupturu plodovych obali pied 37. tydnem gestace [27].
Vzniknout muze jako disledek mikrobialni invaze do amnialni dutiny S rozvojem intraamni-
alniho zanétu [28]. V nékterych piipadech se intraamnialni zanét rozviji i bez pfitomnosti

mikrobidlnich agens.

Nejcastéjsi komplikaci je predcasny porod. Pokud k nému dojde pfili§ brzy v nizkém
gestacnim véku, mohou se u novorozencu objevit komplikace vzhledem k nezralosti novo-
rozence. Témi miZe byt nekrotizujici kolitida, syndrom dechové tisn€ novorozence, neuro-

logické postizeni nebo oligohydramnion. Nékdy muize byt tento stav pro plod az letalni [29].

Rizikové faktory pro vznik PPROM miiZeme rozd¢lit na 3 Casti: maternalni, fetalni
a uteroplacentarni. Mezi rizikové faktory ze strany matky patii piedev§im PPROM v pied-
chozim tehotenstvi, 1écba steroidy, koufeni ¢i nizké BMI. Z rizikovych faktord ze strany
plodu se jedna hlavné o vicecetné tehotenstvi, tzn. komplikace predevsim u tehotenstvi
s dvojcaty. Mezi uteroplacentarni rizikové faktory patii abrupce placenty, intraamnialni in-

fekce, anomalie délohy nebo polyhydramnion [30].
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1.4 Zanétlivy proces v délozni dutiné

Zanét obecné je dilezitym procesem pro udrzovani homeostazy organismu. To zna-
mena, ze se jedna o fyziologicky proces vznikly na zdkladé naruseni homeostazy ve snaze
napomaoci reparaci tkani po infekci ¢i poranéni [31]. Jak jiz bylo zminéno V uvodu, je zanét-
liva odpovéd’ imunitniho systému matky nezbytna pro implantaci zarodku do bun¢k endo-

metria a pii porodu [1].

Imunitni buniky matky nejsou v misté implantace piitomny z divodu imunitni odpo-
veédi proti cizorodé tkani, ale jsou chemotakticky ptitahovany do tohoto mista za ucelem
uchyceni zarodku do délozni stény. Nedochazi tak k supresi imunitniho systému matky v dé-
lozni duting, ale naopak zlstava imunitni systém matky aktivni a obezietné kontrolovan [32].
Hlavnim faktorem pro udrzeni fyziologického téhotenstvi je pievaha Th2 lymfocyta (tzv.
Th2 fenomén). Pfitomnost patologickych zanétlivych procest vychyluje rovnovahu mezi

Th1 a Th2 opa¢né smérem k Th1, coZ mize zpUsobit potrat nebo piedc¢asny porod [31].

Na stavu imunitniho systému matky béhem té€hotenstvi se mohou podilet také hor-
mony. Estrogeny zajist'uji stimulaci protizanétlivych Th2 lymfocytd a inhibici prozanétli-
vych Thl lymfocytt. V pfitomnosti intraamnialni infekce nebo zadnétu dochazi ke snizeni
funkce progesteronu a tim ke zvyseni prozanétlivych cytokint. Relaxin je hormon, ktery
také mize ovlivnit produkci prozanétlivych cytokint. Tyto prozanétlivé cytokiny mohou

vést az k predéasnému porodu ¢i vzniku PPROM [31].
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1.5 Biomarkery zanétu v plodové vodé

V plodové vodé se mohou objevovat latky, jejichz pfitomnost svédci o probihajici
infekci ¢i zanétu. Takové latky nazyvame biomarkery. Jejich stanoveni napomaha urcit miru
a fazi zanétu [22]. Vyznamnym biomarkerem zanétu v plodové vodé je cytokin IL-6, ale
vyssi pocet falesné pozitivnich vysledkl vede k identifikaci dalSich vhodnych biomarkert

pro ptesnou predikci intraamnialniho zanétu s pied¢asnym porodem [33].

1.5.1 Interleukin 6

Tabulka 1: Hodnoty IL-6 v krvi a plodové vodeé (zdroje: [26], [34])

Fyziologicka hodnota Patologicka hodnota

Krev <5 pg/ml >5 pg/mi
Plodova voda <2,6 ng/ml >2,6 ng/ml

Interleukin 6 (IL-6) je prozanétlivy cytokin 0 velikosti piiblizné 25 kDa dle post-
transla¢nich modifikaci, jehoz gen se nachézi se na 7. chromozomu v oblasti p15-p21. Tento
gen se skldda ze ¢tyf introni a péti exontl, koduje prekurzor interleukinu skladajiciho se
z 212 aminokyselin, z n€hoz tvoti 28 aminokyselin signalni sekvenci. Kone¢ny IL-6 je jed-

nofetézcovy glykoprotein, ktery je tvofen ¢tyfmi a-helixy [35], (obrazek 3) [36].

Obrazek 3: Struktura IL-6 (prevzato z [36])
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Interleukin 6 je produkovan hlavné T lymfocyty aktivujicimi B lymfocyty v efekto-
rové bunky [37]. Také muze byt produkovan i monocyty s makrofagy, endotelialnimi bun-
kami, adipocyty a v nékterych piipadech i nadorovymi bunikami. Indukuje expresi fady pro-
teind akutni faze a ma dtlezitou roli v indukci proliferace a diferenciace bunék [34]. Pokud
dojde k syntéze 1L-6 v pocateéni fazi zanétu, dostava se krevnim ob&hem do jater, kde do-
chazi k rychlé indukci proteini akutni faze (fibrinogen, CRP, haptoglobin, sérovy amyloid

A), ale naopak ke snizeni tvorby albuminu, fibronektinu a transferinu [38].

IL-6 se v plodové vod¢ nachazi fyziologicky ve velmi nizkych koncentracich. Pri
zanétlivé reakci v délozni duting ale dochazi k jeho zvySenému uvoliiovani do plodové vody
ze zanétlivé tkang. Takto zvysené hladiny jsou vyznamnym biomarkerem zanétu plodové
vody. Tento cytokin vykazuje vysokou az 80 % citlivost pro predikci infekce ¢i zanétu v plo-
dové vodé¢. Jedinou nevyhodou je mira faleSné pozitivnich vysledka, ktera mize byt az 20
% [33]. V soucasné dobé¢ stale nejsou definovany hrani¢ni hodnoty IL-6 pro stanoveni intra-
amnialniho zanétu ¢i infekce. Z toho duvodu se doporucuje, aby diagnostika probihala

v kombinaci s dal§imi parametry [39].

Vyzkum provedeny v USA (Velez, a kol., 2007, [40]) odhalil, Ze exprese genu pro
IL-6 zavisi také na etnické prislusnosti. Vyzkum byl provadén u dvou etnickych mensin:
afroamerické a evropské. Bylo zjisténo, Ze rozdilna exprese IL-6 je dana genetickymi od-
chylkami v genech pro IL-6 a jeho receptor IL-6R. Konkrétné se jedna o odlisnosti v pro-
motorovych variantach téchto geni. Vyssi koncentrace IL-6 v plodové vodé je spojenas jed-
nonukleotidovym polymorfismem (SNP) nachazenym u pted¢asného porodu, ktery koreluje
s mikrobidlni invazi do amnialni dutiny. Z toho vyplyva, ze zeny afroamericanky a evro-

panky reaguji na infekci odliSnou mirou exprese 1L-6 [40].
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1.5.2 Kalretikulin
Tabulka 2: Hodnoty kalretikulinu v krvi a plodové vodé (zdroje: [41], [42])

Fyziologicka hodnota Patologicka hodnota

Krev <1,8 ng/ml >1,8 ng/mi
Plodova voda <32,6 ng/ml >32,6 ng/ml

Kalretikulin (obrazek 4) [43] je vapnik vazajici protein o velikosti 47 kDa, ktery je
kodovan genem CALR. Jedna se o protein typu chaperonu. CLR ma v imunitnim systému
nékolik funkci, které zahrnuji naptiklad usnadnéni skladani molekul MHC 1. t¥idy v endo-
plazmatickém retikulu [42]. Za normalnich okolnosti se CLR vyskytuje hlavné v matrix en-
doplazmatického retikula, ale mize se nachazet i na povrchu nékterych bunék, naptiklad
neutrofilti [41]. Strukturné je podobny kalnexinu, ktery je také chaperonem, ale kotvenym
k membran¢ endoplazmatického retikula, na rozdil od rozpustného Kalretikulinu [42].
Kromé¢ funkce v imunitnim systému plni kalretikulin i jiné funkce, naptiklad ovliviiuje ge-
novou expresi nebo adhezi bun¢k. Tento chaperon se uplatiiuje jak ve fyziologickych, tak

i patologickych procesech. V télesnych tekutinach se zvySuje piedevs§im u patologickych

stavl spojenych S infiltraci tkani neutrofily [41].
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Calreticulin
Obrdazek 4: Struktura kalretikulinu (prevzato z [43])

Uloha CLR pii PPROM dosud neni znama. Musilova, a kol. [41] zjistili, Ze zvy$ena
hladina tohoto biomarkeru se nachazi: vice u zen s MIAC nez bez MIAC, pozitivné koreluje
s mikrobialni davkou Ureaplasma species, pozitivné koreluje s koncentraci IL-6 a vyssi hla-

dina se nachazi i u Zen s intraamnidlnim zanétem piedevsim spojenym s infekci [41].
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1.5.3 Pentraxin 3
Tabulka 3: Hodnoty pentraxinu 3 v krvi a plodové vode (zdroj: [44])

Fyziologicka hodnota Patologicka hodnota

Krev | <2 ng/ml >2 ng/ml
Plodové voda | <0,55 ng/ml >0,55 ng/ml

Pentraxin 3 (PTX3) (obrazek 5) je glykoprotein akutni faze o velikosti 41 kDa, ktery
je exprimovan genem PTX3 nachazejicim se na 3. chromozomu v oblasti q25 a sklada se ze

ti exonu [45]. Tento protein je receptor rozeznavajici molekulové vzory, tzv. PRR.

Obrazek 5: Struktura pentraxinu 3 (prrevzato z [43])

Pentraxiny obecné jsou zékladni slozkou humoralni vrozené imunity. Konkrétné pen-
traxin 3 je syntetizovan riznymi typy bunék, jako jsou fagocyty, lymfocyty, dendritické
bunky, ale i fibroblasty a endotelialni burnky. Jeho hlavni funkci je rozpoznavat a opsonizo-
vat mikroorganismy (houby, viry, bakterie) a navic aktivovat komplement. Z toho divodu
je povazovan za protein akutni faze, protoze ke zvySeni jeho hladiny dochéazi hlavné pfi
zanétlivém procesu [44]. Fyziologicky je soucasti plodové vody, jeho tvorba probiha v pla-

cent¢, amnionovém epitelu a chorionu [46].

Pentraxin 3 se nachazi i v plazmé matky. Jedna se o protein piitomny fyziologicky
béhem vsech tii trimestrt gravidity, jeho hladiny se v$ak v pribéhu te¢hotenstvi méni. Hla-
dina PTX3 v plazmé matky stoupa imérné gestacnimu véku, K vyraznému zvyseni v matef-
ské plazmé dochazi pfi pfedCasném porodu ¢i v terminu porodu, kdy dosahuje hodnot az
0,55 ng/mL. Nebyla zjisténa spojitost mezi zvysenim hladin v matefské plazmé a pritom-
nosti intraamnialniho zanétu, tzn. Ze v pfitomnosti infekce ¢i zanétu jsou zmeény v hladinach

pentraxinu 3 zachytitelné pouze v plodové vodé [47].
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Tento protein se vyskytuje v granulech neutrofild. Jeho uvolnéni do extracelularniho
prostoru probiha v reakci na infekci nebo poskozeni tkané. K tomuto uvolnéni dochazi oka-
mzité po obdrzeni signalu. Na rozdil od CRP je produkovan nékolika typy bunék a plisobi
lokalng, kdezto CRP produkuji pouze hepatocyty a ptisobi systémové [46]. Ke zvySeni pen-
traxinu 3 v plodové vodé dochazi v pfitomnosti intraamnialniho zanétu a pozitivné koreluje

s koncentraci IL-6 [44].

1.5.4 Dalsi biomarkery intraamnialniho zinétu

C reaktivni protein
Tabulka 4: Hodnoty C reaktivniho proteinu V krvi a plodové vode (zdroje: [48], [49])

Fyziologicka hodnota Patologicka hodnota

Krev | <10 mg/l >10 mg/I
Plodova voda ‘ <2 mg/I >2 mg/l

C reaktivni protein (dale jen CRP) je povazovan za hlavni protein akutni faze, ktery
stejné jako pentraxin 3 patii do rodiny pentraxint [50]. U pacientti s akutni pneumokokovou
pneumonii byla objevena latka, ktera v kombinaci s polysacharidem C bunééné stény pneu-
mokoku vytvarela precipitat. Z tohoto diivodu byla latka pojmenovana jako C reaktivni pro-
tein [51]. Jeho funkce se podili na fungovani vrozené imunitni odpovédi tim, ze aktivuje
komplement, zprosttedkovava fagocytozu a produkuje dalsi prozanétlivé cytokiny. Vaze se
na polysacharidy pfitomné na bakteriich, ale i parazitech a houbéach. Takto vzniklé komplexy
se vazi na Fc receptor fagocytujicich buné€k, vazat se mohou ale i na C1q slozku komple-

mentu [48].

Pii poskozeni tkani dochazi k produkci prozanétlivych cytokint (pfedevsim IL-6, ale
i IL-1 a TNF-a), které stimuluji produkci proteind akutni faze v jatrech, véetné CRP [48].
Tvoten mize byt i endotelidlnimi bunkami, adipocyty nebo bunkami hladké svaloviny [49].
Vysoké koncentrace jsou nachadzeny u invazivnich bakteridlnich infekci, proto je CRP pou-
zivan jako marker zanétu bakterialniho ptivodu. Ke zvySovani hladiny dochazi jiz po 4-6 ho-

dinach od vyvolani zanétu [48].

CRP je hojn¢ vyuzivan v perinatologii jako biomarker zanétu v intraamnialni duting.
Vyssi hladiny CRP v plodové vodé¢ jsou nachdzeny nejen u intraamnialniho zanétu, ale i
u MIAC [50]. Jedna se ptedevsim o systémove pusobici latku [46]. JelikoZ ale intraamnialni

zanét probiha lokalné v déloze, nekoreluje hladina CRP v plodové vodé a v matefském séru.
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Z tohoto diivodu neni vyhodné stanovovat hladinu CRP z matetského séra pii diagnostice
zanétlivého procesu. Lepsi je vyuzit metodu aminocentézy pro ziskani plodové vody, ktera

je pro toto stanoveni vhodnéjsi [3].

Makrofagovy zanétlivy protein la

Makrofagovy zanétlivy protein 1a (MIP-1a), oznacovan také jako CCL3 (chemoki-
novy ligand 3), patti do skupiny chemokint dulezitych pro rozvoj imunitni reakce a zanétu.
Produkovan miize byt vétSinou imunitnich bun¢k, hlavné makrofagu, jako reakce na proza-
nétlivé signaly. Jedna se o silny chemoatraktant vrozené i ziskané imunity, ktery piitahuje
bunky imunitniho systému do mista urceni [52]. MIP-1a se vaze na chemokinové receptory
CCR1 a CCR5 na zaklade¢ kterych mtize byt timto chemoatraktantem ptitahovano vice bunék
[53]. V disledku deregulace tohoto procesu dochazi k vyssi nachylnosti jedince k infekcim
[52]. Jeho hlavni funkci je nejen ptitahovani imunitnich bunék do mista zanétu, ale ucastni

se 1 dalSich procesu, napiiklad hojeni ran nebo destrukce kosti [53].

MIP-1a v plodové vodé miize byt pouzit jako dals$i biomarker pro diagnostiku zanét-
livého procesu v délozni dutin€ objevujici se v fadu pikogramt. ZvySend koncentrace se ob-
jevuje predevsim u Zen s intraamnialni infekci nebo zanétem. Zaroven se objevuje zvysena

hladina i u pfed¢asného porodu na rozdil od porodu v terminu [54].

Solubilni Toll-like receptor 2

Solubilni Toll-like receptor 2 (STLR2) je protein pattici do skupiny Toll-like recep-
tortl, coZ jsou transmembranové receptory majici klicovou roli ve vrozené imunité, které
rozpoznavaji tzv. molekulové vzory asociované s patogeny (PAMPS). PAMPs jsou slozky
bakterialni stény, naptiklad peptidoglykany, glykolipidy, lipoproteiny apod. U ¢lovéka bylo
objeveno 10 téchto TLR receptort. Na rozhrani mezi matkou a plodem jsou tyto receptory
exprimovany na bunikach hemoplacentarni bariéry, v imunitnich bunkach, ale i v decidual-
nich bunikach a v trofoblastu. Aktivace TLR2 zpisobuje produkci antimikrobialnich peptida

a proteind, cytokini a chemokinu [55].

Bylo zjisténo, ze sTLR2 je stalou soucasti plodové vody ve dvou izoformach, kde se
podili na regulaci zanétlivé odpovédi na patogeny Jejich koncentrace se méni v zavislosti na
gestatnim veéku. Vysoké hladiny STLR2 pted 30. tydnem te¢hotenstvi jsou spojeny s piisnéjsi
kontrolou zanétlivé reakce v pocatku t€hotenstvi. Praveé v tomto obdobi vznika vétsina pred-
¢asnych porodt na zakladé pritomnosti infekce nebo zanétu. Funkce a mnozstvi STLR2 mo-

duluje intenzitu intraamnialniho zanétu zpisobené¢ho grampozitivnimi bakteriemi. Dulay, a
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dalsi [55] zjistili, Ze mira intraamnialni zanétlivé reakce je nizsi v pripadé grampozitivnich
bakterii, na rozdil od bakterii gramnegativnich. Tento nalez potvrzuje fakt, ze infekce plodu

G- bakteriemi vede ve srovnani s infekci G+ bakteriemi k vyssi mortalité a morbidité.

