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ANOTACE

Tato diplomova prace je zamétena na testovani nosict Z polymernich nanovlédken pro
oblast imunochromatografickych testl. V teoretické Casti je struéné popsana vyroba
nanovlaken, dalsi kapitoly jsou zaméfeny na popis vlastnosti vybranych materiald, jako jsou:
polyamid 6, acetylceluldza, polyvinylidenfluorid a chitosan. Dale navazuje pasaz zaméfujici se
na principy imunochromatografickych testl. Teoreticka Cast je zakoncena kapitolou vénujici se
zpisobiim vazeb protilatek a proteinli na nanomaterialy. Experimentalni ¢ast obsahuje postupy
optimalizace podminek adsorpce ovalbuminu, karbodiimidovou kovalentni vazebnou interakci,
detekci navazaného proteinu metodami BCA testu a SDS PAGE elektroforézou. Ovéteni vazby
pomoci specifické protilatky probéhlo imunochemickym principem dot blotu. Na zavér jsou

dosazené vysledky jednotlivych testovanych nanomateriald srovnany mezi sebou.

KLICOVA SLOVA

Polymerni nanovlakna, imunochromatograficky test, adsorpce, ovalbumin, polyamid 6,

acetylcelul6za, polyvinylidenfluorid, chitosan



ANNOTATION

This diploma thesis is focused on the testing of polymer nanofiber carriers for the field
of immunochromatographic tests. In the theoretical part, the production of nanofibers is briefly
described, other chapters are focused on the description of the properties of selected materials,
such as: polyamide 6, acetyl cellulose, polyvinylidene fluoride and chitosan. It is followed by
a passage focusing on the principles of immunochromatographic tests. The theoretical part ends
with a chapter devoted to the methods of binding antibodies and proteins to nanomaterials. The
experimental part includes procedures for optimizing ovalbumin adsorption conditions,
carbodiimide covalent binding interaction, detection of bound protein by BCA test methods and
SDS PAGE electrophoresis. Binding was verified using a specific antibody using the dot blot
immunochemical principle. Finally, the results of the individual tested nanomaterials are

compared with each other.
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UvVOD

Polymerni materialy elektrostaticky zvlaknéné do nanovlakennych membran, jako jsou
polyamid, polyvinylidenfluorid ¢&i acetylceluldza, lze vyuzit v biomediciné pro vyrobu
membrany imunochromatografického testu. Bézné je pro vyrobu membrany v tomto typu testi
vyuzivana nitroceluloza. Tato prace se zaméfuje na testovani mozného nahrazeni nitroceluldzy
jinymi nanovlakenymi polymernimi materialy. Vyhodami nanovladkennych membran jsou
vysoky pomér povrchu k objemu, jejich porézni struktura a S ni spojena moznost ovlivnéni
prutokové rychlosti a moznosti vazby proteinti na jejich povrch. Nanovlakna lze z polymerta
a tavenin ptipravit riznymi metodami, ale s ohledem na zpracovavana nanovlakna je tato prace
zam&fena na metodu elektrostatického zvlaknovani. Pokrocilou metodou pfipravy je
Nanospider, technika patentovana firmou Elmarco Liberec. Tato technika vyuzivéa vysokého

elektrického napéti a nanovlakna se zde formuji z tenké vrstvy polymeru.

Imunochromatograficky test, tzv. laterdlni pratokovy imunochromatograficky test
(LFA) lIze vyuzit v misté péce o pacienta (POCT), pro rychlé, kvalitativni stanoveni riznych
analyti. Takto je mozné stanovit napft. lidsky choriovy gonadotropin (hCG), drogy, SARS
COV-2, viry chiipky, bakterie a dalsi. Biologicky material vhodny pro imunochromatograficky
test je vzorek krve, moce nebo slin. RozliSujeme dva zdkladni typy uspofadani sendvicové
a kompetitivni. Testovaci prouzek obsahuje tyto soucasti: vzorkovaci podlozku, konjugacni
zonu, testovaci a kontrolni ¢ast, membréanu, absorp¢ni podlozku a pomocnou zadni vrstvu. Tato

préace se zaméfuje na testovani vazby proteint na nanovladkennou membranu.

Procesu vazby biomolekul na povrch (nano)materialit se ucastni rtizné vazebné
interakce. Tyto interakce mtizeme rozdélit do nékolika skupin. Fyzikalni adsorpce se ucastni
Van der Walsovy sily, vodikové mistky a elektrostatické sily. Vazba (strept)avidin-biotin
vyuziva specifické vazby biotinu na streptavidin a avidin. Mezi €asto pouzivané kovalentni
vazby patii karbodiimidova a glutaraldehydova vazebna interakce. Dale je zde popisovana
maleinimidova kopula¢ni reakce a metoda MeCAT, zaloZena na konjugaci protilatek s chelaty

lanthanoidu.
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Teoreticka Cast

1 TEORETICKA CAST

1.1 Nanovlakna

Nanovlakno (NF) je definovano, jako vlakno s primérem men$im nez 1 pm
(Ramakrishna et al., 2005). Komise Evropské unie ¢.96/2011 uvadi, Ze mezi nanomaterialy 1ze
zaradit takové materialy, které maji minimaln¢ jeden rozmér mezi 1 a 100 nm. Nanovladkna
mohou byt vyrobena z polymernich materiali, které jsou pfirodniho nebo syntetického piivodu.
Vyuzivana je i moznost kombinaci obou uvedenych moznosti (Hu et al., 2014). Vlastnosti NF
se mezi sebou li§i pomérem povrchu k objemu, morfologii, porovitosti a tvarem. Tyto vlastnosti

jde modifikovat a ménit tak, aby se upravily pro zamyslenou aplikaci (Xu et al., 2022).

Mezi piirodni polymery se fadi polysacharidy. Ze skupiny polysacharidi maji
nejvhodnéjsi vlastnosti pro zvlaknéni chitosan, celuléza, poptipad¢ alginatové derivaty. Mezi
synteticky vyrobené polymery fadime napf. polyamid, polyvinylidenfluorid (PVDF) ¢&i
polyethylenoxid (Chaghamarani et al., 2021). Nanovldkna vykazuji vysoky pomér povrchu
k objemu. Jde o porézni struktury. Velikost pora lze ovlivnit procesy vyroby. Jsou idealnim
materialem pro vyuziti v riznych aplikacich, jako je filtrace, biosenzory nebo funkéni materialy
(Cai et al., 2012). V oblasti tkanového inZenyrstvi jsou biokompatibilni nanovlakna vyuZivana
jako nosné struktury, tzv. ,scaffoldy*. V mediciné mohou byt pouzity jako material pro kryti

ran nebo pro dorucovani 1é¢iv (Baranwal et al., 2022).

1.1.1 Metody pFipravy nanovliken

Mezi techniky zpracovani nanovlaken se fadi molekularni samouspotadani vlaken nebo
tepelné indukovand separace fazi. Technika elektrostatického zvladknovani je jediny zpiisob,
ktery umozinuje vyrobu kontinualnich polymernich nanovldken. Mezi ovlivnitelné vlastnosti
patii plocha povrchu, primér nanovldkna, poréznost nanovlakenné vrstvy a také hustota

(Nanopharma et al., 2022).
Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvldknovani je technika, kterd vyuZiva polymerni roztoky a silné
elektrické pole k vyrobé nanovlakna (Jirsak et al., 2005). Jedna se o metodu vyroby ultra
jemnych vlaken, nabijenim a vytlatovanim taveniny nebo roztoku polymeru (Zhong et al.,

2016). K ptipravé lze vyuzit polymerni roztoky nebo polymerni taveniny. Nanovldkna
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Teoreticka Cast

vyrobend touto metodou disponuji vhodnymi vlastnostmi jako jsou: velmi velky povrch
Vv poméru k objemu s vysokym poctem pord o malé velikosti (Nanopharma et al., 2022).
Technologii elektrostatického zvlaknovani miazeme rozde€lit do dvou odvétvi. Prvnim z nich je
zvlaknovani z jehly nebo kapilary. V tomto ptipad¢ se vyrobni rychlost pohybuje v fadu
jednotek graml polymeru za hodinu. Druhou moznosti je zvlaknovani zaloZzené na bez

jehlovém zvlaknéni, kde se jednéd o samo organizaci polymernich trysek z povrchu kapaliny.

Elektrostatické zvldknovani je ovlivnéno Sirokou Skalou faktorii jako jsou: napéti,
vzdalenost zvlakinovaci a sbérné elektrody, typ kolektoru, vlastnosti roztoku, které zahrnuji
viskozitu, pH, vodivost a povrchové napéti roztokd. Klicovymi parametry jsou piedevsim
viskozita a povrchové napéti. Viskozita se zvySuje s koncentraci polymeru a s jeho

molekulovou hmotnosti (Mendes et al., 2017).

Standardni uspofddani aparatury pii jehlovém elektrostatickém zvlakiiovani se sklada
ze stiikacky naplnéné polymernim roztokem. Tato stiikacka je ptfipojena ke zvlaknovaci trysce.
Vétsinou ji je injekéni jehla s tupym hrotem. Dale aparatura obsahuje davkovac, zdroj vysokého
nap¢ti a uzemnény kolektor, jak je znazornéno na obrazku 1. Celé nastaveni 1ze umistit do svislé

nebo vodorovné polohy (Kenry et al., 2017).

roztok

_> pol)'mem
e

Taylorav kuzel

A stitkaika

kovova
davkovaé jehla

I ) uzemnény
=—— zdroj vysokého kolektor

napeéti

Obrazek 1: Proces elektrostatického zvlaknovani (pfevzato a upraveno z Kostakova et al., 2015)
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Pii zvlaknéni dochdzi k elektrohydrolytickému procesu. Kapalina je vytlaCovana ze
zvlaknovaci trysky za vzniku zavésné kapky vlivem povrchového napéti. Mezi povrchovymi
naboji dochazi k elektrostatickému odpuzovani (Xue 2019). Vzajemné odpuzovani naboji
vytvaii silu, kterd plsobi proti povrchovému napéti. Roztok polymeru proudi ve smeéru
elektrického pole. Dalsi zvySeni elektrického pole zpisobi, ze se kapka kulovitého tvaru
deformuje a zaujme kuzelovity tvar, vznika tzv. Taylortv kuzel. Stabilni proud naboje se
vytvaii pouze za predpokladu dostatecné kohezni sily polymeru. Béhem procesu vnitini a vnéjsi
sily naboje zptisobi $lehani proudu kapaliny ve sméru kolektoru. Slehavy pohyb umoZiiuje, Ze
muze dojit k natahovani polymernich fetézcli v roztoku a jejich klouzani kolem sebe, diky

¢emuz vznikéa nanovlédkno (Haider et al., 2018).
Nanospider

Nanospider je modifikace elektrostatického zvlédknovani, kterd umozZiiuje pouziti
vysokého napéti az 80 kV (El Neveky et al., 2012). Technologie Nanospider™ vyvinuta tymy
z Technické univerzity Liberec v Cele s profesorem Jirsdkem a ve spolupraci s firmou Elmarco,
ziskala patent v roce 2005. Oproti elektrostatickému zvladkiiovani ma vyhodu v tom, Ze ke
zvlaknovani dochdzi pfimo z volné hladiny roztoku polymeru. Odpada zde potieba kapilar

a trysek (Jirsak et al., 2005). Obrazek 2 piedstavuje schéma zvlaknovani metodou Nanospider.

Obrazek 2: Princip zvlaknovani Nanospider: 1 — naddoba obsahujici polymerni roztok ke zvlaknéni,
2 — roztok polymeru, 3 — rotaéni valec, 4 — privadéci valec, 5 — proudy roztoku polymeru,

6 — protielektroda, 7 — podkladovy material, 8 — navijeci valec (pfevzato z Jirsak et al., 2005)
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Hlavni soucasti celé¢ aparatury je rotujici valec, ktery je sméacen v roztoku polymeru.
Vilec je napojen na zdroj vysokého napéti, diky némuz miize byt polymerni roztok vynasen
Z nadobky. Plisobenim silné¢ho elektrostatického pole vznikd na hladiné¢ roztoku polymeru
mnoho Taylorovych kuzelti. V okamziku, kdy dojde k piekonani povrchového napéti kapaliny,
dojde k vytrysknuti roztoku k protielektrod€. Podkladovym materidlem pro vznikla nanovlakna
mize byt pecici papir nebo Spun-bond. Spun-bond je netkana textilie. V poslednim kroku jsou

nanovlakna navijena na navijeci valec (Jirsak et al., 2005).

1.2 Vlastnosti vybranych polymernich materiala

Mezi vybrané polymerni materidly byly zvoleny dva organické polymery a dva
biopolymery. Do skupiny organickych polymeri se fadi polyvinylidenfluorid a polyamid 6. Do
skupiny biopolymert lze zafadit chitosan a acetylcelulézu. Organické polymery vynikaji
vlastnostmi jako je velky specificky povrch, rigidni struktura a chemicka stabilita. Biopolymery
jsou piirodni polymery produkované bunkami zivych organismi. Mimo mnoho zasadnich roli
v organismech je lze uplatnit i v jinych oblastech, jako je naptiklad potravinatsky pramysl,

biomedicinské inZenyrstvi nebo farmacie (Baranwal et al., 2022).