Patologicky zvySena hladina tohoto biomarkeru v plodové vodé byva nachazena
v ptitomnosti MIAC a chorioamnionitidy, nezavisle na gestacnim véku. Muze korelovat

s mikrobialni davkou v mykoplazmat [56].

Katepsin G

Katepsin G je serinova proteaza objevujici se pfedevsim Vv azurofilnich granulech
neutrofilnich granulocytd, ale nachazet se mize i v monocytech, B lymfocytech a dendritic-
kych bunkach. Jelikoz je uchovavan v primarnich granulech, uvolfiuje se az po stimulaci
imunitnimi komplexy, fagocytézou nebo farmakologickymi latkami. Jako vSechny vySe
zminéné biomarkery ma i katepsin G schopnost regulovat zanét. Na vzniku zanétu se uplat-
nuje jeho schopnost podpofit migraci monocytt, neutrofilii a antigen prezentujicich bunék
tim, ze proteolyticky zpracovava a preménuje chemokiny na silnéj$i chemotaktické faktory
[57]. Proteolytické $tépeni touto serinovou proteazou je podobné chymotrypsinu a trypsinu.
To znamena, Ze je schopen $tépit peptidovou vazbu [58]. Mimo imunitni systém se uplatiiuje

pfi trombogenezi nebo pii ovlivnéni krevniho tlaku [57].

Katepsin G v kombinaci s reaktivnimi formami kysliku a myeloperoxidazou se podili
na usmrcovani fagocytovanych mikroorganismu, dochazi tak ke zvyseni jeho koncentrace
Vv pfitomnosti MIAC. Zvysena koncentrace V plodové vodé je nachdzena i u zen s intraamni-

alnim zanétem a pozitivné koreluje s koncentraci IL-6 v plodové vodé [59].

Matrixovda metaloproteindza 8

Matrixova metaloproteinaza 8 (MMP-8) je nejvyznamnéj$im ¢lenem ze skupiny
matrixovych metaloproteindz, které zahrnuji pfiblizné 25 Zn?" dependentnich protedz.
MMP-8 muze byt také zndma pod nazvem neutrofilni kolagendza ¢i kolagenaza-2. Nazev
neutrofilni kolagenazy byl odvozen na zakladé domnénky, Ze je exprimovana pouze v pre-
kurzorech neutrofilnich granulocytl. Dnes jiz vime, Ze exprimovana muze byt jakymikoli
imunitnimi buitkami v prib¢hu zanétlivého procesu a je diileZitou slozkou akutniho i chro-
nického zanétu. Stejné jako ostatni enzymy je MMP-8 sekretovana jako neaktivni proenzym,
ktery musi byt pro svou funkci proteazy aktivovan. Aktivace mize probihat ¢inkem jinych

protedz, nebo reaktivnimi formami kysliku uvolnénych z neutrofilnich granulocyti [60].
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Vyznamna je pro zanétlivy proces tim, Ze jako neaktivni proenzym je soucasti sekun-
darnich granul neutrofild, které jsou prvnimi bunikami pfitomnymi v misté zanétu [60]. Du-
lezitou vlastnosti je schopnost degradace extracelularni matrix (ECM) plodovych obali, pie-
devsim kolagenu typu I. Z toho vyplyva, ze zvySené hladiny MMP-8 v plodové vodé mizou
souviset s porodem jak v terminu, tak i s porodem pied¢asnym. Také bylo zjisténo, ze jeho

hladina koreluje s prubéhem intraamnialniho zanétu s hrozicim pred¢asnym porodem [61].

Katelicidin

Pfi obrané proti mikroorganismim se jako jedna z prvnich latek uplatiuji antimikro-
bialni peptidy. Jednim z téchto peptida jsou katelicidiny, u ¢lovéka je jako jediny znamy
katelicidim LL-37 (leucin-leucin-37). Jak uz nazev napovida, tento antimikrobialni peptid
ma vyraznou antimikrobialni aktivitu, jak proti G-, tak i G+ bakteriim, houbam a virim.
Peptid ma schopnost naruSovat membranu pomoci iontovych vazeb. Snadno se dostava do
vnitiniho prostoru buiiky, kde mize iniciovat degradaci molekul dileZzitych pro viabilitu pa-
togenu. Produkce probiha ve fagocytech, NK bunkach, lymfocytech, ale i v keratinocytech,
enterocytech a epitelialnich bunkach. K tvorbé dochazi neustale, zvysuje se Vv ptipadé pii-
tomnosti bakterii ¢i jinych mikroorganismu a je ovlivnéna mnoha faktory, naptiklad proza-

nétlivymi cytokiny nebo rustovymi faktory [62].

Katelicidin je exprimovan i v epitelu délozniho hrdla a brani vzestupu infekce v pru-
béhu téhotenstvi. Jeho mikrobicidni u¢inky se uplatiuji v plodové vodé. Jeho koncentrace
se zvySuje predevsim v pfitomnosti MIAC, ale i1 intraamnidlniho zanétu, u kterého miize
stimulovat tvorbu dalsich biomarkert zanétu. Zvysena koncentrace se také nachazi u spon-

tanniho porodu [63].

Myeloperoxiddza

Myeloperoxidaza (MPO) je enzym patfici do skupiny peroxidaz, jejichz soucasti je
komplexni slou¢enina hem. Nejvice je exprimovéana V neutrofilnich granulocytech, ale
v men§im mnozstvi i v monocytech. Ulozena je zde v primarnich azurofilnich granulich
spolu s defenziny, hydrolazami a dal$imi enzymy. K jeji syntéze dochazi jiz pti myelopoéze
v promyelocytech a promonocytech. Stejné jako katelicidin se MPO vaze na zaporné nabité
struktury, kterymi jsou povrchy patogenti, ECM a bunééné membrany. Tento enzym je di-
lezity pro oxidativni vzplanuti fagocyti tim, Ze z peroxidu vodiku a chloridu vytvafi kyselinu
chlornou, ktera ma vyrazné mikrobicidni G€inky. DuleZita je také pro udrZeni bunééné ho-

meostazy [64].
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Zvysend koncentrace MPO v plodové vodé je povazovana za biomarker aktivace
a degranulace neutrofilnich granulocytii. To znamena, ze zvysené hladiny jsou nachazeny
u Zen s piitomnosti MIAC a chorioamnionitidy bez ohledu na gesta¢ni vék. MPO je oznaco-
vana za jeden z péti nejvice dysregulovanych biomarker plodové vody, protoze vykazuje
rizné hladiny pti PPROM. To potvrzuje, Ze aktivace neutrofilt ma dtlezitou roli pfi zanét-

livych procesech u téhotnych zen [65].

Interleukin 8

Interleukin 8 (IL-8) je chemokin stimulujici neutrofily, monocyty a makrofagy a od-
porujici jejich migraci do mista zanétu. Predpoklada se autokrinni pisobeni u monocyti
a makrofagt. Dale mtize byt tvoten i lymfocyty, fibroblasty, butikami hladké svaloviny nebo
endotelovymi buiikami. Dillezité jsou IL-8 chemokinové receptory CXCR1 a CXCR2 pat-
fici do receptori spiazenych s G proteinem. Tyto receptory spolupracuji na ptenosu signalu
intracelularné pomoci fosfolipadzy C a inositol trifosfatovych sekundéarnich posld, coz na-
sledné zptsobi zvyseni hladiny intracelularniho vapniku souvisejici S dalSim pfenosem sig-

nalu. Tyto receptory se nachazeji predevsim na povrchu makrofagt [66].

[1-8 miize byt dalsim vhodnym biomarkerem pro intraamnialni zanét a infekci. Bylo
zjisténo, Ze tento biomarker je vhodnym ukazatelem chorioamnionitidy pied porodem. Di-
lezité je, Ze mnozstvi IL-8 v plodové vodé koreluje se stadiem tohoto zanétu. Hodnotit lze
stadia I-111, kdy se ve tfetim stadiu dle mnozstvi IL-8 zvazuje ukonéeni té¢hotenstvi vzhledem
ke gestaénimu stafi. K ukonéeni t€hotenstvi je vSak pfistoupeno az na zakladé stanoveni vét-

Siho poctu se zanétem spjatych biomarkert [67].

Neutrofilni lipokalin

Tento protein, ozna¢ovan jako NGAL, je jednim z ¢lenti rodiny lipokalint, ktery je
produkovan imunitnimi buitkami, ale i butikami ledvinnych tubulti a hepatocyty, a to jako
reakce na patologicky proces. Ma bakteriostatické ucinky, je schopen zachycovat molekuly
vazajici zelezo a také je dulezitou slozkou vrozené imunity vaci bakterialnim infekcim. Li-
gandem pro NGAL je tzv. enterochelin (¢i jeho degradaéni produkt), ktery mtze byt produ-
kovan nekterymi specifickymi bakteriemi. NGAL touto vazbou zabranuje rustu bakterii,
které potiebuji enterochelin pro spravné mnozstvi zeleza. Mimo imunitni systém muze slou-
7it jako ¢asny biomarker selhani ledvin [68]. Na zaklad¢ jeho funkce vazat Zelezo a reagovat

na prozanétlivé signaly je nékdy oznacovan za protein akutni faze [69].
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Vajrychova, a kol. [69] popsali, Ze zvysena hladina NGAL v plodové vode¢ je spojena
s pritomnosti MIAC, ktery vede ke vzniku chorioamnionitidy. V odborné literatuie se 1ze
docist i 0 NGAL ve spojeni s intraamnialnim zanétem vedoucim k PPROM. Pfesto je ale
stale za nejlepsi biomarker S prediktivni hodnotou pro intraamnidlni zdnét a PPROM pova-
zovan sTLR2. Intenzita intraamnialni zanétlivé reakce je rozdilna dle gesta¢niho véku, to
znamena, ze hranici tvoii pfiblizn€ 32. tyden a tydny nad a pod se 1isi v této zanétlivé odpo-

védi. Z tohoto diivodu je slozité najit pro tento stav vhodny univerzalni biomarker [69].

Sérovy amyloid P

Sérovy amyloid P (SAP) je dalsim ¢lenem pentraxinové rodiny, ktery je tvofen pie-
devsim jatry a na rozdil od CRP neni u ¢loveéka povazovan za protein akutni faze [50].
V ramci imunitniho systému se podili na rozvoji humoralni ¢asti vrozené imunity [70]. Tento
protein interaguje jak s mikroorganismy, tak i s tkanovymi zbytky za u¢elem usnadnéni je-
jich fagocytozy [50]. Obsahuje dvé vapnik vazajici oblasti, diky ¢emuz je schopny vazat se
na DNA, laminin, fibronektin, kolagen typu IV a nékteré dalsi latky, jako na neutrofilni gra-
nulocyty. Touto vazbou na neutrofily snizuje jejich navazani na slozky ECM a také snizuje
jejich adhezi k endotelialnim bunikam [71]. Pfi saturaci vapnikem je SAP velmi odolny vici
jakémukoli proteolytickému §tépeni. Pokud ale vapnik neni pfitomen, je nachylny k proteo-

lytickému $tépeni pravé v misté, kde by se vapnik mél vazat [70].

Koncentrace SAP v plodové vodé je asi tisickrat niz8i nez v séru. Vy§si koncentrace
Vv plodové vodé se objevuji u zen s intraamnialnim zanétem, naopak K jeho zvyseni nedo-

chazi, jako u jinych pentraxint, v pfitomnosti MIAC [50].

CD163

CD163 je glykosylovany membranovy protein nachazejici se predevsim na povrchu
monocytll a makrofagl. Jedna se o tzv. scavenger receptor bohaty na cystein, ktery je
schopny vychytavat komplexy hemoglobinu s haptoglobinem. Jeho stimulace probiha na za-
klad¢ ptitomnosti IL-6, IL-10 a glukokortikoidi, naopak byva inhibovan (suprimovan) TNF-
a a IFN-y. CD163 se vyskytuje pfedev§im na tzv. alternativné aktivovanych makrofazich,

které se uplatiuji pti hojeni, angiogenezi, ale i pfi metastazovani nadora [72].

Jeho rozpustna forma sCD163, nachdzejici se v télesnych tekutinach, se uplatiiuje
jako biomarker aktivace makrofagii u riznych onemocnéni [72]. SCD163 byva oznacovan
predevS§im za biomarker piedCasného porodu [21]. Kacerovsky, a kol. [73] udava, Ze

sCD163 muze byt i biomarkerem chorioamnionitidy a funisitidy.
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1.6 Intraamnialni zanét

Intraamnialni zanét vzniké predevsim ze dvou hlavnich pfic¢in. Bud’ se na vzniku za-
nétlivého procesu podileji mikroorganismy s nasledné vzniklou infekci, nebo se naopak
mize objevit zanét i bez pritomnosti jakékoli infekce z jinych ruznych pticin. Odlisit od sebe
tyto dva stavy neni viibec jednoduché. Mohou nastat i situace, kdy Zena s infek¢nim intra-

amnialnim zanétem muze mit faleSn€ negativni kultivaci a naopak.

1.6.1 Infekéni intraamnialni zanét

Infekéni zanét je zanétlivy proces, ktery vznika na podklad€ ptitomnosti mikroorga-
nismi V intraamnialni duting. Tento stav se oznacuje jako mikrobialni invaze do intraamni-
alni dutiny (MIAC). Intrauterinni prostor je sterilnim mistem a za normalnich okolnosti mi-
kroorganismy nejsou pifitomny. Do délozni dutiny se dostdvaji nejcastéji vzestupem z uro-
genitalniho traktu matky [74]. Mezi nejCastéjsi patogeny patii bakterie Ureaplasma urealy-
ticum, Mycoplasma hominis, Streptococcus agalactiae ¢i Gardnerella vaginalis. Objevit se

mohou ale i viry, nejéast&jsimi jsou cytomegalovirus, adenovirus nebo enterovirus [1].

Pti vzniku intraamnialniho zdnétu dochézi k produkei prozanétlivych cytokini (IL-
6, TNF-a, IL-1B) a K infiltraci neutrofild do plodovych obalt, placenty i plodové vody. Na
zaklad¢ ptisobeni patogenil a prozanétlivych cytokint se zvySuje riziko ptedcasného porodu
a PPROM. Tito novorozenci mohou byt ohrozeni nekrotizujici enterokolitidou, sepsi ¢i

bronchopulmonalni dysplazii [74].

Hlavnim ukazatelem infekce v intraamnialnim prostoru je hladina gluk6zy v plodové
vodé, mnozstvi leukocytt, piitomnost bakterii, pfitomny mohou byt ale i dal$i znamky za-
nétlivého procesu. Pti podezieni na MIAC se provadi kultivace plodové vody a PCR. Kulti-
vace plodové vody ale neni moc specificka, protoze se zde mohou objevovat i obtizné kulti-
vovatelné mikroorganismy. Z téchto diivodi se pouziva technika PCR, kterou se v plodové
vodeé prokazuje 16S prokaryoticka podjednotka ribozomalni RNA specificka pro kazdy pa-
togen. Objevit se muze i situace, kdy Kultivace mikroorganismi je pozitivni, ale PCR je
negativni. Nizsi citlivost PCR se miiZe objevit pti velice malém mnozstvi bakterii nebo v pfi-

tomnosti inhibitortt PCR v télesnych tekutinach [26].

36



1.6.2 Neinfekéni zanét

Intraamnialni zanét mize vzniknout 1 bez ptitomnosti mikroorganismu v délozni du-
tin¢. Hovofime o tzv. sterilnim intraamnidlnim zanétu, ktery vznika na podklad¢ jinych me-
chanismi, kterymi muze byt bunéény stres, nekroza [75] nebo hypoxie plodu [76]. Tyto
stavy vyvolavaji migraci leukocytli a uvolnéni prozanétlivych mediatori, které jsou schopny
aktivovat slozky vrozené imunity. Tyto mediatory se fyziologicky uvoliuji pti porodu v ter-
placenty, porusenim délohy a poruchou tolerance mezi matkou a plodem, ptipadné i krvace-
nim [76].

Mezi hlavni alarminy uvoliujici se béhem sterilniho intraamnidlniho zénétu patii
predevsim IL-1, kyselina mo¢ova, amfoterin (HMHBL1) a fetalni DNA cirkulujici v matetské
krvi [75]. Nejedna se ale o specifické ukazatele sterilniho intraamnialniho zanétu, objevuji

se 1 u opakovanych potratt, preeklampsie nebo pied¢asného porodu [76].

Tento druh zanétu je u gravidnich Zen Castjs$i nez MIAC. Stejné jako u infek¢éniho
zanétu se v plodové vodé nachazi biomarkery zanétu, ale kultivace i PCR je negativni [76].
Diagnostikovat tento stav je velice obtizné, protoze ne vzdy mohou byt mikroorganismy
detekovatelné a ziskavame pak falesné negativni vysledky. Udava se, ze u pacientek se ste-
rilnim intraamnialnim zanétem jsou zjiStovany niZsi hladiny IL-6, neZ u pacientek s MIAC

[75].

Cilem budoucich vyzkumu neinfekéniho intraamnialniho zanétu je ucinné blokovani
alarmindg, které bylo uspés$né u jinych zanétlivych onemocnéni. Pti vyzkumech ohledné ne-
infek¢niho intraamnidlniho zanétu se pouzivaji zvifeci modely, u kterych je nutny vyvoj
preeklampsie a dalsich patologii, které by korelovaly s patologickymi stavy t€hotnych zen,

coz je nesnadny tkol [76].
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1.7 Metody pro priikkaz biomarkeri zanétu v plodové vodé

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni pfitomnosti zanétu, tj. specifickych biomarkert zanétu
Vv plodové vodé, je nutné vyuzit velice citlivé metody pro prikaz biomarkerd zanétu, a to
I v minimalnich koncentracich, fadové mikro-, nano- az pikogramu stanovované latky. Jedna
se nejéastéji o imunoanalytické metody zalozené na specifické reakci antigen-protilatka.
Dnesni plné automatizované metody vyuzivaji toho, Ze je jedna z reagujicich slozek imuno-
komplexu vazana na pevnou fazi (napi. na sténu mikrotitra¢ni jamky, na povrch magnetické
Castice). Tyto povrchy pak slouzi k zachyceni stanovovaného analytu. Pro prukaz a kvanti-
fikaci nové vytvoreného imunokomplexu se pouzivaji tzv. sekundarni protilatky s indikato-
rem. IgG molekuly s kovalentn¢ vazanym indikatorem typu enzymu, kvantové tecky nebo
Castice zlata se oznacuji terminem konjugat. Indikatory poskytuji méfitelny signal, ktery je
umérny mnozstvi analytu ve vzorku. Volba indikatoru je vzdy odvislé od oc¢ekavané kon-
centrace analytu ve vySetfovaném vzorku. Elektrochemiluminiscenéni znacka, dnes bézné
pouzivana v automatickych analyzatorech typu ECLIA, poskytuje amplifikovany signal do-

state¢né citlivy pro prikaz analytl v piko- az femtomolovém mnoZstvi.