1.2.1 Polyamid 6

Polyamid 6 (PA6) obsahuje amidovou skupinu —CO-NH-, ktera se pravidelné stiida
s vétsim poctem methylenovych skupin —CHz— v linearnim fetézci. Tvoii polyamidové vlakna
nylon, silon. Pfednimi vlastnostmi PAG jsou jeho chemicka stalost vii¢i chemickym ¢inidlim,
malé hmotnost a relativné velky objem. Taje pti 215-220 °C na nizko visk6zni kapalinu. Jeho
molekulovd hmotnost se pohybuje mezi 12000-15000 kg/mol (Allcook et al., 2006).
Surovinami pro vyrobu PA6 jsou hexametyléndiamin a kyselina adipova. Je hydrofilni,
molekuly vody se pies vodikové mistky vazou k peptidické vazb¢ uvnitt fetézce PA6. Amorfni
¢ast molekuly je zodpovédna za jeho elastické vlastnosti. Rozpousti se v kyseliné
chlorovodikové nebo kyseliné¢ mravenci. Pii delSim vystaveni UV zéfeni Zloutne. Tenkovrstvé
membrany polyamidu se pouzivaji pro dekontaminaci pitné vody, odsolovani vody nebo pro

opétovné vyuziti odpadnich vod (Zhang et al., 2019).

1.2.2 Acetylceluléza

Acetylceluloza (CA) je polydisperzni linearni biopolymer, skladajici se z poly-B—(1,4)—
D—glukozovych jednotek a acetylu CH3CO. Celul6za ma velmi silné intramolekularni vodikové

vazby. CA je nerozpustna v béznych rozpoustédlech. Rozpousti se ve smési dimethylsulfoxidu
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s paraformaldehydem nebo v N-methylmorfolinu. Pro CA je vhodné vyhradné elektrostatické
zvlaknovani. Acetylcelul6zova vlakna lze piipravit z roztoku aceton/dimethyl-acetamidu nebo
aceton/dimethylformamidu. Vyhodna je jeji odolnost v0G¢i mastnoté, aromatickym
uhlovodikim a béznym rozpoustédlim. Je nerozpustna ve vodé, nasakavost vodou se pohybuje
okolo 3-4,5 %. Disponuje rovnéz vynikajici optickou Cistotou (Petras et al., 2009). CA ma
homogenni mikroporézni strukturu, je mén¢ hydrofilni nez papirova vldkna (Stringer et al.,
2005). Membrany vyrobené z CA jsou hydrofilni a maji nizky povrchovy naboj. Nevyhodou
pro biologické aplikace je jejich nizkd schopnost vazat proteiny, naopak vyhodna je jejich
tepelna stabilita a biodegradabilita (Li et al., 2017). Byla prokazéna ucinnost acetylcelulozy

Vv zachyceni a nasledného dodavani rtiznych terapeutickych 1é¢iv (Felgueiras 2020).

1.2.3 Polyvinylidenfluorid

Zakladni stavebni jednotkou PVDF je monomer —CH>-CFo—. Ziskava se polymeraci
vinylidendifluoridu. Ma vysokou molarni hmotnost 60-70 kg/mol. Nejcastéji se vyrabi
radikédlovou polymeraci 1,1 difluorethylenu. Syntéza PVDF probihd obvykle ve vodé
s peroxidovymi slouceninami, které pisobi jako katalyzatory procesu polymerace.
Makromolekuly PVDF obsahuji: 59,4 hm % fluoru a 3 hm % vodiku (Zhaoliang et al., 2014).
Vyhodou muze byt jeho hydrofobni povaha, tepelna stabilita a vysoka chemicka odolnost.
Teplota varu PVDF je 170 °C. PVDF se sit'uje pfi vystaveni ionizachimu zafeni. Vhodnymi
rozpoustédly jsou aceton, N, N-dimethylformamid (DMF), methyl-ethylketon (MEK). Pro
zvlaknéni je vyuZivano elektrostatické zvldknovani z tycky, elektrostatické zvlaknovani z jehly
nebo Nanospider (Ramesh et al., 2013). PVDF ma vazebnou kapacitu pro proteiny 170-200
png/cm2. Molekuly proteinu se na PVDF vazi pomoci hydrofobnich a dipdlovych interakei. Je
vhodny pro detekci proteint s vy$§i molekulovou hmotnosti (Baker et al., 2014). Lze jej vyuzit
v biologickych aplikacich, jelikoZ je netoxicky, biologicky inertni, nerozloZzitelny a odolny viici
bakteriim. Odolnost PVDF vii¢i bakteriim byla vyuzita pro vyrobu titanovych nanotrubicek pro
¢isténi vzduchu s bakterialni kontaminaci. MliZe byt vyuzit 1 v medicing, ve formé& monofilnich
stehii, které vykazuji niz§i pocet zanétlivych reakci nez pfi vyuziti jinych materiald
(Schellenberg et al., 2014).

PVDF membrany mohou byt jak hydrofilni, tak hydrofobni, v zavislosti na chemickych
pfisadach a vyrobnich postupech. Vyrobni postupy mohou zmeénit fyzikalné-chemické

I mikrostrukturalni vlastnosti membrany. Hydrofilni membrany jsou chemicky i tepelné velmi

odolné. Pro lateralni pratokové imunochromatografické testy, ale nejsou pfili§ vhodné, jelikoz
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maji nizkou schopnost vézat proteiny. Hydrofobni membrany vyrobené z PVDF maji pomérné
vysokou schopnost vazby proteind, a to je ¢ini vhodné&jsimi pro vyuziti v LFA testech (Li et al.,

2017).

1.2.4 Chitosan

Chitosan se fadi mezi ptirodni polysacharidy slozené z 2-amino—2—deoxy—D—
glukopyranosy a 2—acetamido—2deoxy—D-glukopyranosy, spojenych  (1—4) glykosidickou
vazbou. Jeho produkce pochazi z nejvetsi ¢asti z alkalické deacetylace chitinu. Chitosan ma na
rozdil od chitinu volné aminoskupiny, coz zvySuje jeho reaktivitu a v neposledni fadé také
rozpustnost. Rozpousti se v organickych kyselinach a caste¢né v dimethysulfoxidu.
Rozpoustédlo vhodné ke zvldknéni chitosanu musi byt dostatecné t€kavé, jelikoz se béhem
procesu odpatfuje. Takovym rozpoustédlem muize byt kyselina octova, jejiz koncentrace
presahuje 30 %. Diky tomu, dojde ke snizeni povrchového napéti a zvyseni hustoty néboje,

potiebného pro tvorbu nanovlaken (Mendes et al., 2017).

V roztoku se chova jako polykation. Reaktivnimi centry jsou aminoskupina —NH:
a hydroxy skupina —OH. Chitosan je slabé bazicky, nerozpustny v neutralnim a alkalickém
prostfedi. Ma pevnou krystalickou strukturu, zptsobenou inter— a intra— molekularnimi
vodikovymi vazbami. DilezZitou vlastnosti je jeho pfilnavost k negativné nabitym povrchiim.
Vyrabi se z lastur motskych kory$t a musli pfidanim 3-5% NaOH pii 80-90 °C, timto krokem
dojde k rozpusténi proteini. Anorganické slozky jsou odstranény ptidavkem 3-5% kyseliny
chlorovodikové. Nasleduje alkalickd deacetylace 40-45% vodnym roztokem NaOH pfi
90-120 °C po dobu 4-5 hodin (GieGan et al., 2021).

Vynik4d souborem biologickych vlastnosti, jako jsou netoxicita, biokompatibilita,
biologické rozlozitelnost, mimo jiné i antibakteridlni a antimykotické uc¢inky (Mendes et al.,
2017). Cisty chitosan Ize jen obtizn& zvlaknit. NH, skupiny, které ve své struktuie obsahuje,
maji tendenci protonizovat, a znemoznovat tak proces elektrostatického zvlakiovéani. Bylo
zjisténo, zZe soudrznych NF chitosanu, 1ze dosahnout pfidavkem trifluoroctové kyseliny (TFA).
TFA usnadiiuje proces zvlaknéni chitosanu tim, Ze tvofi s aminoskupinami soli. Tyto soli

zabraiuji mezimolekuldrnim interakcim (Razickova et al., 2004).
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1.2.5 Vlastnosti membran vyrobenych z polymernich materiali

Membrany vyrobené z polymernich materialti v obecném méfitku maji mensi velikost
portiod 0,1 do 5 um. Membrany s lateralnim proudénim disponuji velikosti pord od 7 do 15 um.
Mensi velikost pért je vhodnéjsi pro transportovani bilkovin. Pro vyuziti v LFA je omezujici
transport plné krve, protoze prumérna velikost erytrocytu je 7,4 pm (Fontanova et al., 2015).
Membrany se mezi sebou li§i schopnostmi vazat proteiny. Tyto schopnosti jsou ovlivnény
povrchovou plochou polymeru dostupnou pro imobilizaci. Plocha povrchu zavisi na porovitosti
a zaroven, velikosti jednotlivych port. Dulezitym faktorem je rovnéz tloustka membrany (Liu

etal., 2021).

cvwr

urovni, a proto mize byt v této fdzi navazan na membranu nejsnadnéji. Membrana by méla mit
hydrofilni vlastnosti a konzistentni pritokové charakteristiky. Hydrofilitu miize ptvodné
hydrofobni material ziskat pomoci povrchové aktivnich latek, béhem procesu vyroby. Velikost
p6rt membrany odpovida rychlosti priitoku kapaliny, se zvétSujici se velikosti porh se pritok
zrychluje a naopak. Rychlost nasdvani vzorku je vyrobcem definovana jako ¢as v sekundéach
potfebny k tomu, aby celo tekutiny proSlo membranou o Sifce 4 cm. Rychlost vzlinani je
zasadnim faktorem pro kinetiku LFA testu a ma dopad na vykon a citlivost testu (Talha et al.,

2021).

1.3 Imunochromatografické testy

Imunochromatografické testy slouzi k rychlému kvalitativnimu prokazani, zda se urcity
analyt ve vzorku nachazi, ¢i nikoliv. Jsou zaloZeny na principu imunochemickych metod, a to
specifické reakci mezi antigenem (Atg) a protilatkou (Ab). Mezi imunochemické metody patii

napt. ELISA, western-blot a dot blot.
ELISA

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je zalozena na velmi specifické
vazbé Atg s Ab. Typickymi vlastnostmi pro metodu ELISA je znaceni detek¢nich protilatek
pomoci enzymi, které katalyzuji pteménu bezbarvého substratu za vzniku barevného produktu.
NejcastéjSim dostupnym substratem je kienova peroxidaza (HRP) a alkalicka fosfataza. Testy
ELISA se provadéji typicky v 96 jamkovych destickdch potazenych antigenem nebo
protilatkou, dle typu stanoveni. Primarni detekcni protilatka je specifické protilatka, ktera se
vaze pouze na pozadovany Atg, zatimco sekundarni detek¢ni protilatka je protilatka
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konjugovana s enzymem, kterd se vadZe na primarni protilatku, kterd neni konjugovana
s enzymem. DalS§im krokem je blokace, ke které se nejCastéji vyuziva piidani hovéziho
sérového albuminu. Pfidanim substratu do reakce dojde ke zméné barvy roztoku z ptivodné
bezbarvého na barevny. Mezi kazdym z vysSe uvedenych krokii je potfebné promyti
mikrotitracni desticky. Diky promyvacimu pufru se odstrani nenavazany material. Po zméfeni
vysledkl absorbance na spektrofotometru je vynesena standardni kiivka z dat sériovych fedéni
Z koncentraci na ose x za pouziti logaritmické stupnice a absorbance na ose y za pouziti linearni

stupnice (Gelkop et al., 2018).
Dot blot

Dot blot patii mezi jednoduché, ale diilezité biologické metody, které se bézn¢ uplatiuji
ve vyzkumnych laboratofich, a predevS§im v diagnostice. Opird se o princip jako jiZ vySe
zminénd ELISA, na specifickych vazbach antigenu s protilatkou. Pfi dot blotu nemusi byt
provadéna gelova elektroforéza, coz znaci velkou ¢asovou tisporu a hlavni vyhodou této metody
je moznost uziti pomérné¢ malého mnozstvi biologického vzorku. Metoda vyuziva suchou
nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu. Po aplikaci vzorku membrana blokuje nespecifickou
vazbu za pomoci blokovaciho pufru. Poté nasleduje inkubace s primarni specifickou
protilatkou. Vizualni detekci a kvantifikaci cilového proteinu umozituje inkubace se sekundarni
protilatkou. Nevyhodou metody je neodliSeni proteinti dle velikosti, s ¢imz souvisi obtizna
detekce rozpoznani faleSné pozitivnich proteinti, napiiklad nespecifickd vazba na peptidové
fragmenty. NejCastéji se pouzivd pro identifikaci a imunodetekci predevSim proteind
a nukleovych kyselin, které mohou byt markery nejriznéjSich onemocnéni (VI¢novska et al.,

2014).
Western blot

Western blot je dileZitou technikou pouzivanou v bunétné a molekularni biologii.
Pomoci western blotu je mozné identifikovat specifické proteiny ze slozité smési proteint
extrahovanych z bunék. Mezi vlastnosti metody patii separace podle velikosti proteint, prenos
na pevny podklad a oznaceni cilového proteinu pomoci primarni a sekundarni protilatky
k vysledné vizualizaci. Tyto vysledky se pak prenesou na membranu, kde jsou znaceny
prouzkem pro kazdy protein zvlast. Nenavazana protilatka se vymyje a ziistane pouze protilatka
navazana. Protoze se protilatky vazou pouze na sledovany protein, mél by byt viditelny pouze

jeden pruh. Tloustka pasu odpovida mnozstvi ptitomného proteinu (Mahmood et al., 2012).
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LFA testy

Oblibenost LFA testl v posledni dobé roste predevsim kviili nizkym nakladiim na vyvoj
a vyrobu a rychlosti provedeni, ktera se pohybuje mezi 5-30 minutami pro prikaz analytu.
Pomoci imunochromatografického testu Ize testovat rtizné biologické vzorky, véetné moci, slin,
potu, séra, plazmy a dalSich tekutin. U téchto testli rozliSovano sendvicové a kompetitivni
usporadani. Typ usporadani je zvolen podle toho, jestli jde o stanoveni protilatky nebo antigenu
a podle molekulové hmotnosti analytu (Koczula et al., 2016). Obecné schéma LFA testu

predstavuje obrazek 3.