1.7.1 Enzymova imunoanalyza (ELISA)

teinové povahy je metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Pouzivaji se
komer¢ni mikrotitracni desticky, které maji v jednotlivych jamkéach imobilizované speci-
fické protilatky proti stanovovanému biomarkeru. Materidlem vhodnym pro detekci je ka-
palny biologicky material, pfedev§im sérum, plazma, likvor, synovialni tekutina nebo plo-
dova voda. Pokud je biomarker zanétu — tzv. antigen — v plodové vodé ptitomen, navaze se
na vazanou specifickou protilatku. Signal umérny vzniklému mnozstvi imunokomplext po-
skytuje tzv. biokonjugat, ktery se vaze na antigen a vytvaii tzv. ,sandwich® (obrazek 6).
ELISA metoda vyuziva pro detekci enzymy, nejcastéji kienovou peroxidazu nebo alkalickou
fosfatazu. Tyto enzymy jsou schopny piemény substratu na produkt, ¢imz vznika specifické
zabarveni roztoku, které je nasledné méfeno spektrofotometricky. Koncentrace stanovova-

ného biomarkeru se odecita z fedici fady standardii o zndmé koncentraci.

Mezi hlavni latky poskytujici barevnou zménu patii TMB (tetramethylbenzidine)
nebo OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride). TMB je povazovan za citlivou chromo-
genni latku, v oxidovaném stavu vznika modie zbarveny roztok. Po piidani zastavovaciho

roztoku (kyselina sirova) méni svou barvu na zluty produkt. Absorpéni maximum TMD je
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370 nm a 652 nm, po probéhnuti reakce pfidanim zastavovaciho roztoku a zméné barvy je
absorp¢ni maximum 450 nm. OPD poskytuje se zménou oxidac¢niho stavu Zlutooranzové

zbarveni S absorpénim maximem 492 nm [77].

C-O Qo0

Oo Produkt —) Detekce

spektrofotometricky

Sekundarni protilatka
znacena

Stanovovany
biomarker z plodové
vody

Imobilizovana
specificka
protilatka

Jamka
mikrotitraéni
desticky

Obrazek 6: Schéma ELISA metody v sendvicovém uspordadani pro priikaz antigenu
(zdroj: vlastni)

1.7.2 Multi-Analyte Profiling Technology (XMAP)

Dalsi nové, ale v nékterych laboratofich jiz rutinné vyuzivanou metodou je metoda
XMAP (Multi-Analyte Profiling Technology). Jedna se o multiplexovou analyzu, pii které
je mozné stanoveni vice biomarkert zaroven. Zahrnuje 100 sad barevnych ¢astic, které jsou
barveny dvéma fluorescen¢nimi barvivy v riznych pomérech, coz pravé umoznuje detekci
vice analytd z jednoho vzorku souc¢asné. Na jejich povrchu jsou imobilizované specifické
protilatky proti stanovovanym biomarkeram. Tyto obarvené ¢astice S imobilizovanymi pro-
tilatkami jsou inkubovany se vzorkem, v nasem piipadé s plodovou vodou. K identifikaci
a kvantifikaci sledovanych biomarkert se stejné jako u metody ELISA do reakce ptidavaji
sekundarni protilatky, které jsou znaceny indikatorem, napi. fluorescen¢ni barvou fyko-

erytrinem [78].

Prikaz imunokomplexii v tomto pfipadé vyuziva principu prutokové cytometrie —
tzn., Ze Castice jsou fazeny za sebou V kapilafe v protékajicim nosném proudu jako koralky
na niti. Kazda ¢astice prochazi 2 laserovymi paprsky — cervenym klasifika¢nim (A = 635 nm)
a zelenym reportérovym (A = 532 nm), (obrazek 7). Cerveny laser excituje barviva kazdé
Castice a identifikuje jeji spektrum, zeleny laser excituje znacku spojenou s ¢astici (fyko-

erytrin), ¢imZz umoZiiuje kvantifikaci analytu s pouzitim fedici fady standardd o zndmé
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koncentraci. Vysokorychlostni procesory a specialni software zpracovavaji fluorescencni
signal pro kazdou castici a nasledné tento signal pievadi na ¢iselné vyjadritelnou veli¢inu

[78].

A

r

- K

Znacena
sekundarni

protilatka

Biomarker
Primarni
protilatka

S

v

Pritokova komora

Obrazek 7: Schéma XMAP metod pro multiplexni pritkaz vice analytii pri jedné analyze
(zdroj: vlastni)

1.7.3 Imunochemické senzory kategorie POCT

Dalsi moznosti, jak stanovit ptitomnost biomarkeri zanétu nebo nadorovych one-
mocnéni v té€lnich tekutinach je pomoci imunochemického senzoru. Zpusoby detekce se mo-
hou lisit, a to v zavislosti na vybéru indikatoru, znacky konjugované se sekundarni protilat-
kou. Snahou je vyvoj tzv. POCT piistroju (Point-of-Care-Testing), které 1ze pouzit u lizka
pacienta, bez pozadavku na odborny personal a vybavenou laboratof. Jedna se o miniaturi-
zované imunochemické biosenzory, diky kterym lze vySetfovat télesné tekutiny pacienta
pfimo u jeho lizka nebo v ordinaci 1ékate. Tato analyza muze zahrnovat rtizné typy latek.
V soucasnosti je vyzkum biosenzori zaméfen na multiplexové stanoveni vice analytil
V jedné analyze. Hlavnimi kritérii biosenzort je rychlost, cena a pouziti v terénu na tkor
vyssi chybovosti a kvalitativni az semikvantitativni analyze. Pfesnou koncentraci analytu

timto typem testil nelze validné stanovit.

Senzory mohou vyuzivat mnoha principt detekce v zavislosti na jejich pouziti. Jejich

hlavnim ukolem je ptevod informace ze stripu ¢i elektrody S analyzovanou latkou na
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méfitelny signal, ktery je umérny mnozstvi analytu ve stanovovaném vzorku. Na tomto prin-
cipu je zalozen i nejpouzivangjsi POCT senzor — glukometr. Jedna se o nejjednodussi kvan-
titativni senzor, pomoci kterého je prevadéna enzymaticka oxidace glukozy glukézaoxida-
zou na ¢iselnou hodnotu [79]. POCT senzory se uplatiiuji i v analyze riznych proteind, vy-
hodné je jejich pouziti i pro detekci pfimo mikroorganismti zptisobujicich onemocnéni, pro

stanoveni nukleovych kyselin nebo metabolitt [80].

Diilezitym faktorem pro POCT pfistroje je pouziti malych objemu stanovovanych
vzorku, od nl aZ po jeden ml s citlivosti v fadech femtomolarnich az milimolarnich koncen-
traci [80]. S minimalizovanim mnozstvi potfebného vzorku souvisi i minimalizace velikosti
pristroji a cena. Vyhodou je nendro¢nost senzorti na ¢as analyzy, kdy je uSetfen ¢as nejen
pfi transportu vzorku, ale i pti vydavani vysledka [79]. Na druhou stranu jsou tyto senzory
specializované pouze na jeden typ stanovovaného analytu. Vzorky nejsou davkovéany ptimo
do senzoru, ale pouzivaji se jednorazové systémy stript, ¢ipu ¢i elektrod dle pouzité metody
[80].

Elektroaktivni indikatory byvaji ¢asto v komplexu se sekundarnimi detekénimi pro-
tilatkami a umoznuji tvorbu elektrochemickych signalti na zaklad¢ jejich redoxnich vlast-
nosti v kyselém prostiedi. Mezi elektroaktivni znacky se mohou fadit kvantové tec¢ky ¢i ko-

vové nanocastice zahrnujici ¢astice stiibra nebo zlata [81].

1.7.3.1 Senzory na bazi magnetickych castic

V dnesni dobé se pro n€které¢ imunosenzory pouzivaji 1 metody, které vyuzivaji vy-
hod superparamagnetickych mikro¢astic, ¢asto v kombinaci s elektrochemickou detekci
[81]. Pomoci magnetickych ¢astic s imobilizovanymi specifickymi protilatkami je mozné
odseparovat stanovovany analyt z komplexni matrice biologického materidlu. S pouzitim
vhodného indikatoru 1ze analyt oznacit a elektrochemickou detekcei analyt kvantifikovat. Pro
imunosenzory s elektrochemickou detekci se vyuzivaji jednorazové tisténé elektrody, které
jsou schopny zachytit pohyb elektronti elektroaktivni znacky produkovanych béhem redoxni

reakce a pfevést je na méfitelnou hodnotu.

Magneticka separace je u¢inna separacni metoda vyuzivajici k izolaci latek magne-
tické Castice o velikosti nékolika nanometri. Na tyto ¢astice je mozné navazat urcity ligand
(enzym, protilatku atd.) zachytavajici poZzadovany analyt. Diky magnetismu a vyuziti mag-
netického stojanku je mozné lehce odseparovat zbylé nenavazané latky. Existuji dva pii-

stupy: pozitivni a negativni selekce. V pfipad¢ pozitivni selekce dochazi k izolaci analytu na
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magnetické castice a k odstranéni zbylych latek v roztoku. Naopak negativni selekce zna-
mena odstranéni vSech nezadoucich latek ze vzorku navdzanim na magnetické ¢astice, po-

zadovany analyt zGstava izolovany ve zbylém roztoku.

Magnetické Castice jsou sférické Castice, které jsou tvoteny piredevsim kovy (Zelezo,
nikl, kobalt) a jejich oxidy, pro medicinské ti€ely se pouzivaji nejCastéji ¢astice oxidu zeleza,
predevs§im maghemit (Fe2O3) a magnetit (FesOs) [82]. Na povrchu ¢astic se nachazi poly-
merni obal chranici oxid kovu pfed vnéjSim prostiedim a ktery poskytne funkéni skupiny
pro dalsi modifikaci povrchu, v naSem piipadé pro pfipojeni specifickych protilatek. Jedna
se o aminové¢, karboxylové, hydroxylové ¢i epoxidové funkéni skupiny. Povrch mize byt

modifikovan i riznymi proteiny, napiiklad proteinem A [83].

Tyto superparamagnetické ¢astice vykazuji po vystaveni magnetickému poli mag-
netické vlastnosti a v okamziku vychyleni z tohoto pole jiz nevykazuji zbytkovy magnetis-
mus. Hlavni vyhodou oproti ostatnim materialim je nejen snadna separace, ale i chemicka
a tepelna stabilita [82]. V medicing se ¢astice s témito vlastnostmi vyuzivaji pro rizné typy

aplikaci (obrazek 8) [84].

Receptor/ligand interaction
Fluorescent dye

Radio isotopes

Chemotherapeutics

MRI contrast agent

Linker group

Photothermal therapy \‘\

LASER

DNA/ oligonucleotides

Obrdazek 8: Vyuziti magnetickych cdstic v in vivo a in vitro diagnostice (prevzato z: [84])

Protilatky mohou byt na magnetické astice imobilizovany kovalentnimi i nekova-
lentnimi interakcemi. Kovalentni vazba je vyhodné&j$i pro spravnou orientaci protilatek na

magnetickou Castici a zvySuje tim 1 jeji stabilitu. Aby bylo mozné specifické protilatky
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imobilizovat, musi dojit nejdiive k jejich modifikaci. Timto procesem dochazi k odhaleni
specifickych funkénich skupin, které mohou nésledné reagovat s funkénimi skupinami na
magnetickych ¢asticich. Lze pouzit i proces tzv. biotinylace protilatek, kdy se takto modifi-
kované protilatky vdzou na streptavidinem pokryté magnetické ¢astice. Imobilizace protila-
tek je mozna i pomoci vazebnych proteint, jako je naptiklad protein A nebo G, které reaguji
specificky piimo s Fc fragmentem protilatky, diky ¢emuz dochazi k uspofadanému navazani

protilatek na magnetické ¢astice [85].

1.7.3.2 Senzory s elektrochemickou detekci na bazi kvantovych tecek

Kvantové tecky neboli Quantum Dots (QD) jsou polovodi¢ové nanocastice o veli-
kosti do desitek nanometrti skladajici se z krystalického polovodi¢ového jadra tvoreného sli-
tinami kovt a z obalu tvofeného anorganickymi latkami zvySujicimi stabilitu ¢astic. Nejcas-
t&ji jsou tvofeny slouc¢eninami CdS, CdSe, ZnS nebo ZnSe (obrazek 9) [86]. Jejich hlavni
vlastnosti je schopnost fluorescence s velkym Stokesovym posunem a vlnové délka emito-
vaného zafeni je zavisla na typu pouzitého materialu ¢astice a jejim praméru [87]. V elek-
trochemii se vyuziva detekce téchto kovii QD pomoci square wave anodické rozpoustéci
voltametrie (SWASV). QD mohou byt vyuZity i pro tvorbu biokonjugatu se sekundarnimi
protilatkami pro detekci a kvantifikaci biomarkert z plodové vody. PouZit se mohou QD Zn,
Cd a Pb, misto kterého 1ze pouZit 1 zlaté nanocastice. Vyhodou pouZiti t€chto QD je jejich
rizna odezva, tzn. ze ziskané piky se nepiekryvaji.
Core — CdSe, CdS

Shell — ZnS, CdS, ZnSe
Amphiphilic surface

@i esess
Zn/cd @5/Se

Obrazek 9: Struktura kvantové tecky (prevzato z: [86])

Pro elektrochemickou detekci obecné je stézejni pouziti elektrod. V soucasnosti je
popularni vyuziti tisténych elektrod na jedno pouziti (obrazek 10). Principem tisténych elek-

trod je tzv. sitotisk, proto se oznacuji jako sitotiskové elektrody (SPE). Zakladnim
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materidlem pro vyrobu SPE je plastovy podklad, na ktery je pomoci inkoustového tisku na-
nesena nejen pracovni, ale i referencni a pomocna elektroda [88]. Vlastnosti pracovni elek-
trody zavisi na pouzitém inkoustu, nejcastéji se pouziva zlato, uhlik ¢i jiné kovy [89]. Pro
jeji pozadované vlastnosti 1ze do inkoustu piidat latky, kterymi mohou byt enzymy, kovy ¢i
rizné nanomateridly. Vyhodné je pouziti téchto elektrod pro POCT metody slouzici k rychlé
detekci analytu nebo jako screening. Jsou pomérné levné, jednorazové, nevyhodou je ale

naopak nizka robustnost [88].

POMOCNA

SPOJEN{ POMOCNE PRACOVNI ELEKTRODA
ELEKTRODY ELEKTRODA

/ REFERENTNI
ELEKTRODA

SPOJENI PRACOVNI SPOJENI REFERENTNI
ELEKTRODY ELEKTRODY

Obrazek 10: Tistend elektroda SPE pro elektrochemickou detekci (prevzato z: [89],
upraveno)

Pro elektrochemickou detekci je specifické prevedeni chemickych vlastnosti pacient-
ského ¢i analyzovaného vzorku na elektrické veli¢iny. K elektrochemické detekci je nutna
pritomnost elektrod, které zajist'uji tento prevod vlastnosti na signal. Na pracovni elektrodu
je vlozen urcity potencial a dochazi zde k vyméné elektronli mezi analyzovanym vzorkem
a elektrodou, ¢imz dochazi ke zméné proudu (napf. u kvantovych te¢ek Cd dochazi k redukci

Cu(I1) na Cu(1)) [88].

Pfi pouziti magnetickych ¢astic s imobilizovanymi specifickymi monoklonalnimi
protilatkami zachycujicimi pozadovany biomarker nasledné oznaceného pomoci biokonju-
gatu tvofeného sekundarnimi protilatkami s QD je nutné, aby pted elektrochemickou detekei
probéhla kyseld hydrolyza kyselinou chlorovodikovou (HCl). AZ tento systém obsahujici
volné kovy mize byt elektrochemicky detekovan anodickou rozpoustéci ,,square wave* vol-
tametrii, kdy se na elektrodu vklada linearné se ménici potencial. JelikoZ jsou QD véazany na
sekundarni specifické protilatky, odpovida jejich signal mnozstvi analytu ve vzorku. Po elek-
trochemickém proméfteni se ziska spektrum piki specifickych pro dané QD (obrazek 11)

[90].
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Obrazek 11: Vysledek elektrochemické detekce kvantovych tecek (prevzato z: [90])
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2 CIL PRACE

Ukolem diplomové prace bylo pro projekt PersonMed piipravit vhodny imunosor-
bent na bazi magnetickych ¢astic, ktery diky kovalentné vazanym monoklonalnim protilat-
kam specificky vychytava antigen PTX3 z komplexniho biologického materialu, tedy z plo-
dové vody. Tento imunosorbent byl soucasti nové vyvijeného imunosenzoru zalozeného na
imunomagnetické separaci s elektrochemickym prukazem antigenu. Senzor by v budoucnu
mél slouzit k simultdnnimu stanovovani tii biomarkerti zanétu v plodové vodé béhem jedné
analyzy pro pritkaz intraamnidlniho zanétu u téhotnych Zen. Pfi stanovovani pouze jednoho

analytu je riziko vzniku falesné pozitivnich ¢i faleSn€ negativnich vysledki.

Dil¢i kroky prace:

1. Oveéfeni reaktivity specifickych protilatek (vyrobenych hybridomovou technikou)

S antigenem technikou western-blot s naslednou imunochemickou detekci

2. Kovalentni vazba specifickych IgG protilatek na povrch magnetickych ¢astic pomoci:

COOH skupiny, hydrazidové skupiny, proteinu A
3. Ovéfeni G¢innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice pomoci SDS-PAGE

4. Piiprava vlastniho imunosorbetu pro specifickou izolaci pentraxinu 3 — modelovy

vzorek s rekombinantnim antigenem, vzorek plodové vody

5. Ovéfeni funkCnosti imunomagnetické separace ve spojeni S elektrochemickou detekci

technikou SWASV
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Hlavnim biologickym materidlem byla plodova voda odebrana gravidnim Zenam
S intraamnialnim zanétem a kontrolni plodova voda zdravych gravidnich Zen. Vzorky byly
odebirany po informovaném souhlasu pacientkam hospitalizovanym na Gynekologickém
oddéleni Fakultni nemocnice Hradec Kralové a poskytnuty prof. MUDr. Marianem Kace-

rovskym, Ph.D. pro tento vyzkum.

Protilatky a antigeny

o Modelové antigeny a protilatky: a-chymotrypsin z hovéziho pankreatu, ovalbumin —
albumin z vaje¢nych bilka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o 1gG z lidského séra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Hyperimunni prase¢i sérum s anti-chymotrypsinovymi protilatkami vyrobeno imuni-
zaci prasete chymotrypsinem

o Polyklonalni protilatky 1gG proti PTX3 (Sino Biological, Peking, Cina)

o Monoklonalni protilatky proti PTX3 — klony 6D9, 1.1 a 7.1 vyrobeny hybridomovou
technikou po imunizaci mys$i PTX3 (Moravian Biotechnology, Brno, Ceska republika)

o Lidsky pentraxin 3 — Human Pentraxin 3 (PTX3) (Abbexa, Cambridge, Velka Britanie)

o Sekundarni polyklonalni anti-mysi protilatky IgG znacené peroxidazou pro pouziti

v metodé¢ dot-blot (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.2 Pristroje

o Mini-PROTEAN Tetra Cell aparatura pro vertikalni gelovou elektroforézu (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

o PowerPac™ Basic Power Supply zdroj napéti pro elektroforézu (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA)

o Orion 420 pH metr (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)

o MiniSpin centrifuga (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

o Vortex (Grant-bio, Cambridge, Velka Britanie)

o Termoblok (Grant-bio, Cambridge, Velka Britanie)

o Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, Gottingen, Némecko)

o Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
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Ttrepacka PSU-20i (Biosan, Riga, LotySsko)

Rotator RS-24 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Vakuovy koncentrator pro dot-blot (Merck Millipore, Massachusetts, USA)
Miniodsttedivka (Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

ChemiDoc™ XRS+ System stanice se softwarem ImageLab pro hodnoceni gelii
Dot-blot DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK)

Potenciostat PalmSens2 spojeny se software PSTrace (Palm Instrument, Eindhoven,

Nizozemi)

3.3 Pomiicky a material

o

o

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Magneticky separator DynaMag™-2 Magnet (Invitrogen, ThermoFischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

AMICON Ultra-0,5 mL 100K odsolovaci kolonky (Merck Millipore, Massachusetts,
USA)

Protein LoBind Tube 1,5 mL; 2 mL (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

PVDF membrany Immun-Blot™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Mini-PROTEAN® podlozni skla 0,75 mm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Mini-PROTEAN® kryci skla Short Plates (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Plastova kolona Bio-Spin objem 1,2 ml (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Affi-Gel Protein A Gel pro tvorbu nosiée v koloné (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Tisténé elektrody s bizmutovym filmem BiSPCE (DropSens, Spain)

3.4 Chemikalie

Akrylamid (Fluka, Buchs, Svycarsko)

N,N-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

TRIS: Tris (hydroxymethyl) aminomethan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
SDS: Dodecylsulfat sodny (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Persiran amonny (Lachema a.s., Brno, Ceska republika)

TEMED: N, N, N, N-tetramethylenethylendiamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Kyselina citronové (Fluka, Buchs, Svycarsko)
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Formaldehyd 38% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

AgNO:s (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NaOH (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Vodny roztok amoniaku (Penta, Chrudim, Ceska republika)

NazHPO4 x12 H,0 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

NaH:POs x2 H,0 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

MES: 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
NaCl (Lach-Ner, Neratovice, Ceské republika)

KH2PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

KCI (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Kyselina octova (Penta, Chrudim, Ceska republika)

HCI 36% (Penta, Chrudim, Ceska republika)

EDTA: Ethylendiamintetraoctové kyselina (Lachema a.s., Brno, Ceska republika)
Boratova kyselina (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

EDAC: N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

S-NHS: N-hydroxysulfosukcinimid sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
DTT: Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

IAA: Indolyl-3-octova kyselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NH;HCOj3 (Penta, Chrudim, Ceska republika)

Mocovina (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

NalO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

DL-glyceraldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Ethylenglykol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Comassie Blue barvici roztok na gely — Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA)

Ethanol 96% (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

Molekulovy standard pro SDS-PAGE — Marker Precision Plus Protein™ Unstained
Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Substratovy roztok pro dot-blot Opti-4CN™ Substrate Kit (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA)
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o CdTe core-type kvantové tecky funkcionalizované COOH s fluorescenci pii 570 nm
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

o Silika nanogastice s NH2 funkéni skupinou (Orion High Technologies, Madrid, Spanél-
sko)

o Precision Plus Protein Standards — All Blue Standards, 10 proteini o molekulové hmot-
nosti 10-250 kDa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

3.5 Magneticky aktivni mikrocastice

o Magnetické Castice s proteinem A — PureProteome Protein A Magnetic Beads, velikost
¢astic 10 um (Millipore Corp., Massachusetts, USA)

o Magnetické ¢astice s COOH skupinou — Dynabeads™ MyOne™ Carboxylic Acid,
prumér ¢astic 1,05 um, (Invitrogen, ThermoFischer Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, USA)

o Magnetické ¢astice s COOH skupinou — SIMAG-COOH, velikost ¢astic 1 pm (Chemi-
cell, Berlin, Némecko)

o Magnetické Castice s hydrazidovou skupinou — SIMAG-Hydrazide, velikost ¢astic

1 um (Chemicell, Berlin, Némecko)
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3.6 Priprava roztoki

3.6.1 Pufry

Zde je uveden piehled vsech pufrii pouzivanych v této praci:

Tabulka 5: Prehled pouzitych pufiii

. . Pridané
Pufr Kyselina Zasada pH latky
Fosfatovy NaH2PO4 X NaoHPOsx  7,0;7,2;7,3; varianta s
Y 2H,0 12H,0 8,0 NaCl
NaHPO4 x NaCl, KCl,
PBS pufr KH2PO4 12H,0 7,4 Tween 20
MES pufr MES NaOH 50 -
s, . varianta s
Glycinovy HCI glycin 2,8 NaCl
TRIS-HCL HCI Tris 9,5 -
o kyselina , varianta s
Acetatovy octovd octan sodny 4,6 NaCl
TBE e Tris 8,3 EDTA
borita
Kyselina kyselina citronan
o TS , 3,0 -
citronova citrobnova sodny

3.6.2

Roztoky pro tvorbu gelu
Roztok A: 11,68 g akrylamidu s 0,32 g bisakrylamidu rozpusténo ve 12 ml destilované vody,

ponechano na tiepacce do Uplného rozpusténi priblizné 30 minut. Doplnéno destilovanou

vodou na 40 ml.

Roztok B: 7,26 g Tris do 40 ml destilované vody. Uprava pH 6M HCl pro ziskani pH 8.8.

Roztok C: 4,84 g Tris do 40 ml destilované vody. Uprava pH 6M HCI pro ziskani pH 6,8.

Roztok D: 1 g SDS na 10 ml destilované vody.

Roztoky pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu

Roztok E: 0,1 g persiranu amonného na 1 ml destilované vody.
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Roztoky pro vlastni analyzu SDS-PAGE
Elektrodovy pufr: 1 g SDS, 3,03 g Tris, 14,4 g glycinu rozpusténo v 1 1 destilované vody.

Z divodu vétsi spotreby tvoien 10x koncentrovany elektrodovy pufr

Roztok G: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8, 4% SDS, 20% glycerol a 0,2% bromfenolova

modf

Roztok F: 100 mM Tris-HCI pufr pH 6,8, 4% SDS, 200 mM merkaptoethanol, 20% glycerol

a 0,2% bromfenolova modf

Molekulovy standard: Komeréni Marker Precision Plus Protein™ Unstained Standards, 10

proteinti o molekulové hmotnosti 10-250 kDa

3.6.3 Barveni geli
Fixacni roztok: 50 ml ledové kyseliny octové s 500 ml ethanolu doplnéno na 1 1 destilovanou

vodou.

10% roztok glutaraldehydu: 20 ml 50% roztoku glutaraldehydu doplnéno na 100 ml desti-

lovanou vodou.

Roztok amoniakalniho stribra: k 21 ml destilované vody s 1,4 ml vodného roztoku amoniaku
a s 239 ul 9M hydroxidu sodného je ptidavan 20% dusi¢nan stiibrny do vzniku hnédého

zakalu, dopInéno na 100 ml destilovanou vodou.

Vyvolavaci roztok: 250 mg kyseliny citronové s 540 ul 38% formaldehydu doplnéno do 500

ml destilovanou vodou.

Ustalovaci roztok: 50 ml ledové kyseliny octové doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml.
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3.7 Metody

3.7.1 Diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Priprava polyakrylamidovych geli
Roztoky: Roztoky A, B, C, D, E, TEMED, destilovana voda

Pomiicky: Aparatura pro piipravu geld Mini-PROTEAN Tetra Cell, 0,75 mm skla na gely,

kryci skla, parafilm, automatické pipety, $picky, mikrozkumavky, filtracni papir

Postup:
o Mezi skla upevnéna ve stojanku byly pipetovany roztoky dle pozadované porozity gelu

(10% nebo 12%), delici gel byl vzdy prevrstven gelem zaostfovacim, tabulka 6:

Tabulka 6: Pipetované objemy pro pripravu polyakrylamidovych gelii

Zaostiovaci 5% gel Délici 10% gel Délici 12% gel
(ml) (ml) (ml)
Destilovana voda 1,4 2,0 1,68
Roztok A 0,33 1,65 2,0
Roztok B - 1,25 1,25
Roztok C 0,25 - -
Roztok D 0,02 0,05 0,05
TEMED 0,002 0,002 0,002
Roztok E 0,02 0,05 0,05

o Roztok E musi byt davkovan vzdy jako posledni, protoze iniciuje vlastni polymeraci.
Polymerace gelu trva pfiblizn¢ 30 minut.
o Gel se prevrstvi obsahem zkumavky se zaostfovacim gelem a mezi skla se vlozi Sablona

s 10 jamkami pro aplikaci vzorkii. Polymerace gelu trva pfiblizné 15 minut.

Piiprava vzorki k analyze
Roztoky: Elektrodovy pufr, roztok G nebo F, smésny standard Marker Precision Plus Pro-

tein™ Unstained Standards, stanovované vzorky

Pomuicky: Aparatura pro SDS-PAGE Mini-PROTEAM Tetra Cel, zdroj napéti PowerPac™

Basic Power Supply, termoblok, miniodstfedivka, pfipravené gely
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Postup:

O

Z kazdého vzorku se odpipetuje 10 ul a smicha s roztokem G (F). Promicha se, odstiedi
a 3 minuty se provaii v termobloku.

Do kazdé jamky je pipetovano 10 ul provaieného vzorku, molekulovy standard je pipe-
tovan v objemu 3 pl.

Sestavi se aparatura, na zdroji napéti se nastavi konstantni napéti na hodnotu 180 V na
vSechny gely a 30 mA na jeden gel.

Vlastni elektroforéza probiha ptiblizné 50 minut a prib¢h 1ze kontrolovat pomoci brom-
fenolové modii pritomné v roztoku G (F).

Po ukonceni analyzy se gely ze skel pfevedou pomoci destilované vody do Petriho mi-

sek.

Barveni geli Coomassie Brilliant blue

Roztoky: Fixac¢ni roztok, komercni roztok Bio-SafeTM Coomassie Stain, destilovana voda

Postup:

@)

Pted samotnym barvenim se gel proplachne 3x destilovanou vodou a nésledné prevede
do fixa¢niho roztoku na alesponn 30 minut na tiepacce, nebo se inkubuje pies noc pfi
4 °C.

Gel se 30 minut rehydratuje destilovanou vodou, nésledné se ptfidava barvici roztok, se
kterym se inkubuje alespoil 1 hodinu na tfepacce.

Gel se odbarvuje odbarvovacim roztokem, nebo destilovanou vodou az do odbarveni

pozadi gelu. Gel se uchovava v ustalovacim roztoku.

Barveni gelii roztokem amoniakalniho stfibra

Roztoky: Fixa¢ni roztok, 10% roztok glutaraldehydu, roztok amoniakalniho sttibra, vyvola-

vaci roztok, ustalovaci roztok, destilovana voda

Postup:

O

O

Pted samotnym barvenim gel proplachnut 3x destilovanou vodou a nasledné¢ preveden
do fixa¢niho roztoku na alesponi 30 minut, nebo pies noc pii 4 °C.

Gel se 30 minut rehydratuje destilovanou vodou, nasledné se inkubuje 30 minut s 10%
roztokem glutaraldehydu. Gel se nasledné od glutaraldehydu promyva destilovanou vo-

dou 6x 10 minut.
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o Po promyti nasleduje inkubace s roztokem amoniakalniho stfibra po dobu 15 minut na
trepacce. Po inkubaci se gel promyje a vyvolava ve vyvolavacim roztoku do piislusSného
zbarveni. Gel se uchovava v ustalovacim roztoku.

3.7.2 Dot-blot

Roztoky: ekvilibra¢ni a promyvaci roztok (PBS-T), blokovaci roztok 5% BSA v PBS-T, roz-
tok pro fedéni protilatek 0,25% BSA v PBS-T, negativni kontrola 2 pg BSA na jamku,

10 mM fosfatovy pufr pH 7,3, substratovy roztok Opti-4CN™ Substrate Kit, monoklonélni

specifické protilatky anti-PTX3, rekombinantni PTX3, sekundarni anti-mys$i protilatky zna-

¢ené peroxidazou

Pomiicky: PVDF membrana Immuno-Blot™, dot-blot DHM 96 unit

Pristroj: Vakuovy koncentrator pro dot-blot

Postup:

O

Ekvilibrovand membrana musi byt pfenesena na aparaturu. Nasledn¢ se membrana
znovu ekvilibruje 2x PBS-T po 100 pl do jamky.

Vzorky se davkuji do ¢tverct po 4 jamkach po 100 pl dle obrazku 13.

Membrana se promyje 100 ul PBS-T, vyjme z aparatury a necha se uschnout.
Membrana se rozd¢li na jednotlivé ¢tverce davkovanych vzorki.

Nasledné se membrana blokuje 1 ml blokovaciho roztoku 5% BSA v jamce misky po
dobu 1 hodiny na tfepacce.

Ctverce membrany se 3x rychle promyji 1 ml PBS-T.

Nasleduje aplikace 1ml konjugatu fedéného 1:1000 na jamku a inkubuje se po dobu
1 hodiny na tfepacce.

Ctverce membrany se 3x rychle promyji 1 ml PBS-T, nasledné se promyji 3x 1 ml po
5 minutach.

Aplikuje se substratovy roztok do kazdé jamky a inkubuje se 30 minut na tfepacce.

PTX3 — Prézdna
(2 pg/100 pl) jamka
BSA | 10 mM
(2 ug/100 pl) fosfatovy pufr

(100 pl)

Obrazek 12: Schéma pozic pro pipetovani vzorku antigenu s kontrolami dot-blot
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3.8 Vazba modelovych protilatek na magnetické mikrocastice

Pro nasledujici metody byly zpocatku pouzity modelové protilatky, kterymi byly lid-
ské IgG standard z lidského séra bez definované specificity, nasledn€ se pouzily specifické
protilatky parujici se s odpovidajicim antigenem, konkrétné se jednalo o anti-chymotrypsi-
nové protilatky tiidy IgG s antigenem chymotrypsinem, jehoz pfitomnost na protilatkach

byla nésledné ovéfena Stépenim proteinu ovalbuminu.

3.8.1 Vazba IgG protilatek na ¢astice s karboxylovymi funkénimi skupinami
Roztoky: 0,1 M MES pufr pH 5,0; 0,1 M PBS pufr pH 7,4; zasobni roztok higG 1 mg/ml
Reagencie: EDAC, S-NHS

Magnetické castice: Dynabeads™ MyOne™ Carboxylic Acid, velikost 1 um

Postup:

o 1 mg magnetickych ¢astic Dynabeads MyOne Carboxylic Acid (= 100 ul) se 5x pro-
myje 1,5 ml MES pufru.

o K magnetickym ¢asticim se piida 500 pl Cerstvé pripraveného roztoku skladajiciho
se z MES pufru, 7,5 mg EDAC a 1,25 mg S-NHS. Inkubuje se 10 minut na rotatoru
pii laboratorni teplot¢.

o Systém se promyje 2x 1,5 ml MES pufru a pfidd se roztok hlgG natfedény MES
pufrem (50 pl higG + 950 ul MES pufru) — z tohoto roztoku se jima ptivodni frakce.
Inkubuje se 3 hodiny na rotatoru pfi laboratorni teploté. Jima se vazebna frakce.

o Promyti 5x 1,5 ml PBS pufrem. Jimaji se promyvaci frakce.

o Pro zhodnoceni u€innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice s navdzanym chy-
motrypsinem se alikvoty frakci odebiranych béhem dil¢ich kroki imobilizace IgG

analyzuji pomoci SDS-PAGE.

Ovéieni kovalentni vazby IgG molekul na magnetické ¢astice Dynabeads-COOH roz-
volnénim IgG na H a L retézce
Roztoky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3; 45 mM DTT; 100 mM IAA; 0,4 M NH4HCO3s 8 M
ureou
Postup:

o 1 mgmagnetickych ¢astic s imobilizovanymi hIgG se promyje 3x 250 ul fosfatového

pufru.
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3.8.2

K ¢asticim se ptida 200 pl roztoku 0,4 M NH4HCO3 s 8 M ureou a 30 pul DTT. Inku-
buje se 15 minut ve vodni lazni pii 50 °C.