Smér pritoku Testovaci linie

Kontrolni linie

Membréana
Adsorpcni podlozka

Vzorkova podlozka

Konjugaéni podloZka Podklad

Obrazek 3: Imunochromatograficky test (pfevzato a upraveno z Koczula et al., 2016)

1.3.1 Latky reagujici vimunochromatografickém testu

Antigen

Antigeny (Atg) jsou latky, které imunitni systém rozpozna a reaguje na n¢.
NejcastéjSimi antigeny jsou cizorodé latky z vnéjSiho prostedi tzv. exoantigeny, vétSinou
infek&ni mikroorganismy a jejich produkty. Antigeny pochézejici ze samotného organismu, se
nazyvaji autoantigeny. Nejvyznamnéj$imi antigeny jsou proteiny a ruzné komplexni
polysacharidy, ale také lipidy a lipoproteiny (Hofejsi, Bartinkova et al., 2005). Jejich
pritomnost v organismu stimuluje tvorbu protilatek, tedy navozuje imunitni odpovéed.
Vzhledem ke své reakci mize byt antigen kompletni nebo nekompletni. Jestlize se jedna
0 kompletni antigen, oznacujeme jej jako imunogen. Nekompletni antigen se nazyva hapten.
Imunogeny se skladaji z makromolekuldrniho nosi¢e a nizkomolekularnich determinantnich
skupin tzv. epitopu. Epitopy jsou tvofeny 5-8 aminokyselinami nebo monosacharidovymi

jednotkami (Safar¢ik et al., 2006).
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Protilatka

Protilatky (Ab) jsou glykoproteiny produkované vyssimi organismy jako soucast
imunitni odpovédi. Nazyvame je imunoglobuliny, které zahrnuji nékolik tfid: IgG, IgM, IgA,
IgD a IgE. Vsechny tfidy imunoglobulinti maji podobnou strukturu, skladaji se ze dvou lehkych
fetézct (L) a ze dvou t&zkych fetdzct (H), jak je znazornéno na obrazku 4. Retézce jsou mezi
sebou provazany disulfidovymi vazbami. Protilatky muizeme rozliSovat na monoklonalni
a polyklondlni. Zakladni IgG struktura se sklada ze dvou lehkych fetézcti a dvou tézkych
fetézcli. Fab Cast sestava z uplného lehkého fetézce protilatky, spojeného s druhou doménou
protilatky obsahujici oblasti, variabilni oblast tézkého fetézce protilatky a konstantni domény.
Variabilni oblast tézkého fetézce a konstantni doména 1 jsou spojeny disulfidovou vazbou
s variabilni oblasti lehkého fetézce protilatky a konstantni oblasti lehkého fetézce protilatky.
Cast scFv se sklad4 z variabilnich oblasti protilatky lehkého fetézce a tézkého fetézce, které
jsou propojeny kratkym peptidovym fetézcem. Oblast scAb se sklada z useku scFv fizovaného
s konstantni doménou. Sekce sdAb se skldda z jediné monomerni variabilni protilatkové
domény (Hui Ma et al., 2020).
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Obrazek 4: Typy protilatek pro reakce s antigenem: IgG struktura (A), Fab cast (B), ¢ast
scFv (C), oblast scAb (D), sekce sdAb (E) (pievzato a upraveno z Hui Ma et al., 2020)
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Polyklonalni protilatky

Polyklonélni protilaitky mohou byt namifeny proti vice epitopim, jednoho i vice
antigentl. Jestlize byl pfi imunizaci pouzit jeden antigen, vznikne monospecifické antisérum.
Pokud bylo pii imunizaci pouzito vice antigent, vznikne polyspecifické antisérum, obsahujici

imunoglobuliny proti vice antigentim (Stills et al., 2012).

Vyroba polyklondlnich Ab zafina vybérem vhodného antigenu, nutnd je jeho vysoka
Cistota. Precisténi Ize provést pomoci elektroforézy nebo chromatograficky. Solubilni antigeny
nedostatecné aktivuji imunitni systém. Zvyseni afinity antigenu k bunikdm imunitniho systému,
lze provést vyuzitim adjuvancia. Nejvice vyuzivanym, a zarovenl nejznaméjsSim adjuvans, je
Freundovo adjuvans. Obsahuje smés mineralnich olejti, voskd a nezivych bakterii. Tato smés
zvy$uje imunitni reakci na podany antigen (Safaré¢ik et al., 2006). Antigen byva aplikovan
nejcasteji subkutanné nebo intradermdlné. Po aplikaci do téla zvitete je antigen vychytavan ve
spadovych lymfatickych uzlindch. Doba imunizace, ktera je potfebna k tvorbé protilatek, se
pohybuje v fadech 2-6 mésicii. Béhem ni vznikd v krevnim séru zvitrete smés protilatek, proti
riznym antigennim determinantdm pouzitého antigenu. Po odbéru nésleduje piecisténi
a kvantifikace Ab. K tomuto procesu, lze vyuZit specifické metody pro izolaci Ab, vici
konkrétnimu antigenu. Témi mohou byt imunoadsorpce nebo afinitni chromatografie.
V ptipadé, pokud je izolace provadéna s cilem na urcitou tfidu Ab, jsou vyuZivany nespecifické
metody, mezi které patii ionexova elektroforéza nebo gelovd chromatografie, ¢i precipitace

siranem amonnym.
Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky se ziskavaji z jednoho klonu plazmatickych buné€k, které jsou
odvozeny od B-lymfocytt. Pfiprava téchto protilatek probiha v laboratornich podminkach, za
vyuziti hybridomové technologie. Monoklonalni protilatky jsou takové protilatky, které pisobi
proti jednomu epitopu urcitého antigenu. Maji stejnou primarni strukturu a stejné specifické
vazebné misto (Dowd et al., 2009). Srovnani vlastnosti monoklondlnich a polyklondlnich

protilatek se nachézi v tabulce 1.
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Tabulka 1: Srovnani vlastnosti polyklondlnich a monoklonalnich protilatek (pfevzato a upraveno

z Dowd et al., 2009)

Polyklonalni Monoklonalni

Snazsi vyroba Naro¢néjsi vyroba

Levng;jsi Vyrazné drazsi

Vys§i senzitivita Nizsi senzitivita

Nizsi specifita Vyssi specifita

Vyssi pravdépodobnost zkiizené reaktivity Nizka pravdépodobnost zkiizené reaktivity
Aptamery

Aptamery jsou molekuly jednovlaknové DNA (ssDNA) nebo jednovldknové RNA
(ssRNA), kter¢ se skladaji do komplexni 2D nebo 3D struktury. Vazou se na sviyj cil s vysokou
afinitou a selektivitou (Miller et al., 2022). Maji n¢kolik vyhod oproti protilatkdm. Vynikaji
predevsim vysokou stabilitou, vytvaii se in vitro a kapacita syntézy muze probihat ve velkém

meéftitku (Huang et al., 2021).