Po ochlazeni na pokojovou teplotu se ptida 30 ul IAA. Inkubuje se 10 minut na rota-
toru pii laboratorni teploté. Jimé se vazebna frakce.

Promyje se 1x 1 ml fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci frakce.

Pro zhodnoceni G¢innosti vazby protilatek na magnetické castice s navazanym chy-
motrypsinem se alikvoty frakci odebiranych béhem dil¢ich krokd imobilizace I1gG

analyzuji pomoci SDS-PAGE.

Vazba 1gG protilatek na ¢astice s hydrazidovymi funkénimi skupinami

Roztoky: Promyvaci a vazebny roztok: 0,1 M acetatovy pufr pH 4,6 s 0,2 M NaCl; promy-

vaci roztok po blokaci: 0,1 M PBS pufr pH 7,4; zasobni roztok hIlgG 1 mg/ml; oxida¢ni
¢inidlo: 0,02 M NalOys; blokac¢ni roztok: 0,1 M DL-glyceraldehyd; ethylenglykol

Magnetické castice: SIMAG-Hydrazide, velikost 1 pm

Postup:

1. Ocxidace protilatek

@)

O

Ke 100 pl roztoku hlgG se pfida 400 ul roztoku NalOg4 a inkubuje se 30 minut na
rotatoru ve tmé. Oxidace se zastavi 2 pl ethylenglykolu a inkubuje se 10 minut na
rotatoru ve tmé¢.

Nezreagovana Cinidla se odstrani pomoci Amicon kolonek centrifugaci 10 minut pfi
13 000 rpm. Purifikované protilatky se ziskaji oto¢enim kolonky do €isté zkumavky
a centrifugaci 2 minuty pti 3 500 rpm. Protilatky se doplni 990 ul acetatového pufru.

Jimé se pivodni frakce.

2. Vazba protilatek na magnetické mikrocastice

o 1 mg (= 20 ul) magnetickych ¢astic SIMAG-Hydrazide se promyje 5x 1,5 ml
acetatového pufru. Piida se roztok oxidovanych protilatek a inkubuje se pies noc
na rotatoru pii chladni¢kové teploté. Jima se vazebna frakce.

o Castice se promyiji 5x 1,5 ml acetatového pufru a nasledné blokuji 500 pl blokag-
niho roztoku. Inkubuje se 1 hodinu na rotatoru.

o Promyje se 3x 1,5 ml acetatového pufru a 3x 1,5 ml PBS, ve kterém se ¢éstice

uchovavaji. Jimaji se promyvaci frakce.
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3.8.3

Vazba 1gG protilatek na ¢astice s proteinem A

Roztoky: 0,1M fosfatovy pufr pH 7,2 s 0,15M NaCl, roztok 2,5 uM S-NHS ve fosfatovém

pufru, hyperimunni prase¢i sérum s anti-chymotrypsinovymi protilatkami IgG

Magnetické castice: PureProteom Protein A Magnetic Beads — Millipore Corp., velikost

10 pm

Postup:

O

100 ul magnetickych ¢astic s proteinem A se promyje 3x 250 ul fosfatového pufru
pH 7,2 s 0,15M NacCl.

K promytym magnetickym casticim se pfida 250 pl nafedéného hyperimunniho pra-
seciho séra 1:1 fosfatovym pufrem (125 pl séra +125 ul pufru) — z tohoto roztoku
jimana pivodni frakce. Inkubuje se 60 minut pii pokojové teploté na rotatoru. Jima
se vazebnd frakce.

Po inkubaci se systém promyje 5x 250 ul fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci
frakce.

Inkubace 60 minut s 2,5 uM roztokem S-NHS pfi laboratorni teploté na rotatoru.

Po inkubaci se systém promyje 5x 250 pl fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci
frakce.

Pro zhodnoceni t¢innosti vazby protilatek na magnetické Castice se alikvoty frakci

odebiranych béhem dil¢ich krokl imobilizace IgG analyzuji pomoci SDS-PAGE.

Ovéieni kovalentni vazby anti-chymotrypsinovych protilatek na magnetické ¢astice re-

akcei s chymotrypsinem metodou SDS-PAGE

Roztoky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3; 1 mg/ml zasobni roztok chymotrypsinu a izolovaného

Z bovinniho pankreatu

Postup:

o Ze zasobniho roztoku chymotrypsinu 0 koncentraci 1 mg/ml se odebere 50 ul

(=50 png), které jsou ptidany k magnetickym ¢asticim s imobilizovanymi protilat-
kami. Z tohoto roztoku se jima pivodni frakce. Inkubuje se v chladnickové teploté
na rotatoru po dobu 1 hodiny. Jima se vazebna frakce.

Systém se promyje 3x 500 pl fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci frakce.

Pro zhodnoceni t¢innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice a navazaného chy-
motrypsinu se alikvoty frakci odebiranych beéhem dil¢ich krokl imobilizace IgG ana-
lyzuji pomoci SDS-PAGE.
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Ovéreni navazani chymotrypsinu §tépenim ovalbuminu
Roztoky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3; zasobni roztok ovalbuminu 1 mg/ml
Postup:
o 100 pl ze zasobniho roztoku ovalbuminu 1 mg/ml se piida k magnetickym ¢asticim
s imobilizovanymi specifickymi protilatkami a chymotrypsinem. Z tohoto roztoku se
jima puvodni frakce. Inkubuje se na rotatoru pti pokojové teploté po dobu 4 hodin.
Jim4 se vazebna frakce.
o Promyje se 3x 1 ml fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci frakce.
o Pro zhodnoceni u¢innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice s navazanym chy-
motrypsinem se alikvoty frakci odebiranych béhem dil¢ich krokt imobilizace IgG

analyzuji pomoci SDS-PAGE.
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3.9 Vybér a vazba specifickych protilatek na magnetické mikrocastice
Vyrobce monoklonalnich protilatek (Moravian Biotechnology, Brno, Ceska repub-

lika) poskytl 21 riznych klond specifickych mysich monoklonalnich protilatek proti rekom-

binantnimu PTX3, produkovanych hybridomovou metodou. Metodou dot-blot byla prove-

dena identifikace a vybér klonti s nejvyssi vazebnou aktivitou (viz kapitola 3.7.2).

3.9.1 Purifikace specifickych protilatek pomoci nosice s proteinem A

Roztoky: ekvilibra¢ni pufr: 0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 + 0,15 M NaCl, eluéni pufr: 0,1 M
glycinovy pufr pH 2,8 + 0,15 M NaCl, roztok pro tpravu pH eluci: 0,1 M Tris-HCI pufr pH
9,5

Pomuicky: plastova kolona Bio-Spin objem 1,2 ml (kapacita nosi¢e 10 mg/ml), Affi-Gel Pro-
tein A Gel

Protilatky: kultivatni médium obsahujici monoklonalni anti-PTX3 protilatky IgGi, mysi,

klon 6D9 (Moravian Biotechnology, Brno, Ceska republika)

Postup:

o Plastova kolona se naplni do vyse 1 ml Affi-Gelem s Proteinem A. Promyje se 10 ml
ekvilibra¢niho fosfatového pufru.

o Nanese se 1 ml kultiva¢niho média s monoklonalnimi protilatkami. Jima se vazebna
frakce.

o Nasledné se kolonka promyje 6 ml fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci frakce.

o Protilatky se eluuji 10 ml glycinového pufru, sbiraji se jednotlivé elu¢ni frakce pro-
tilatek. Do kazdé elucni frakce se piida 25 pl Tris-HCI pufru pro rychlou tipravu pH.

o Pomoci SDS-PAGE se provede kontrola, zda byly IgG protilatky na koloné zadrzeny

a nasledné eluovany.

3.9.2 Priprava imunosorbenti pro pentraxin 3

Vazba specifickych protilatek na magnetické ¢astice s proteinem A
Roztok: 0,1 M fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,15 M NaCl

Zdroj specifickych protilatek: a) kultivaéni médium obsahujici monoklonalni anti-PTX3
protilatky 1gG klon 6D9, b) purifikované anti-PTX3 protilatky 1gG klon 6D9

Magnetické castice: PureProteome Protein A Magnetic Beads, velikost 10 pm
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Postup:

1. Vazba specifickych protilatek pfimo z kultivaéniho média (ad a) na magnetické

Castice

©)

300 ul suspenze magnetickych ¢astic s proteinem A se promyje 3x 1 ml fosfatového
pufru.

Inkubuje se s500 pl roztoku protilatek (250 pl kultivaéniho média protilatek +
250 ul fosfatového pufru), ze kterého se jima ptivodni frakce, po dobu 30 minut na
rotatoru pii laboratorni teplot€. Jima se vazebna frakce.

Po inkubaci se systém promyje 10x 1 ml fosfatového pufru. Jimaji se promyvaci
frakce.

Pro zhodnoceni ucinnosti vazby protilatek na magnetické castice se alikvoty frakci

odebiranych béhem dil¢ich krokl imobilizace analyzuji pomoci SDS-PAGE.

2. Vazba specifickych protilatek purifikovanych z kultivaéniho média na koloné

s proteinem A (ad b) na magnetické ¢astice

@)

200 ul izolovanych protilatek se odsoli pomoci Amicon 100k centrifugaci 10 minut
pii 13 000 rpm.

Frakce odsolenych protilatek o objemu 10 pl je ziskana centrifugaci Amico kolonky
po dobu 2 minut pti 3 500 rpm. Jimana pivodni frakce.

300 pl suspenze magnetickych ¢astic s proteinem A se promyje 3x 1 ml fosfatového
pufru.

Magnetické ¢astice se smichaji s 250 pul odsolenych izolovanych protilatek a inkubuji
po dobu 30 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté. Jima se vazebna frakce.

Po inkubaci se magnetické Castice promyji 10x 1 ml fosfatového pufru. Jimaji se
promyvaci frakce.

Pro zhodnoceni G¢innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice se alikvoty frakei

odebiranych beéhem dil¢ich krokl imobilizace analyzuji pomoci SDS-PAGE.

Vazba specifickych protilatek na magnetické ¢astice s COOH skupinou
Roztoky: 0,1 M MES pH 5,0; 0,1 M PBS pH 7,4; roztok EDAC 7,5 mg/0,5 ml; S-NHS
1,25 mg/0,5 ml

Protilatky: specifické monoklonéalni anti-PTX3 protilatky purifikované vyrobcem pomoci

kolonky s proteinem A —klon1.1a7.1
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Magnetické castice: Dynabeads™ MyOne™ Carboxylic Acid, SIMAG-COOH, velikost

1um

Postup:

1. Vazba specifickych protilatek na magnetické ¢astice Dynabeads-COOH

O

O

100 pl suspenze magnetickych castic (1 mg) se promyje 5x 100 ul MES pufru.
Pfida se roztok EDAC 7,5 mg/0,5 ml pufru a objem se doplni do 1ml MES pufrem.
Inkubuje se 30 minut pii laboratorni teploté na rotatoru. Promyje 2x 1 ml MES pufru.
Prida se 20 pg nebo 50 ng monoklonalnich protilatek v objemu 1 ml, ze kterych jsou
jimany pivodni frakce a inkubuje se ptes noc pfi 4 °C na rotatoru. Jimaji se vazebné
frakce.

Systém se promyje 3x 1 ml MES pufru, 2x 1 ml PBS pufru a 3x 1 ml MES pufru.
Jimaji se promyvaci frakce.

Pro zhodnoceni ucinnosti vazby protilatek na magnetické Castice se alikvoty frakci

odebiranych béhem dil¢ich krokl imobilizace analyzuji pomoci SDS-PAGE.

2. Vazba specifickych protilatek na magnetické ¢astice SIMAG-COOH

O

O

20 pul suspenze magnetickych ¢astic (1 mg) se promyje 5x 100 ul MES pufru.

Pfida se roztok EDAC 7,5 mg/0,5 ml pufru a roztok S-NHS 1,25 mg/0,5 ml pufru.
Inkubuje se 30 minut pfi laboratorni teploté na rotatoru. Promyje 2x 1 ml MES pufru.
Ptida se 30 pg monoklonalnich protilatek v objemu 1 ml, ze kterého se jima pivodni
frakce a inkubuje se pies noc pii 4 °C na rotatoru. Jima se vazebna frakce.

Systém se promyje 3x 1 ml MES pufru, 2x 1 ml PBS pufru a 3x 1 ml MES pufru.
Jimaji se promyvaci frakce.

Pro zhodnoceni G¢innosti vazby protilatek na magnetické ¢astice se alikvoty frakei

odebiranych beéhem dil¢ich krokl imobilizace analyzuji pomoci SDS-PAGE.
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3.10 Priprava konjugatu na bazi silika nanocastic a kvantovych tecek

Roztoky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3; 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl

Reagencie: CdTe-COOH kvantové tecky, EDAC (0,5 mg/250 ul), 0,02 M NalOg,
ethylenglykol

Protilatky: Polyklonalni anti-PTX3 protilatky 1 mg/ml

Nosic: Silika nanocastice s NH2 funk¢ni skupinou (roztok 3 mg/200 ul)

Postup:

1. Priprava nanokompozitu SiNPs-QD

o

Silika nanocastice se promyji 5x 1 ml fosfatového pufru s néslednou centrifugaci
5000 rpm 5 minut.

Nanocastice se smichaji s 10 ul CdTe-COOH a ptida se 250 ul EDAC, objem ve
zkumavce se doplni pufrem do 1 ml a inkubuje se 1 hodinu pti pokojové teplot¢.
SiNPs-QD se centrifuguji pii 5 000 rpm 5 minut, promyji se 3x 1 ml fosfatového
pufru s 1 M NaCl a 2x se promyji 1 ml fosfatového pufru bez NaCl pro odstranéni

nenavazanych slozek.

2. Aktivace protilitek oxidaci pomoci NalO4

O

Hydroxylové skupiny glykosidického fetézce protilatek (20 ug protilatek) se oxiduji
NalO4 pro vytvoreni reaktivnich aldehydovych skupin reagujicich nasledné s amino-
skupinami modifikovanych silika nanocastic.

Inkubuje se 30 minut ve tmé& na rotatoru, reakce se zastavi 1,5 ul ethylenglykolu.
Zbylé molekuly oxida¢niho ¢inidla NalO4 se odsoli pomoci Amicon 100k
centrifugaci 10 minut pfi 13 000 rpm. Frakce odsolenych protilatek o objemu 10 pl
se ziskala centrifugaci po dobu 2 minut pfi 3 500 rpm.

Aktivované protilatky se pridaji k promytym SiNPs-QD a inkubuji se pfes noc na
rotatoru pii 4 °C.

Biofunkcionalizované anti-PTX3 IgG protilatky se promyji 3x 1 ml fosfatového
pufru a zcentrifuguje se pii 5 000 rpm 5 minut. Uchovava se ve fosfatovém pufru pii

4 °C.
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3.11 Elektrochemicky priikaz pentraxinu 3 v modelovém vzorku
Roztok: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3, PBS pufr pH 7,4

Reagencie: biokonjugat na bazi silika nanocastic a kvantovych te¢ek CdTe; 0,1 M HCI

Antigen: PTX3 20 ng/ml

Imunosorbent: magnetické ¢astice se specifickou anti-PTX3 protilatkou (20 pg)

Elektroda: Tisténé elektrody s bizmutovym filmem BiSPCE

Potenciostat: Potenciostat PalmSens2 spojeny se software PSTrace

Postup:

o 100 pl imunosorbentu (2 pg) se promyje 3x 1 ml fosfatového pufru pH 7,3.

o K imunosorbentu se piida 100 ul PTX3 10 ng/ml nebo 20 ng/ml a inkubuje se 15 minut
na rotatoru pfi laboratorni teploté.

o Ptidase 25 pl biokonjugatu a objem zkumavky se doplni do 100 pl, inkubuje se 15 minut
na rotatoru pii laboratorni teploté.

o Systém se inkubuje 3 minuty v 0,1 M HCI. 100 pl imunokomplexu se nanasi na
tisténou elektrodu ekvilibrovanou PBS pufrem.

o Pomoci tisténé elektrody a potenciostatu lze méfit elektrochemicky signal atomt kovu

Cd(II) uvolnéného z kvantovych teéek konjugatu. Konkrétné byla pouzita metoda
SWASYV za podminek: depozi¢ni potencial -1,0 V 120 s, kondi¢ni potencial

-0,15 V 45 s, rozsah potencialu od -1,0 do V -0,15 V, potencialovy krok 0,003 V, ampli-
tuda 0,02805 V a frekvence 25 Hz.
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3.12 Elektrochemicky prikaz pentraxinu 3 v plodové vodé
Roztok: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3; PBS pufr pH 7,4

Reagencie: biokonjugat na bazi silika nanocastic a kvantovych te¢ek CdTe; 0,1 M HCI
Vzorek: vzorky pozitivni a negativni plodové vody ve vhodném fedéni

Imunosorbent: 1 mg magnetickych castic se specifickou anti-PTX3 protilatkou piipraveny

dle protokolu v kapitole 3.9.2.

Elektroda: Tisténé elektrody s bizmutovym filmem BiSPCE
Potenciostat: Potenciostat PalmSens2 spojeny se software PSTrace

Postup:

o 100 pl imunosorbentu (2 pg) se promyje 3x 1 ml fosfatového pufru pH 7,3.

K imunosorbentu se ptida 100 pl plodové vody vhodného fedéni (1:1, 1:2, 1:4) a inku-
buje se 15 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté.

o Poté se prida 25 ul biokonjugatu a objem zkumavky se doplni do 100 ul, inkubuje se
15 minut na rotatoru pii laboratorni teploté.

o Magnetické ¢astice se inkubuji 5 minut v 0,1 M HCI. 100 pl supernatantu s
uvolnénymi atomy Cd se nanasi na tist€énou elektrodu ekvilibrovanou PBS pufrem.

o Pomoci tiSténé elektrody a potenciostatu 1ze méfit elektrochemicky signal atomi kovu
Cd(II) uvolnéného z kvantovych te¢ek konjugatu. Konkrétné byla pouzita metoda
SWASYV za podminek: depozi¢ni potencial -1,0 V 120 s, kondi¢ni potencial
-0,15V 45 s, rozsah potencialu od -1,0 do V -0,15 V, potencialovy krok 0,003 V,
amplituda 0,02805 V a frekvence 25 Hz.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro vyvijeny senzor na bazi imunomagnetické separace s elektrochemickou detekci
jsou hlavni 3 ¢asti: 1) imunosorbent sklddajici se z magnetickych ¢astic s kovalentné vaza-
nymi specifickymi protilatkami, 2) biokonjugat skladajici se ze sekundarnich specifickych
protilatek s hanokompozitem na bazi silika nanoc¢astic a kvantovych tecek, 3) elektroche-

micky prukaz antigenu s pouzitim tisténych elektrod a potenciostatu (obrazek 13).

Tisténa uhlikova
elektroda

e/a
Yy
M/
Sekundarni ¥ i
znacena
protilatka 8”’48

Stanovovany
biomarker

Magneticka
Géstice

Obrazek 13: Schéma senzoru na bdzi imunomagnetické separace s elektrochemickou detekci
SWASYV = Anodicka rozpoustéci ,,square wave* voltametrie

Magnetické castice jsou hlavni sou¢asti imunosorbentu. Jejich povrch mize byt mo-
difikovan riznymi funkénimi skupinami, které nasledné reaguji s funkénimi skupinami spe-
cifickych protilatek a vytvari stabilni, nej€astéji kovalentni vazbu. Diky specifité¢ pouzitych
protilatek a superparamagnetickym vlastnostem magnetickych ¢astic je zajisténa pozitivni
selekce pozadovaného antigenu z komplexniho vzorku. Pomoci tohoto senzoru bude mozné

simultanné prokazovat tfi biomarkery zanétu v plodové vodé béhem jediné analyzy.

Pro elektrochemicky prikaz 3 antigenti béhem jedné analyzy bylo stézejni pouziti
tzv. biokonjugatu. Ten poskytoval amplifikovany signdl, a to diky kovalentné vdzanému na-
nokompozitu na bazi silika nanocastic a kvantovych teek vazanych na sekundéarnich proti-
latkach. Pro prikaz kazdého ze tii antigend byly pouzity kvantové tecky a nanocastice lisici
se typem atomu kovu, aby nedoslo k piekryvu ziskanych signali po elektrochemické de-
tekci. Kvantové tecky slouzily jako elektroaktivni znacky, jejichz redukce kyselou hydroly-
zou byla zachycena tisténou elektrodou Spojenou s potenciostatem a prokazovala ptitomnost

daného antigenu ve stanovovaném vzorku.
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Prace na této diplomové praci spocivala v n€kolika krocich: a) kovalentné vazat mo-
delové nebo specifické 1gG molekuly na magnetické castice tak, aby byla co nejvyssi ucin-
nost vazby a soucasné byla zachovana jejich vaznost s antigenem, pouzit vice typa vazby
a vybrat tu nejvhodnéjsi z hlediska ucelu, b) purifikovat monoklonalni protilatky vyrobené
hybridomovou technikou, a to pomoci nosice s vdzanym proteinem A z vysoce komplexniho
kultiva¢niho média a tyto molekuly IgG definované specifity pouzit pro pfipravu imunoso-
rbentu, ¢) ovéfit, Ze takto pfipraveny imunosorbent lze pouzit pro izolaci biomarkeru zanétu,

PTX3, z plodové vody jako soucast biosenzoru s elektrochemickou detekei.

4.1 Zpisoby vazby modelovych IgG protilatek na magnetické castice

Pro vazbu specifickych molekul IgG na magnetické ¢astice (kap. 3.8 a 3.9) byly po-
uzity magnetické ¢astice povrchové modifikované riznymi funkénimi skupinami — karbo-
xylovou funkéni skupinou, hydrazidovou funkéni skupinou. Dalsim typem byly magnetické
¢astice modifikované proteinem A. VSechny pouzité magnetické ¢astice jsou uvedeny v ka-
pitole 3.5.

Pro vazbu na magnetické ¢astice byly k dispozici specifické mysi monoklonalni pro-
tilatky vytvorené hybridomovou technikou s rekombinantnim PTX3 (kap. 3.1). Jednotlivé
klony hybridomu byly testovany vyrobcem Moravian Biotechnology na pfitomnost speci-
fickych protilatek v kultivacnim médiu a kultivacni média s monoklonélnimi protilatkami
byly ptedany k ovéfeni reaktivity s cilovou strukturou, konkrétné PTX3, metodou dot-blot.
Nasledné byly nejvice reaktivni protilatky vyrobcem reklonovany, izolovany a purifikovany
metodou afinitni chromatografie na koloné s proteinem A. Pro tvorbu biokonjugatu byly

také k dispozici komer¢ni specifické polyklonalni anti-PTX3 protilatky (kap. 3.1).
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4.1.1 Vazba IgG na magnetické ¢astice s karboxylovymi skupinami
Specifické protilatky 1gG jsou na magnetické Castice s karboxylovymi funkénimi
skupinami vazany tak, ze karboxylova skupina COOH magnetickych ¢astic reaguje s ami-

noskupinou protilatek NH> za vzniku kovalentni vazby CO-NH (obrazek 14).

0
+ -H,0 "

Obrazek 14: Schéma kovalentni vazby karboxylové funkcni skupiny magnetické Cdstice s amino-
vou funkcni skupinou IgG molekuly

Magneticka
Castice

Jako prvni nosi¢ byly pouzity magnetické ¢astice Dynabeads-COOH. Pied samotnou
vazbou IgG na magnetické Castice S karboxylovou funkéni skupinou je dulezita aktivace
magnetickych ¢astic pomoci EDAC, které aktivuje karboxylovou funkéni skupinu na po-
vrchu magnetickych ¢astic. Postup vazby 1gG protilatek na magnetické ¢astice Dynabeads-
COOH je popsana Vv kapitole 3.8.1.

Pro vazbu nespecifickych lidskych IgG (hIgG) byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic
Dynabeads™ MyOne™ Carboxylic Acid a 50 ug hlgG. Uéinnost vazby protilatek na mag-
netické ¢astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit byl 10% polyakrylami-
dovy gel obarveny roztokem amoniakalniho stiibra. Hlavni frakce davkované na gel zahr-
novaly puvodni frakci nespecifického hlgG v mnozstvi 0,5 ug na jamku, vazebnou frakci
a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se soft-

warem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na obrazku 15.
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Obrazek 15: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po imobilizaci nespecifickych hlgG na
magnetické castice Dynabeads-COOH — vyrez gelu

1 - hlgG v mnozstvi 0,5 pg na jamku, 2 — vazebna frakce po inkubaci, 3 — prvni promyvaci
frakce (PBS pufr pH 7,4), 4 — molekulovy marker, 5 — druha promyvaci frakce (PBS pufr pH
7,4), 6 — treti promyvaci frakce (PBS pufr pH 7,4)

Ve frakci 1 je ziejma piitomnost hlgG molekul, které byly ptidany k magnetickym
¢asticim. Porovnanim intenzity prouzku frakce 1 a 2 je zfejmy uUbytek hlgG po inkubaci
s magnetickymi ¢asticemi. V promyvacich frakcich 3, 5 a 6 neni viditelny prouzek, nedo-
chazi k vymyvani IgG molekul z magnetickych ¢astic. Vysledek gelu potvrzuje 100% vyva-
zani hlgG protilatek na magnetické castice Dynabeads-COOH. Vazba protilatek na magne-
tickeé castice s karboxylovou funkéni skupinou neni z ¢asového hlediska rychlou metodou
z divodu inkubaci pfes noc, ale poskytuje vysokou ucinnost vazby protilatek s jejich vetsi
stabilitou na magnetickych casticich. Nevyhodou téchto ¢astic je neorientovana vazba pro-
tilatek na magnetické Castice, ktera snizuje vazebnou kapacitu pro antigen. Pro ovéteni ko-
valentni vazby mezi IgG molekulami a magnetickymi ¢asticemi Dynabeads-COOH byl pro-

veden navazujici experiment.
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Ovéreni kovalentni vazby IgG molekul na magnetické cdastice Dynabeads

Pro ovéfeni, ze vazba mezi magnetickymi ¢asticemi a protilatkami je stabilni a ze se
nejedna o nespecifickou sorpci IgG molekul na povrch magnetickych ¢astic, byly Castice
preneseny do prostiedi, kde jsou vSechny slabé nekovalentni vazby rozruseny. IgG molekuly
kovalentn¢ vazany na magnetické Castice zlistdvaji soucasti imunosorbentu, nespecificky
vazané IgG molekuly se uvoliuji do kapalné faze. Po elektroforetické analyze by u nespeci-
ficky vazanych IgG molekul byly pfitomny na gelu piitomny IgG molekuly a jejich volné
tézké (50 kDa) a lehké (25 kDa) fetézce. Postup experimentu je popsan v podkapitole 3.8.1.

1 mg magnetickych ¢astic Dynabeads-COOH obsahujici na svém povrchu 50 ug
hlgG byl inkubovan s eluénimi a denatura¢nimi ¢inidly obsahujici ureu, DTT a IAA. Kon-
trola uvolnéni protilatek byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit byl 10% poly-
akrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakdlniho stfibra. Hlavni frakce davkované na
gel zahrnovaly frakci nespecifického higG ptediedéného 1:32, eluéni a promyvaci frakci.
Gel byl hodnocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vy-

hodnoceni gelu je na obrézku 16.

. 1 2 3 4 5
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Obrazek 16: Analyza elucnich a promyvacich frakci po rozvolnéni higG protilatek z magnetic-
kych castic Dynabeads-COOH na jednotlivé retézce — vyrez gelu

1 — vzorek IgG tedény 1:32 fosfatovym pufrem pH 7,3, 2 — molekulovy marker,
3 — elucni frakce po inkubaci s ¢inidly, 4 — prvni promyvaci frakce
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Ve frakci 1 je zfejma pritomnost malého mnozstvi hlgG molekul prediedénych 1:32,
které by v tomto fedéni mély byt na gelu viditelné. Tento fedény vzorek hlgG slouzil pouze
k porovnani ptitomnosti volnych protilatek v eluéni frakci 3, ve které neni ziejma pfitomnost
hlgG molekul, ani uvolnénych téZkych (50 kDa) ¢i lehkych (25 kDa) fetézcu. Stejné tak i v
promyvacich frakcich 4 a 5 nejsou pritomny hlgG molekuly ¢i volné fetézce. Tento vysledek
potvrzuje pfitomnost stabilni vazby mezi magnetickymi ¢asticemi Dynabeads-COOH a 1gG
molekulami, zaroven se nepotvrdila nespecificka sorpce IgG molekul k magnetickym ¢asti-
cim. Cast IgG molekul vazanych na magnetickych ¢asticich nemusi mit vhodnou orientaci

pro vazbu antigenu.

4.1.2 Vazba IgG na magnetické ¢astice s hydrazidovymi skupinami

Dalsim dostupnym nosi¢em byly magnetické ¢astice s hydrazidovymi funkénimi
skupinami. Pouzity byly magnetické ¢astice obsahujici na svém povrchu hydrazidové sku-
piny NHNH., které reaguji s CHO skupinou oxidovanych protilatek. K oxidaci protilatek se
pouzilo NalOs. Pti vazbé oxidovanych protilatek na hydrazidové magnetické ¢astice dochazi

ke vzniku hydrazidové vazby (obrazek 17).

o —
!
+ = H,0 0
NHNH "
" CHO— NH=NH—=¢ -
Magneticka
Castice

Obrazek 17: Schéma kovalentni vazby hydrazidové funkcni skupiny magnetické Castice s oxido-
vanou 1gG molekulou

Pfed samotnou vazbou 1gG molekul na magnetické ¢astice s hydrazidovymi funkc-
nimi skupinami (SIMAG-Hydrazide) je dulezita oxidace protilatek pomoci ¢inidla NalOg,
které vytvari aldehydickou skupinu CHO z hydroxylové skupiny OH na terminalnim mono-
sacharidu glykosidického fetézce v Fc ¢asti IgG molekul. Tyto aldehydické skupiny mohou

nasledné reagovat s hydrazidy pfitomnymi na magnetickych ¢asticich a vytvari kovalentni

71



vazbu. Postup vazby protilatek na magnetické ¢astice SIMAG-Hydrazide je popsana v pod-
kapitole 3.8.2.

Pro vazbu nespecifickych lidskych IgG (hlgG) byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic
SIMAG-Hydrazide a 100 pg oxidovanych hlgG. U¢innost vazby protilatek na magnetické
¢astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel
obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly pi-
vodni frakci nespecifického hlgG v mnozstvi 1 pg na jamku, vazebnou frakci a frakce
promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem

ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na obrazku 18.
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Obrazek 18: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po imobilizaci nespecifickych hlgG na
magnetické castice SIMAG-Hydrazide — vyrez gelu

1 — molekulovy marker, 2 — hlgG v mnozstvi 1 pg na jamku, 3 — vazebna frakce po inkubaci,
4 — prvni promyvaci frakce (acetatovy pufr pH 4,6), 5 — druha promyvaci frakce (acetatovy pufr
pH 4,6), 6 — tieti promyvaci frakce (acetatovy pufr pH 4,6)

Ve frakci 2 je zfejma piitomnost hlgG molekul, které byly ptidany k magnetickym
¢asticim. Porovnanim intenzity frakce 2 a 3 nelze potvrdit ubytek hlgG ve vazebné frakei po
inkubaci s magnetickymi ¢asticemi. V promyvacich frakcich 4, 5 a 6 neni neni viditelny
prouzek, nedochéazi k vymyvani IgG molekul z magnetickych ¢astic. Denzitometrickym vy-
hodnocenim gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjiSténo, ze u¢innost vazby IgG molekul
na magnetické ¢astice SIMAG-Hydrazide je 17,4 %. Vazba pomoci hydrazidové funkéni
skupiny magnetickych Castic je oproti vazbé pomoci karboxylové funkéni skupiny vyhodna
v tom, ze OH skupina IgG molekul je pfitomna na konci glykosidického fetézce Fc frag-
mentu IgG molekul. Diky tomu se IgG molekuly vaZzi na magnetické ¢éstice orientované
a vSechna vazebna mista jsou stéricky pfistupna pro antigen. Tento experiment prokazal ma-

lou G¢innost vazby IgG molekul na magnetické castice.
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4.1.3 Vazba IgG protilatek na magnetické ¢astice s proteinem A
Dalsim dostupnym nosi¢em byly magnetické ¢astice s proteinem A. Protein A vaze
specificky Fc ¢asti 1IgG molekul bez jejich tpravy, tzn. ze se na magnetické Castice vazi

nativni IgG molekuly bez rizika jejich chemického ovlivnéni (obrazek 19).
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Obrazek 19: Schéma nekovalentni vazby magnetickych cdstic s proteinem A a specifické
IgG protilatky

Pro vazbu na magnetické ¢astice byla pouzita suspenze 100 pl PureProteome Protein
A Magnetic Beads. Na magnetické ¢astice byly vazany specifické anti-chymotrypsinové 1gG
molekuly (anti-CHT) z hyperimunniho prasec¢iho séra o nezndmém mnozstvi protilatek.
Magnetické Castice byly inkubovany se 125 pul tohoto séra. Po vazbé protilatek na magne-
tické Castice se tato vazba stabilizovala pomoci S-NHS ¢inidla. Postup vazby je popsan

v podkapitole 3.8.3.

Utinnost vazby protilatek na magnetické &astice byla hodnocena pomoci metody
SDS-PAGE. Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakalniho stfi-
bra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly ptvodni frakci hyperimunniho praseciho
séra prediedéného 1:1, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci sta-

nice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na obrazku
20.
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Obrazek 20: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po imobilizaci anti-chymotrypsinovych 19G
protilatek na magnetické cdstice s proteinem A — vyrez gelu

1 — fedéné hyperimunni prase¢i sérum 1:1 pufrem, 2 — vazebna frakce po inkubaci, 3 — prvni
promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,2 s NaCl), 4 — druha promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH
7,2 s NaCl), 5 — tieti promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,2 s NaCl), 6 — molekulovy marker, 7 —
prvni promyvaci frakce po vazbé S-NHS, 8 — druhd promyvaci frakce po vazbé S-NHS

Ve frakci 1 lze pozorovat vzorek hyperimunniho praseciho séra, ktery byl ptidan
k magnetickym casticim. Porovnanim intenzity prouzku IgG molekul ve frakci 1 a 2 je
ziejmy ubytek IgG molekul. V promyvacich frakcich 3, 4 a 5 neni viditelny prouzek, nedo-
chézi k vymyvani IgG molekul z magnetickych castic. Denzitometrickym vyhodnocenim
gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjiSténo, ze u€innost vazby IgG molekul na magne-
tické Castice PureProteome Protein A Magnetic Beads je 51,4 %. Gel je piesycen z duvodu
pouziti hyperimunniho praseciho séra, které obsahuje i protilatky jiné téidy nez IgG. Vazba
protilatek na magnetické ¢astice pomoci proteinu A je vyhodnou metodou piedevs§im diky
orientované vazbé IgG molekul na magnetické ¢astice a Setrnosti k nim. Dnes jsou k dispo-
zici magnetické ¢astice jiz modifikované proteinem A od vyrobce, ktery udava, jakou afinitu
ma protein A k jakym druhovym protilatkam (tabulka 7). Pouzity byly praseci IgG molekuly,
které maji dle vyrobce vysokou afinitu k proteinu A. Pro ovéfeni vyvazani anti-CHT IgG
molekul z hyperimunniho praseciho séra byl proveden navazujici experiment, a to vazbou

chymotrypsinu na tyto protilatky.
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Tabulka 7: Afinita protilatek k proteinu A (Millipore Corp., Massachusetts, USA)

Key code for relative affinity of Protein A and G for respective antibodies
++ = Strong affinity + = Moderate/shght affinity +/- = Requwes evaluation - = No affinity
Protein A Protein G Protein A Protein G ProteinA Protein G

Human IgG ++ ++ Mouse IgM *l- - Sheep IgG e +
Human lgG A +e Rat 1gG - e Goat IgG i ’
Human IgG' - + RatlgG, +/= + I Pig 19G = ’,’
Human IgG, ++ ++ RatlgG,, */- ++ Chicken IgG - i
Human IgA + - RatlgG__ *i= + Fragmants
Human igD . - Rat igG, - + Human Fab ‘ * +
Human IgE * - Rat IgM +i= - Human F(ab’)2 + +

man I.M . - Rabbit IgG ‘e . Human scFv + -
Mouse 1gG, + I " Hamster 1gG + + Human Fc 0 +
Mouse IgG_, +v " Guinea Pig IgG ++ + Human \ - -
Mouse Ing.= +e +t Bovine IgG + * Human 2 -
Meuse IgG, + ++

Ovéieni kovalentni vazby anti-chymotrypsinovych protilatek na magnetické Castice
Z divodu pouziti specifickych anti-CHT protilatek bylo mozné ovéfeni jejich vazby
na magnetické ¢astice pomoci vazby antigenu. Chymotrypsin je proteolyticky enzym o ve-
likosti 25 kDa aktivni pti pokojové teploté, proto je pii jeho vazbé dulezita teplota 4 °C.
Pro vazbu na imobilizované anti-CHT 1gG molekuly na magnetickych ¢asticich
s proteinem A bylo pouzito 50 pg a-chymotrypsinu izolované¢ho z hovéziho pankreatu. Po-

stup vazby je popsan v podkapitole 3.8.3.