1.3.2 Princip imunochromatografického testu

Principem imunochromatografického testu je chromatografickd separace latek
a imunokomplexii na pevné fazi, nasycené kapalinou. Funkci pevné faze zastava
nitrocelul6zova membrana. Vzorek, jimz miize byt napiiklad sérum, obsahujici hledany
antigen, ktery ma byt detekovan, nadavkujeme na vzorkovaci podloZzku. Tekutina za¢ne vzlinat
a vzorek migruje do konjugované podlozky. Konjugovana podlozka obsahuje konjugované
protilatky, namifené proti ur¢itému antigenu. Tyto protilatky mohou byt konjugovany pomoci
znacky napf. koloidnimi ¢asticemi zlata, kterd je navazana na jednu ze spolu reagujicich slozek

(Daussant et al., 2007).

1.3.3 Usporadani imunochromatografického testu

Lze rozli$it dva zékladni typy usporadani test — sendvi€ové a kompetitivni. Sendvi€oveé
uspotadani je vhodné pro vysokomolekuldrni latky, nebo pro latky s rliznym poctem
antigennich determinant. Tento typ usporadani vyuziva dve rizné protilatky se specifitou proti

antigenu, umisténém v konjugacni ¢asti testu. Kompetitivni uspotadani je naopak vhodné pro
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vySetfovani nizkomolekularnich latek ve vzorku, nebo pro latky s jednim typem epitopu na
povrchu molekuly (Jaisankar et al., 2022). Piiklady analytti stanovovanych LFA testy

v sendvicovém nebo kompetitivnim uspofadani jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Priklady stanovovanych analyti LFA testy

Biorozpozna Detekéni Cas analyzy .
Analyt Uspoiadani o ] Zdroj
vaci prvek limit (min)
) . (Choi et al.,
Troponin | Ab sendvi¢ové 0,1 ng/ml 10
2010)
Virus chiipky (Kimetal.,
Ab sendvicové 102 kopii 10
A 2014)
E. coli O157: . (Wuetal.,,
aptamer sendvicové 10 CFU/mlI 5
. (Oh et
CRP Ab sendvicové 0,67 ng/ml 10
al.,2014)
. . (Parolo et al.,
Lidské IgG Ab sendvicové 200 pg/ml 15
2013)
) . (Byzova et
Ofloxacin Ab kompetitivni 30 ng/ml 10
al., 2014)
_ (Rodriguez et
PSA Ab sendvicové 0,1 ng/ml 20
al., 2016)
. N (Yangetal.,
Estradiol Ab kompetitivni 37,14 pg/ml 8
2015)

Kompetitivni usporadani

Kompetitivni uspotfddani nachazi uplatnéni pii testovani analytll s niz§i molekulovou
hmotnosti. V z6n¢ pro konjugat se v ptipad¢ prvniho uspofadani nachazi standardni oznaceny
antigen. Tento antigen, soutézi se znacenym analytem obsazenym v kapalném vzorku,
0 vazebna mista na primarnich protilatkdch umisténych v testovaci zoné testu, jak je zndzornéno

na obrazku 5 v prvnim uspotfadani. Sekundéarni protilatky ukotvené v kontrolni linii, vytvaii
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komplex pouze se znaCenym antigenem. Jestlize je stanovovany vzorek pozitivni, tudiz
obsahuje hledany antigen, vytvofi se barevny prouzek jen v kontrolni linii. Pokud je vzorek

negativni, objevi se zbarveni v kontrolni i testovaci zoné prouzku (Jaisankar et al., 2022).

U druhého typu uspofadani kompetitivniho testu, jsou v misté nanaSeni vzorku,
pritomny znacené Ab, které maji specifitu proti prokazovanému analytu. Pokud je ve
vySetfovaném analytu antigen, a jedna se tedy o pozitivni vzorek, vytvoii s Ab imunokomplexy,
které se dale pohybuji do testovaci zony s fixovanym standardnim antigenem. Jestlize je veSkeré
mnozstvi znaenych Ab vyvazano s Atg ze vzorku v imunokomplexech, Ab se nemohou
zachytit v zadné testovaci zong. V testovaci zoné se neobjevi okem viditelna linie a to znamena,
ze vzorek byl pozitivni. Imunokomplexy jsou undSeny proudem kapaliny, didle membranou
a prochazi kontrolni zoénou, kde je fixovana anti-IgG protilatka. Zde se prochazejici
imonokomplexy navazi na tuto sekundarni protilatku a vznikne barevna linie. Vznikly prouzek

znamena, ze test byl proveden spravné a vysledek je validni (Daussant et al., 2014).

. Primarni  Sekundarni
Analyt Znaceny analyt protilatka  protilatka

I I ] Nitrocelulozova

/ membrana
I3 | ! k

Prvni usporadani Vzorkovaci Konjugaéni Testovaci  Kontrolni Absorpéni
podiozka  zéna z6na zéna podiozka /

/

Primarni protilatka
znacena A Sekundarni
Analyt  nanoéasticemi nalyt o rotilatka

l l I l Nitrocelulézova

podiozka

| | | | E

Vzorkovaci Konjugaéni  Testovaci Kontrolni zéna Absorpcni

podiozka  zona zona y podlozka /

Druhé usporadani

Obrazek 5: Kompetitivni uspofadani imunochromatografického testu (pfevzato a upraveno z

Behandir et al., 2016)
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Sendvicové usporadani

V piipad¢ sendvi¢ového uspofadani imunochromatografického testu pouzivame dvé
sady protilatek. Metoda je hojné vyuzivéana k detekci antigenti s velkou molekulovou hmotnosti,
které maji vice antigennich determinant (Bahandir et al., 2016). Takto miZeme stanovit napf.
analyt hCG, coz je lidsky choriovy gonadotropin, poukazujici na casné stadium téhotenstvi.

Molekulova hmotnost hCG se pohybuje okolo 36 000 M (LA Cole et al., 2010).

Tento systém pouziva dvé rizné protilatky se specifitou proti antigenu, ktery se nachézi
v konjugacni zong¢, toto je patrné z obrazku 6. V ptipad¢ pozitivniho vzorku, Ab vytvari s Atg
imunokomplexy, které jsou unaSeny vzlinajici se kapalinou dale. V testovaci zo6n€ jsou antigeny
v imunokomplexu zachyceny na prouzku fixovanych Ab, také se specifitou proti Atg.
Vyvéazadnim imunokomplexu v testovaci zoné se znacka, pf. nanocdstice s navazanym
koloidnim zlatem, nesend konjugovanou protilatkou, zakoncentruje a v zon¢€ vznikne viditelny
¢erveny prouzek. Prouzek v testovaci zon€ vypovidd o pozitivnim vysledku. Piebytecny
imunokomplex se pohybuje dal do kontrolni zény, a zde je zachycen na prouzku fixovanych
anti-IgG Ab. Prouzek v kontrolni zoné dokazuje, Ze test byl proveden spravné a je validni.