Uginnost vazby chymotrypsinu na imobilizované lgG molekuly byla hodnocena po-
moci metody SDS-PAGE. PouZit byl 12% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amo-
niakalniho stfibra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly puvodni frakci chymotry-
psinu v mnozstvi 10 pg na jamku, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen
pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImagelLab. Vyhodnoceni gelu je

na obrazku 21.
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Obrazek 21: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé chymotrypsinu na anti-chymo-
trypsinové IgG protilatky vazané na magnetickych cdsticich s proteinem A — viez gelu

1 — chymotrypsin v mnozstvi 10 pug na jamku, 2 — molekulovy marker, 3 — vazebna frakce po
inkubaci, 4 — prvni promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,3), 5 — druha promyvaci frakce (fos-
fatovy pufr pH 7,3), 6 — tfeti promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,3)

Ve frakci 1 je ziejma piitomnost a-chymotrypsinu, ktery byl ptidan k imobilizova-
nym anti-CHT protilatkdm na magnetickych ¢asticich. Porovnanim intenzity prouzku chy-
motrypsinu ve frakci 1 a 3 je zfejmy maly ubytek chymotrypsinu. V promyvacich frakcich
4,5 a 6 je jesté ziejma piitomnost vymyvajicich se molekul chymotrypsinu. Denzitometric-
kym vyhodnocenim gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjisténo, Ze ¢innost vazby chy-
motrypsinu na anti-CHT protilatky je 7,8 %. Z divodu neznamého mnozstvi anti-CHT pro-
tilatek vyvazanych na magnetickych ¢asticich je mozné, ze doslo k jejich pfesyceni a-chy-
motrypsinem. I pfes nizkou u¢innost vazby chymotrypsinu se jeho ¢ast navazala na nosi¢
a bude tak vykazovat proteolytickou aktivitu. Pro ovéteni, ze se chymotrypsin vyvazal na

tyto protilatky bylo vyuzito jeho proteolytické aktivity ke Sté€peni proteinu ovalbuminu.

Ovéieni specifické vazby chymotrypsinu na imunosorbent stépenim ovalbuminu
Chymotrypsin je proteolyticky enzym, proto nejjednodussim ovétenim jeho vazby
na anti-CHT 1gG molekuly je prokazani proteolytické aktivity nosice §tépenim proteinu, na-

ptiklad ovalbuminu. Jedna se o albumin vajecného bilku o molekulové hmotnosti 43 kDa.

Pro stépeni bylo pouzito 100 pg ovalbuminu. Postup vazby je popsan v kapitole

3.8.3. U¢innost chymotrypsinu vazaného na imobilizovanych protilatkach byla hodnocena

pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit byl 12% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem
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amoniakalniho stfibra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly ptivodni vzorek ovalbu-
minu v mnozstvi 10 pg na jamku, frakci po Stépeni a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen
pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je

na obrazku 22.
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Obrazek 22: Analyza stépnych a promyvacich frakci po Stépeni ovalbuminu vazanym chymotry-
psinem na anti-chymotrypsinovych protilatkach — vyrez gelu

1 — ovalbumin v mnozstvi 10 pg na jamku, 2 — molekulovy marker, 3 — frakce po $tépeni, 4 —
prvni promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 7,3), 5 — druha promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH
7,3)

Ve frakci 1 je ziejma pFitomnost ovalbuminu, ktery byl ptidan k chymotrypsinu va-
zanému na imobilizovanych anti-CHT protilatkach. Porovnanim frakce 1 a 3 jsou ve frakci
3 viditelné §tépné fragmenty ovalbuminu. V promyvaci frakci 4 je zfejma piitomnost vymy-
vanych Stépnych fragmentii ovalbuminu, v promyvaci frakci 4 je zfejma pfitomnost pouze
vymyvaného ovalbuminu. Na zakladé pritomnosti §t€pnych fragmentt ovalbuminu byla po-
tvrzena ptitomnost chymotrypsinu na anti-CHT protilatkach vazanych na magnetickych ¢as-

ticich s proteinem A.
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4.2 Vybér specifickych monoklonalnich protilatek

Z divodu vysokych cen komer¢nich monoklonalnich protilatek proti PTX3 byla
oslovena firma Moravian Biotechnology se sidlem v Brné s cilem zajistit specifické mono-
klondlni protildtky hybridomovou technikou s dodanym antigenem — rekombinantnim
PTX3. Firma poskytla 21 klonii monoklonalnich protilatek v kultiva¢nich médiich obsahu-
jici spoustu nutri¢nich latek. Ukolem bylo si z t&chto klonti vybrat nejvice reaktivni klony,
které vyrobce nasledné reklonoval a purifikoval nosi¢em s proteinem A. Ke zjisténi reakti-

vity protilatek byla provedena metoda dot-blot, ktera je popsana v podkapitole 3.7.2.

Na obrazku 23 Ize pozorovat vysledek metody dot-blot. Pokud specificka anti-PTX3
protilatka vykazovala reaktivitu k rekombinantnimu PTX3, zbarvila se jamka v levém hor-
nim rohu. Intenzita zabarveni jamky koreluje se silou reaktivity protilatky. Z obrazku 24 lze
vyhodnotit, ze 12 klont z 21 vykazovalo reaktivitu s dodanym rekombinantnim PTX3.
10 nejvice reaktivnich klonti bylo reklonovano vyrobcem a pouzito pro vyrobu imunosor-
bent pro PTX3. Za nejlepsi a nejvice reaktivni klon byl oznacen klon protilatek 6D9, ktery

byl po reklonovani vyrobcem piejmenovan na klon 1.1.

Z tohoto duvodu jsou ve vysledcich pfipravy imunosorbenti pfipravovany imunoso-
rbenty nejdiive z 1IgG1 molekul klon 6D9, nasledné z 1gG1 molekul klon 1.1. Klon 6D9 byl
vyrobcem dodan v kultiva¢nim médiu, ze kterého byl pfipravovan prvni imunosorbent. Na-
sledné byly tyto IgG1 molekuly izolovany pomoci kolonky s proteinem A a pouzity k tvorbé

dalsiho imunosorbentu. 1gG1 molekuly klon 1.1 byly jiz vyrobcem purifikovany a pfipra-

veny k experimentim.
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Obrazek 24: Afinita specifickych protilatek k Obr:dzek 23! Vy’ h ordnocem" r’eaktivity
PTX3, metoda dot-blot klonit monoklonalnich protilatek meto-

dou dot-blot
Modra barva = nereaktivni
Zluta barva = reaktivni

Bezbarvy kruh = nereaktivni
Tmavy kruh = vysoka reaktivita
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4.3 Priprava imunosorbentii pro pentraxin 3

Cilem pfipravy imunosorbentii bylo vytvofit vhodny imunosorbent pro PTX3 obsa-
hujici maximalni mnozstvi spravné orientovanych specifickych anti-PTX3 IgG protilatek.
Pro tvorbu imunosorbentt byly pouzity magnetické astice s karboxylovymi funkénimi sku-

pinami a magnetické ¢astice s proteinem A.

4.3.1 Imunosorbenty z magnetickych ¢astic s proteinem A
Pro prvni imunosorbent byly vybrany magnetické Castice s proteinem A, na které
byly vazany specifické anti-PTX3 IgG molekuly. Jednalo se o mysi protilatky t¥idy IgGq, ke

kterym ma protein A niZ$i afinitu, nez k dfive pouzitym prase¢im anti-CHT IgG (tabulka 7).

Prvni imunosorbent z magnetickych ¢astic PureProteome Protein A Magnetic Beads
(1 mg) byl proveden s pouzitim kultivaéniho média IgG molekul klonu 6D9 bez jejich pred-
chozi izolace, pouze po nafedéni 1:1 fosfatovym pufrem. Postup vazby IgG molekul je
popsan v kapitole 3.9.2. Uginnost vazby na magnetické ¢astice byla hodnocena pomoci me-
tody SDS-PAGE. Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakalniho
stiibra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly ptvodni frakci kultivaéniho média s 19G
molekulami klonu 6D9 piedfedéného 1:1, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hod-
nocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vyhodnoceni

gelu je na obrazku 25.
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Obrazek 25 Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé specifickych anti-PTX3 1gG mo-
lekul 6D9 z kultivacniho média na magneticke castice s proteinem A — vyrez gelu
1 — molekulovy marker, 2 — kultiva¢ni médium s 1gG molekulami klonu 6D9 fedéné 1.1, 3 — va-
zebna frakce po inkubaci, 4 — prvni promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 8 s NaCl), 5 — druha
promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 8 s NaCl), 6 — tfeti promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 8
s NaCl)
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Ve frakcei 2 Ize pozorovat ptivodni frakci kultivacniho média s 1gG molekulami klonu
6D9, které¢ bylo ptidano k magnetickym c¢asticim. Porovnanim intenzity prouzku ve frakci
2 a 3 je ziejmy maly ubytek IgG molekul. V promyvaci frakci 4 je viditelné vymyvani IgG
molekul z magnetickych ¢astic, promyvaci frakce 5 a 6 jiz neobsahuji zadné IgG molekuly.
Denzitometrickym vyhodnocenim gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjisténo, ze Gcin-
nost vazby 1gG molekul klonu 6D9 z kultiva¢niho média na magnetické ¢astice ¢astic Pure-
Proteome Protein A Magnetic Beads je 9 %. Z divodu nizké Géinnosti vazby IgG molekul
pfimo z média byla provedena jejich purifikace pomoci kolonky s proteinem A. Purifikace

a izolace 1gG molekul je popsana v kapitole 3.9.1.

Uginnost izolace a purifikace specifickych 1gG molekul klonu 6D9 z kultivaéniho
média byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel
obarveny roztokem amoniakalniho stiibra. Hlavni frakce davkované na gel zahrnovaly pii-
vodni frakci kultivaéniho média s IgG molekulami klonu 6D9, vazebnou frakci a elu¢ni
frakce. Gel byl hodnocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem

ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na obrazku 26.
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Obrazek 26: Analyza vazebnych a elucnich frakci po izolaci IgG molekul 6D9 na kolonce s pro-
teinem A — vyrez gelu

1 — molekulovy marker, 2 — médium s 1gG molekulami klonu 6D9, 3 — vazebna frakce, 4 —
prvni promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 8 s NaCl), 5 — druha promyvaci frakce (fosfatovy
pufr pH 8 s NaCl), 6 — prvni elucni frakce nasledné pouzita k ptipravé imunosorbentu, 7 — druha
elu¢ni frakce, 8 — tieti elucni frakce

Ve frakci 2 lze pozorovat frakci kultivaéniho média s IgG molekulami klonu 6D9.
Porovnanim intenzity prouzku frakce 2 a 3 je zfejmy ubytek IgG molekul po priichodu ko-

lonkou. Promyvaci frakce 4 obsahuje malé mnozstvi 1IgG molekul, promyvaci frakce 5 jiz
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neobsahuje 19G molekuly. Frakce 6 po eluci glycinovym pufrem obsahuje 1gG molekuly
vyizolované z média pomoci kolonky s proteinem A. Denzitometrickym vyhodnocenim
gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjiSténo, Ze ucinnost izolace IgG molekul klonu 6D9
pomoci kolonky s proteinem A je 87,2 %. Tento vysledek potvrzuje izolaci anti-PTX3 IgG
molekul z kultivaéniho média. Elu¢ni frakce 6 byla nasledné pouzita pro tvorbu imunosor-

bentu z izolovanych 1gG molekul klonu 6D9.

Imunosorbent z izolovanych IgG molekul klonu 6D9 byl proveden pouzitim 1 mg
magnetickych ¢astic PureProteome Protein A Magnetic Beads, na které se vazalo neznamé
mnozstvi anti-PTX3 izolovanych IgG molekul. Postup vazby je popsan v kapitole 3.9.2.
Utinnost vazby na magnetické ¢astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE. Pouzit
byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Hlavni frakce
davkované na gel zahrnovaly puvodni frakci izolovanych 1gG molekul klonu 6D9, vazebnou
frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci stanice ChemiDoc™ XRS+ System se

softwarem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na obrazku 27.
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Obrazek 27: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé izolovanych specifickych anti-
PTX3 IgG molekul 6D9 na magnetické castice s proteinem A — vyiez gelu

1 — molekulovy marker, 2 — izolované 1gG molekuly klonu 6D9, 3 — vazebna frakce po inku-
baci, 4 — prvni promyvaci frakce (fosfatovy pufr pH 8 s NaCl), 5 — druha promyvaci frakce (fos-
fatovy pufr pH 8 s NaCl)

Ve frakci 2 je zfejma piitomnost izolovanych anti-PTX3 1gG molekul, které byly
pfidany k magnetickym casticim. Porovnanim intenzity prouzku ve frakci 2 a 3 je zfejmy
ubytek IgG molekul po inkubaci s magnetickymi ¢asticemi. V promyvacich frak-
cich 4 a 5 nejsou ptitomny zadné 1gG molekuly, nedochézi k vymyvani IgG molekul z mag-
netickych ¢astic. Denzitometrickym vyhodnocenim gelu pomoci softwaru ImageLab bylo

Zjisténo, Ze ucinnost vazby IgG molekul na magnetické Castice PureProteome Protein A
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Magnetic Beads je 78 %. Tento vysledek potvrzuje navazani IgG molekul na magnetické
castice.
4.3.2 Imunosorbenty z magnetickych ¢astic s karboxylovymi skupinami
Jako dalsi nosi¢ pro tvorbu imunosorbentu byly pouzity magnetické ¢astice Dynabe-
ads s karboxylovymi funk¢énimi skupinami. Pro tvorbu imunosorbentu byly pouzity speci-
fické anti-PTX3 1gG molekuly purifikované piimo vyrobcem pomoci kolony s proteinem A.
Pro tvorbu imunosorbentu byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic s karboxylovymi
funk¢énimi skupinami (Dynabeads-COOH) a 20 pg anti-PTX3 IgG molekul klonu 1.1. Po-
stup vazby 1gG molekul je popsan v kapitole 3.9.2.

Utinnost vazby na magnetické &astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE.
Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Hlavni
frakce davkované na gel zahrnovaly ptivodni vzorek anti-PTX3 IgG molekul klonu 1.1
v mnozstvi 0,2 pug na jamku, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci
stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na ob-
razku 28.
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Obrazek 28 Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé specifickych anti-PTX3 1gG mo-
lekul 1.1 (20 ug) na magnetické castice Dynabeads-COOH— vyrez gelu

1 — molekulovy marker, 2 —anti-PTX3 IgG molekuly klon 1.1 v mnozstvi 0,2 pug na jamku, 3 —
vazebna frakce po inkubaci, 4 — prvni promyvaci frakce (MES pufr, pH 5,0), 5 — druha promy-
vaci frakce (MES pufr, pH 5,0)

Ve frakci 2 je ziejma pritomnost anti-PTX3 IgG molekul klonu 1.1, které byly pii-
dany k magnetickym ¢asticim. Porovnanim intenzity prouzku ve frakci 2 a 3 je zfejmy tby-
tek anti-PTX3 1gG molekul. V promyvacich frakcich 4 a 5 nejsou pritomny IgG molekuly,
nedochazi k vymyvani IgG molekul z magnetickych ¢astic. Tento vysledek potvrzuje 100%
vyvazani specifickych anti-PTX3 IgG molekul na magnetické ¢astice Dynabeads-COOH.

Tento typ magnetickych ¢astic je vhodny pro tvorbu imunosorbentu diky vysoké ucinnosti
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vazby a stabilité protilatek. Nejedna se o vazbu orientovanou, takze mtize dochazet k stérické

zabran¢ pfi vazb¢ antigenu a tim ke sniZeni uc¢innosti imunosorbentu.

Pro tvorbu daliho imunosorbentu s magnetickymi ¢asticemi Dynabeads-COOH byl
pouzit 1 mg magnetickych ¢astic s karboxylovymi funk¢énimi skupinami (Dynabeads-
COOH) a 50 pg anti-PTX3 1gG molekul klonu 1.1. Postup vazby protilatek je popsan v ka-
pitole 3.9.2.