(Horlock et al., 2023). Sendvic¢ové uspotadani LFA testu predstavuje obrazek 6.

primarni
protilatka o
iyt 2nacend primarni sekundarni
ana 1L 1L
nanotasticemi Protilatka protilatka
I I I I nitrocelul6zova membrana

\

vzorkovaci testovac_i{ z6na kontrolni  adsorpéni podlozka

podioika konjugacni S 20nag

2wna. . 4 £ F N /

Obrazek 6: Sendvicové usporadani imunochromatografického testu (pfevzato a upraveno z Behandir

etal., 2016)

1.3.4 Jednotlivé soucasti imunochromagrafického testu

Lateralni pratokovy imunochromatogficky test, je rychla diagnosticka technologie,
vyvinuta z ELISA testu. Mezi jeji prednosti fadime, jednoduché provedeni testu, nizkou cenu

a kratkou dobu detekce. Testovaci prouzek LFA obsahuje tyto soucasti: vzorkovaci podlozku,
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konjugacéni zonu, testovaci a kontrolni ¢ast, nitrocelul6zovou membranu, absorp¢ni podlozku

a pomocnou zadni vrstvu (Guo et al., 2021).
Vzorkovaci podlozka

Vzorkovaci podlozka slouzi pro aplikaci vzorku. Podlozka muze byt vyrobena
z celuldzy nebo sklenénych vldken. Vzorek se nanasi pomoci kapatka na tuto podlozku. Funkei
podlozky je transport vzorku k dal$im soucastem testovaciho prouzku. Podlozka by méla byt
schopna vzorek prepravit kontinudlnim a homogennim zptisobem (Sajid et al., 2015). Dtlezitou
roli vzorkovaci podlozky je rovnomérné rozlozeni vzorku a jeho nasmérovani na konjugacni
zonu. Podlozka je obvykle impregnovana pufrovacimi solemi, proteiny a povrchové aktivnimi
latkami, aby byla fizena rychlost pritoku vzorku a vzorek byl vhodny pro interakcei s detekénim
systémem (Koczula et al., 2016). Aplika¢ni podlozky mohou byt navrzeny 1 k predupravé
vzorku pted jeho ptepravou. Tato pfediprava miize zahrnovat Gpravu pH vzorku, odstranéni

interferujicich ¢asti nebo separaci slozek vzorku (Sajid et al., 2015).
Konjuga¢ni zéna

Obsahuje protilatky pro cilovy analyt konjugované s barevnymi ¢asticemi. Nejcastéji se
jedna o Castice koloidniho zlata nebo latexové mikrokulicky. Konjugacni zona je mistem, kde
jsou distribuovany znacené biorozpoznavaci molekuly. Podlozka by méla pfi kontaktu
S pohybujicim se vzorkem, uvolnit oznaceny konjugat. Oznaceny konjugat by mél zastavat

stabilni po celou dobu Zivotnosti prouzku (Sajid et al., 2015).
Membrana

Membrana vyrobena ve vétsing béznych LFA testl z nitrocelul6zy je nejvétsi podlozkou
v diagnostickém prouzku testu. Vyznamné ovliviiuje citlivost testl. Testovaci a kontrolni linie
jsou obvykle umistény na této membrané. Hlavni funkci membrany je poskytovat podporu
a vazbu pro zachytné sondy béhem pritoku vzorku a detekéniho konjugéatu pfes membranu do
reakéni zony. K dosazeni takového cile, musi mit membréana stejnomérné vysokou absorpcni
kapacitu, ur¢itou porovitost a vlhkost, pro zajisténi kapilarniho toku kapalnych vzorka (Zhao

etal., 2018).

Nitroceluloza (NC) je vyrabéna Castecnou nitraci celuldzy jeji chemicka struktura je
patrna z obrazku 7. Proces nitrace posiluje porézni vlastnosti celuldozy a méni tak celulozu

Z hydrofilni na hydrofobni materidl. MlzZe byt zvldknéna z roztoku, ktery obsahuje urcité
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procento nitroceluldzy, aceton a N,N-dimethylacetamid (Wang et al., 2020). Nitrocelul6zové
membrany jsou porézni. Porovitost je jednou z klicovych vlastnosti v LFA testech. Vyznamné
ovlivituje rychlost kapilarniho pritoku (Hu et al., 2014). Vétsi primér port je vyhodny pro
dodani vétsiho mnozstvi reaktantu do testovaci linie pro vazebnou interakci na testovaci linii,
zatimco mensi pramér port snizi celkovou akumulaci reaktantu. Nitrocelul6za ma vazebnou
kapacitu pro proteiny 80-100 ug/cm?. Molekuly proteini se vazi na nitrocelulé6zové membrany
prostiednictvim hydrofobnich interakci. Vodikové vazby jsou tvoifeny mezi nitroskupinami
membrany a aminokyselinovymi postrannimi fetézci proteint. Nitrocelul6zova membrana je

vhodné pro detekci proteinil s niz§i molekulovou hmotnosti (Baker et al., 2014).

O*NOQ OZN\O 2
- O HO o)l
HO < o
0,N—O 0—NO,

Obrazek 7: Chemicka struktura nitrocelulozy (pfevzato z Polymer Database)

Parametr kapilarniho priitoku je nezbytné vzit v potaz pii vybéru membrany. Rychle;jsi
pratok, ale nizsi vazebnou kapacitu pro protein maji membrany s vétsi velikosti pori. Naopak
pomalejsi prutok, umoziuje delsi inkubacni dobu mezi zachytnym ¢inidlem, cilovym analytem,
znackou detektoru a signalem. Cilovy analyt se nepfetrzit¢ dynamicky pohybuje membranou,
a je zde jen kratka doba, aby se sloZky na sebe navzajem navazaly. Pomalejsi pritok mize mit
tedy efektivnéjsi cilovou koncentraci, coZ ma za nasledek vyssi citlivost testu. U nefedénych

vvvvvv

pritokem a vétsi velikosti port (Soh et al., 2020).
Testovaci linie (T) a kontrolni linie (C)

Membrany jsou oSetfeny povrchové aktivnimi latkami ptfed aplikaci bioreceptorii
(protilatky, znacené protilatky) linie T a C (Mansfield et al., 2005). Je-li rychlost kapilarniho
pritoku vyssi, mnozstvi kapaliny ddvkované na membranu je rovnéz vyssi, coz vede ke vzniku
Sirsi pruhové linie. Pro dosazeni efektivnich vysledk, by méla byt linka uzsi. V sendvi¢ovych
LFA mohou byt koncentrace bioreceptori vyssi nez 1 mg/ml, zatimco u kompetitivniho
uspotradani LFA se koncentrace pohybuji okolo 0,1-1 mg/ml. Linie C je vzdy umisténa za linii