Utinnost vazby na magnetické ¢astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE.
Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakalniho stfibra. Hlavni
frakce davkované na gel zahrnovaly ptvodni frakci anti-PTX3 1gG molekul klonu 1.1
v mnozstvi 0,5 pug na jamku, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci
stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImageLab. Vyhodnoceni gelu je na ob-
razku 29.
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Obrazek 29: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé specifickych anti-PTX3 1gG mo-
lekul 1.1 (50 ug) na magnetické cdstice Dynabeads-COOH— vyrez gelu

1 — molekulovy marker, 2 — anti-PTX3 IgG molekuly klonu 1.1 v mnozstvi 0,5 ug na jamku, 3 —
vazebna frakce po inkubaci, 4 — prvni promyvaci frakce (MES pufr pH 5,0)

Ve frakci 2 je ziejma piitomnost anti-PTX3 1gG molekul klonu 1.1, které byly pfi-
dany k magnetickym ¢asticim. Porovnanim intenzity prouzku ve frakci 2 a 3 je ziejmy tby-
tek 19G molekul po inkubaci s magnetickymi Casticemi. Denzitometrickym vyhodnocenim
gelu pomoci softwaru ImageLab bylo zjisténo, Ze G€innost vazby na magnetické Castice Dy-
nabeads-COOH je 90 %. V promyvaci frakci 4 nejsou ptitomny IgG molekuly, nedochazi
k vymyvani IgG molekul z magnetickych Castic. Tento vysledek potvrzuje navazani anti-
PTX3 19gG molekul na magnetické ¢astice Dynabeads-COOH. Pro tvorbu imunosorbentu se
osvédéilo pouziti pouze 20 ug anti-PTX3 IgG molekul, coz je vhodné i z finan¢niho hle-
diska.
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Jako dalsi nosic€ pro tvorbu imunosorbentu byly pouzity magnetické ¢astice SIMAG-
COOH. Pro tvorbu imunosorbentu byl pouzit 1 mg magnetickych ¢astic s karboxylovymi
funk¢nimi skupinami (SIMAG-COOH) a 30 pg anti-PTX3 IgG molekul klonu 1.1. Postup
vazby je popsan v kapitole 3.9.2.

Utinnost vazby na magnetické &astice byla hodnocena pomoci metody SDS-PAGE.
Pouzit byl 10% polyakrylamidovy gel obarveny roztokem amoniakdlniho stfibra. Hlavni
frakce davkované na gel zahrnovaly pavodni frakci anti-PTX3 1gG molekul klonu 1.1
v mnozstvi 0,3 ug na jamku, vazebnou frakci a frakce promyvaci. Gel byl hodnocen pomoci
stanice ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem ImagelLab. Vyhodnoceni gelu je na ob-
razku 30.
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Obrazek 30: Analyza vazebnych a promyvacich frakci po vazbé specifickych anti-PTX3 1gG mo-
lekul 1.1 (30 ug) na magnetické castice SIMAG-COOH- vyrez gelu

1 — molekulovy marker, 2 — 1gG molekuly klonu 1.1 (0,3 pg), 3 — vazebna frakce po inkubaci, 4
— prvni promyvaci frakce

Ve frakci 2 je ziejma piitomnost anti-PTX3 1gG molekul klonu 1.1, které byly pfi-
dany k magnetickym ¢asticim. Porovnanim intenzity prouzku ve frakci 2 a 3 je zfejmy uby-
tek 1gG molekul po inkubaci s magnetickymi ¢asticemi. V promyvaci frakci 4 nejsou pfi-
tomny IgG molekuly, nedochéazi k vymyvani IgG molekul z magnetickych ¢astic. Tento vy-
sledek potvrzuje 100% vyvazani vSech anti-PTX3 1gG molekul na magnetické castice
SIMAG-COOH.

Pro tvorbu finalniho imunosorbentu pro PTX3 byly vybrany magnetické Castice
s karboxylovymi funkénimi skupinami, které vykazuji 100% uc¢innost vazby anti-PTX3 1gG
molekul klonu 1.1 proti PTX3. Vybrany byly magnetické ¢astice Dynabeads-COOH s 20 ug
vazanych anti-PTX3 1gG molekul 1.1 a magnetické castice SIMAG-COOH s 30 pg vaza-
nych anti-PTX3 IgG molekul 1.1. Takto ptipravené imunosorbenty slouzily ke specific-

kému vychytani PTX3 z plodové vody.
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4.4 Ovéreni funkce imunosorbentu pro zachyt pentraxinu 3

Cilem bylo vyvinout takovy imunosorbent, ktery specificky vychytava PTX3 z plo-
dové vody. Jako nejlepsi nosi¢ specifickych IgG molekul byly vybrany magnetické castice
s karboxylovymi funk¢énimi skupinami (kapitola 4.3), které s anti-PTX3 1gG molekulami
Klonu 1.1 vytvafti kovalentni vazbu. Experimenty byly provadény s modelovymi vzorky ob-
sahujicimi rekombinantni PTX3 v prostiedi pufru, nasledné byly provadény s plodovou vo-
dou. Pro elektrochemicky prukaz biomarkeru jsou stéZejni 3 ¢asti imunokomplexu (obrazek
31): 1) imunosorbent se specifickymi anti-PTX3 protilatkami, 2) roztok pufru s danym
mnozstvim PTX3 a 3) biokonjugat sestavajici ze silika nanocastic a kvantovych tec¢ek Cd

vazanych na sekundarni protilatky (obrazek 32).

| dBiokonjugat

2Pentraxin 3

Obrazek 31: Schéma imunokomplexu k elektrochemicke detekci
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Obrazek 32: Schéma biokonjugatu sestavajiciho ze silika nanocdastic a kvantovych tecek vaiza-
nych na sekundarni protilatky (poskytnuto doc. RNDr. Lucii Koreckou, Ph.D.)
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Po kyselé hydrolyze imunokomplexu kyselinou chlorovodikovou se v ptipadé PTX3
m¢éfi preména Cd(IT) na Cd(I) uvolnéného z kvantovych tecek pfitomnych v biokonjugatu,
ktera je imérna mnozstvi PTX3. Soucasné s modelovym vzorkem musi byt proméfena i ne-
gativni kontrola pro zjisténi nespecifické sorpce biokonjugatu k imunosorbentu. Pred kaz-
dou aplikaci vzorku na tisténou elektrodu musi prob¢hnout jeji ekvilibrace pomoci PBS
pufru. Pokud neni signal PBS pufru staly a minimalni, pouZzije se nova tisténa elektroda,

ktera se znovu ekvilibruje, dokud neziskame stabilni signal.

Nasledujici experimenty byly provadény ve spolupraci s Gylxhane Kastrati a Grani-
tem Jasharim. Jako prvni se proméfily samotné vytvotfené imunosorbenty z magnetickych
¢astic Dynabeads-COOH. Postup je popsan v kapitole 3.11. Jednotlivé imunosorbenty ob-
sahujici 2 png anti-PTX3 IgG protilatek byly inkubovany s biokonjugatem obsahujicim
0,5 pg sekundarnich protilatek. Po kyselé hydrolyze pomoci HCI byly vzorky davkovany na
ekvilibrovanou tisténou elektrodu PBS pufrem a elektrochemicky pomeétfeny. Cilem bylo
feny byly 3 hlavni imunosorbenty z magnetickych ¢astic Dynabeads-COOH s 20 pg anti-
PTX3 protilatek klonu 1.1. Nejlepsi vysledek vykazoval imunosorbent 2 s nejmensi odezvou
(tabulka 8), ktery byl dale pouzit.

Tabulka 8: Vybér vhodného imunosorbentu na zdaklade nespecifické sorpce biokonjugdtu

Imunosorbent Datum p¥ipravy Proud (pA) Koncentrace (ng/ml)
IS1 7.03. 2022 96 0
IS 2 22. 03. 2022 40 0
IS 3 18. 03. 2022 133 0

Experimenty s realnym vzorkem, tj. s plodovou vodou byly zalozeny nejdfive na na-
lezeni vhodného tedéni této komplexni biologické matrice pro elektrochemickou analyzu,
nasledné byla ovétena funkénost imunosorbentu v plodové vodé spikovanim negativniho

vzorku plodové vody.

86



4.4.1 Vhodné redéni plodové vody
Plodova voda je slozita biologicka matrice obsahujici spoustu proteint a dal$ich nu-
tricnich latek, které by mohly ovlivnit samotnou analyzu. Proto je pfi jeji analyze dulezité

fedéni ve vhodném poméru a s vhodnym pufrem.

Postup analyzy plodové vody je popsan v kapitole 3.12. Pouzit byl imunosorbent
z magnetickych ¢astic Dynabeads-COOH s 20 pg anti-PTX3 1gG protilatek klonu 1.1 z ka-
pitoly 4.3.2. Pozitivni a negativni vzorky plodové vody z kapitoly 3.1 se inkubovaly s imu-
nosorbentem, nasledné s biokonjugatem. Po hydrolyze HCI byl supernatant nad magnetic-
kymi ¢asticemi davkovan na tiSténou elektrodu ekvilibrovanou PBS a elektrochemicky zmé¢-

fen pomoci potenciostatu PalmSens2 spojenym se software PSTrace.

Tabulka 9: Vysledky elektrochemické analyzy redeéné plodové vody

- Vysledk
Redéni plodové vody — yreew R
Negativni vzorek Pozitivni vzorek
Bez fedéni 24,299 pA 45,455 nA
Redéni 1:1 23,417 pA 62,247 pA
Redéni 1:4 22,124 pA 38,757 pA

Ziskané vysledky jsou zobrazeny v tabulce 9. Lze pozorovat ziskané signaly pozitiv-
nich a negativnich vzorkt pfi daném fedéni plodové vody. Pro analyzu vzorki je dilezité,
aby rozdil mezi signalem pozitivniho a negativniho vzorku byl co nejvétsi. Tuto podminku
splituje v tomto ptipadée fedéni plodové vody 1:1. Rozdil mezi pozitivnim a negativnim vzor-

kem plodové vody bez fedéni, fedéné 1:1 a 1:4 je zobrazen na obrazcich 33, 34 a 35.
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Obrazek 33: Voltamogram analyzy plodové vody bez Fedéni — pozitivni a negativni Vzorky

a) pozitivni vzorek plodové vody nefedény, b) negativni vzorek plodové vody nefedény,
c) PBS pufr
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Obrdazek 34: Voltamogram analyzy plodové vody Fedeéné 1:1 — pozitivni a negativni VZorky

a) pozitivni vzorek plodové vody fedény 1:1, b) negativni vzorek plodové vody fedény
1:1, c) PBS pufr
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Obrazek 35: Voltamogram analyzy redéné plodové vody 1:4 — pozitivni a negativni VZorky

a) pozitivni vzorek plodové vody fedény 1:4, b) negativni vzorek plodové vody fedény 1:4,
c) PBS pufr

Negativni vzorek netfedéné plodové vody vykazuje ptiblizné o polovinu nizsi signal
nez pozitivni vzorek nefedéné plodové vody, coz je ziejmé i na obrazku 33. Negativni vzorek
fedéné plodové vody 1:1 vykazuje pfiblizné o tfetinu niz§i signal neZ pozitivni vzorek fedéné
plodové vody 1:1, coz je zfejmé i na obrazku 34. Negativni vzorek fedéné plodové vody
1:4 vykazuje o méné nez polovinu niz§i signal nez pozitivni vzorek fedéné plodové vody
1:4. Tyto vysledky dokazuji, Ze pro elektrochemickou analyzu plodové vody je vhodné po-
uziti fedéni 1:1, které poskytuje vysoky rozdil mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky. Po-
dafilo se ziskat informaci o vhodném fedéni plodové vody pro analyzu, ale bylo nutné také

prokézéani vhodného pufru pro toto redéni.
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4.4.2 Vhodny pufr pro redéni plodové vody

Vhodny pufr pro fedéni plodové vody se zjistil experimentem S fedénymi negativ-
nimi vzorky plodové vody danymi pufry. Tyto vzorky byly inkubovany s imunosorbentem,
biokonjugatem a nasledné elektrochemicky stanovovany. Po hydrolyze HCI byl supernatant
nad magnetickymi ¢asticemi ddvkovan na tisténou elektrodu ekvilibrovanou PBS a elektro-
chemicky zméten pomoci potenciostatu PalmSens2 spojenym se software PSTrace. Ziskany

vysledek je zobrazen na obrazku 36.
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Obrazek 36: Voltamogram analyzy negativnich vzorkii plodové vody redénych 1:4 v pufru PBS
aTBT

a) negativni vzorek plodové vody fedény 1:4 PBS pufrem, b) negativni vzorek plodové vody
fedény 1:4 TBT pufrem, c) PBS pufr

Z obrazku 36 je zfejmé, Ze negativni vzorek fedéné plodové vody pufrem PBS po-
skytuje vysoky signal 1 pres jeji negativitu. Negativni vzorek plodové vody fedény pufrem
TBT naopak vykazuje pfiblizn€ o polovinu nizsi signal nez pufr PBS. Pufr TBT je tedy

vhodnéjsi pro fedéni plodové vody s jeji ndslednou elektrochemickou analyzou.
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4.4.3 Prukaz pentraxinu 3 v plodové vodé

experiment prikazu PTX3 z plodové vody pro ovétfeni funkcnosti imunosorbentu specificky
vychytavat tento biomarker z plodové vody. Experiment byl proveden s negativnimi vzorky
plodové vody fedéné 1:1, které byly spikované rekombinantnim PTX3 v koncentraci 5,
10 a 20 ng/ml. Tyto vzorky plodové vody byly inkubovany s imunosorbentem, biokonjuga-
tem a nasledné elektrochemicky stanovovany. Po hydrolyze HCI byl supernatant nad mag-
netickymi ¢asticemi davkovan na tisténou elektrodu ekvilibrovanou PBS a elektrochemicky
zmé&fen pomoci potenciostatu PalmSens2 spojenym se software PSTrace. Ziskané signaly

jednotlivych koncentraci PTX3 jsou zobrazeny v tabulce 10 a na obrazku 37.

Tabulka 10: Vysledky elektrochemické analyzy spikované negativni plodové vody Fedéné 1:1

Koncentrace PTX3 (ng/ml) Proud (na)
5 \ 14,787
10 \ 19,336
20 \ 30,698
3,50E+01 a)
3,00E+01 -
2,50E+01 - b)
2,00E+01 - C)
< 4
= §
B 1,50E+01
> -
8 -
= ]
1,00E+01
5,00E+00 ] -~
0’00E+00 : T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
-0,997 -0,797 -0,597 -0,397
Potencial/'V

Obrazek 37: Voltamogram analyzy spikované negativni plodové vody redéné 1:1

a) negativni vzorek spikovany 20 ng/ml PTX3, b) negativni vzorek spikovany 10 ng/ml PTX3,
C) negativni vzorek spikovany 5 ng/ml PTX3
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Jiz z tabulky 10 je moZné posoudit, Ze vysledny proud je tmérny mnozstvi PTX3 ve
spikovaném vzorku fedéné plodové vody, coz dokazuje i obrazek 37. Z téchto vysledki vy-
plyva, Ze nejvyssi signal spravné poskytuje negativni plodova voda spikovana 20 ng/ml
PTX3 a nejnizsi signal poskytuje negativni plodova voda spikovana 5 ng/ml PTX3. Linearni

rozsah PTX3 ve stanovovanych vzorcich je zobrazen na obrazku 38.
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Obrazek 38: Linearni rozsah elektrochemické analyzy negativniho vzorku plodové vody
spikovaného PTX3 (5, 10 a 20 ng/ml)

Vysledek linearniho rozsahu na obrazku 38 potvrzuje, Ze signal ziskany elektroche-
mickou analyzou spikované plodové vody je imérny mnozstvi PTX3. Timto experimentem
se prokazala G¢innost a funkénost nejen piipraveného imunosorbentu pro PTX3, ale i bio-
konjugatu a celého senzoru pro prikaz PTX3 z plodové vody. Tyto vysledky potvrzuji, Ze
pti dodrzeni optimalnich podminek pro elektrochemickou analyzu poskytuje senzor spoleh-

livé vysledky.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo pfipravit vhodny nosi¢ vychytavajici biomar-
ker PTX3 ze slozité biologické matrice — plodové vody. Tento imunosorbent byl soucasti
nove¢ vyvijeného multiplexniho senzoru s elektrochemickou detekci, ktery ma simultanné

stanovovat 3 biomarkery — IL-6, PTX3 a kalretikulin — z plodové vody.

Pro tvorbu imunosorbentu bylo dilezité nejen zjisténi vhodného typu magnetickych
Castic, ale k tomu odpovidajici zpisob vazby specifickych anti-PTX3 1gG protilatek na tyto
magnetické Castice. Magnetické ¢astice s proteinem A mohou byt pouzity k tvorb¢é imuno-
sorbentu pro PTX3, vykazuji vSak nizsi G¢innost vazby protilatek nez magnetické ¢astice
s karboxylovymi funk¢énimi skupinami. Z tohoto divodu byly pro pfipravu imunosorbentu
na zéklad¢ vysledkd experimentli vybrany magnetické ¢astice Dynabeads-COOH, které vy-
kazovaly ze vSech pouzitych vazeb nejvyssi G€innost vazby protilatek. Kovalentni vazba
tvotena karboxylovymi funkénimi skupinami magnetickych ¢astic s NH2 funkénimi skupi-
nami specifickych protilatek zajistovala ucinnost a funkénost celého imunosorbentu. Pres-
toze se jedna o neorientovanou vazbu protilatek na magnetické ¢astice, experimenty potvr-

dily vysokou uc¢innost tohoto pouzitého imunosorbentu.

Experimenty s plodovou vodou bylo zjisténo, Ze pro elektrochemickou analyzu plo-
dové vody je optimalni jeji fedéni 1:1, ato TBT pufrem. Zaroven byla prokazana funkénost
imunosorbentu z magnetickych ¢astic Dynabeads-COOH v plodové vodé. Bylo prokazano,
Ze takto pfipraveny imunosorbent spliiuje poZadované parametry, aby mohl byt funkéni sou-
¢asti senzoru pro prikaz PTX3 ve vzorcich plodové vody. Zaroven se prokazala schopnost
senzoru s elektrochemickou detekci méfit signal imérny mnozstvi PTX3 ve vzorcich plo-

dové vody V linearnim rozsahu.
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