T ve vzdalenosti 4 mm, aby byla zaji$téna platnost testu (Jaisankar et al., 2022).
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Pomocna zadni vrstva

Vsechny jednotlivé soucésti testu jsou upevnény v nosné desticce. Pouziva se jako

podpora pro lepsi manipulaci a odecitani vysledkd.
Adsorpéni podlozka

Adsorpcni podlozka napomahd udrzovat pritok kapaliny pfes membranu a zastavuje

zpétny tok vzorku. Funguje jako zasobnik odpadu na konci prouzku.
Znacky
Zlaté nanocastice

Zlaté nanocastice (AUNP) s primérnou velikosti 1 az 100 nm, o velikosti 20 nm, které
predstavuje obrazek 8, jsou nejvice pouzivany pro znaceni protilatek nebo aptamerti v LFA
testech. Jejich pfednosti je vynikajici chemicka stabilita, snadnd modifikace, a predevSim
moznost okometrické detekce (Zhao et al., 2018). Zlaté nanocastice 1ze vyrobit v laboratornich
podminkach redukci kyseliny chlorzlatité¢ (Khan et al., 2014). Ve srovnani s nanocasticemi

oxidu kov jsou netoxické pro bunky, coz potvrdilo vice in vitro studii (Li et al., 2014).

A

20 nm

Obrazek 8: TEM obrazy AuNP (A) a AuNP potazené Streptavidinem (B) (Fu et al., 2021)

Kvantové tecky

Popularita kvantovych tecek (QD) je do zna¢né miry t€Z8i z rozvoje nanotechnologii.

Jde o fluorescen¢ni znacky mikroskopickych preparati, lze jimi odliSit i rizné bunécné
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struktury (Giemans at al., 2006). Komer¢ni dostupnost kvantovych tecek je zatim pomérné
omezena. Jejich hlavni pfinos ocekdvame u multianalytovych forméti stanoveni (Hlavacek et
al., 2011). Povrch kvantovych tecek obsahuje karboxylové nebo aminové skupiny, aby
vytvorily konjugaty s proteiny, musi byt aktivovany vhodnymi c¢inidly, jako je napf.

karbodiimid (Bahadir et al., 2016).
Uhlikové nanocastice

Uhlikové nanocastice (CNP), také nazyvané koloidni uhlik nebo saze, patfi mezi
barevné ¢asticové markery, které 1ze vizualn€ detekovat kvalitativnim nebo semikvantitativnim
zpisobem. Mezi prednosti vyuziti uhlikovych nanocéstic fadime snadnou pfipravu, vysokou

stabilitu a netoxi¢nost (Posthuma-Trumpie et al., 2012).
Lanthanoid

Chelatové znacky s lanthanoidy, mezi které patii Eu (III), Tb (III), Sm (II) a Dy (III),
byly vyuzity v LFA testech pro zvySeni detekéniho limitu. Principem testu byla fluorescen¢ni
reakce. V porovnani s AuNP jsou tyto molekuly piiblizn¢ stejné velké. Vyhodou je dlouha

zivotnost jejich fluorescence, nizké emisni spektrum a dobra fotostabilita (Sadeghi et al., 2021).
Lipozomy

Lipozomy maji kulovity tvar, jednd se o uméla vezikula sloZend z jedné nebo vice
fosfolipidovych dvojvrstev. Vlastnosti lipozomu se 1isi, zalezi na slozeni lipidt, povrchovém
naboji, jejich velikosti a zvolené metodé jejich pfipravy. Pro vyvoj lipozomové znacky je uvnitf
dutin této ¢astice zachycen Cerveny marker barviva sulforhodaminu B. Lipozom je schopen

zapouzdtit molekuly barviva (Sadeghi et al., 2021).

1.4 Zpusoby vazby protilatek a proteinti na nanomaterialy

Biomolekuly interagujici s povrchy nanomateridli maji mnoho riznych vazebnych
mist. Interagovat mohou prostiednictvim specifické nebo nespecifické adsorpce (Arsalan et al.,
2018). Imobiliza¢ni mechanismy mohou byt rozdéleny na kovalentni vazby, nekovalentni
vazby, vazby ligant-receptor. Mezi nekovalentni interakce patii fyzikalni adsorpce, kovalentni
vazby, kam miiZeme zatadit napt. pfipojeni NF pomoci aminovych skupin. Pfikladem posledni
zminéné skupiny vazeb ligant-receptor muze byt interakce streptavidinu s biotinem (Auria-

Soro et al., 2019).
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1.4.1 Fyzikalni adsorpce

Procesu adsorpce biomolekul na povrch nanomaterialu se ucastni Van der Walsovy sily,
vodikové vazby, elektrostatické, hydrofobni a solvata¢ni interakce (Auria-Soro et al., 2019). Je
povazovana za nejjednodussi zplisob imobilizace biomolekul. Vyhody této metody spocivaji
V tom, Ze nepouziva Cinidla a je nedestruktivni povahy. Neposkozuje ani nanovlédkna ani
biomolekuly. Jelikoz jsou biomolekuly spojeny s povrchem nanomaterialu pouze slabymi
interakcemi, mohou byt snadno desorbovany (Wang et al., 2009). Hlavni faktor ovliviujici
vazbu antigen-protilatka souvisi s hustotou shlukovani povrchu. Krom¢ nahodné orientace
a nizké hustoty vazby je nevyhodou predevsim nizka pevnost vazby (Lu et al., 2006). Fyzikaln¢
adsorbované proteiny mohou byt v pribéhu testu odstranény promyvacimi detergenty nebo
nékterymi pufry. Vyhodu mizZeme shleddvat v univerzalnosti metody a skute¢nosti, Ze neni
nutné chemicky modifikovat Ab ani aktivovat funkéni skupiny NF (Torcello-Gomez et al.,
2011). Na obrazku 9 lze vidét ¢tyfi riizné orientace proteinu na povrch nanocastic. Piipojeni
protilatky k nanocastici Fc ¢asti (A), Fab casti (B), ,,bo¢ni stranou* pomoci jedené Fc a jedené
Fab ¢asti (C), nebo zplisobem, kdy vSechny tfi fragmenty ,,leZi* (D), coz umoZiiuje zachovani

funkcnosti protilatky (Montenegro et al., 2013).

A B

=¢/

hydrofobni interakce

V4

C D

Obrazek 9: Fyzikalni adsorpce protilatek na nanocastici: Fc ¢asti (A), Fab ¢asti (B), ,,bo¢ni stranou‘ (C)
a ,,vleze*, kde v8echny tfi fragmenty ,,lezi“ (D). (upraveno dle Marques et al., 2020; Montenegro et al.,
2013)
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1.4.2 lontova adsorpce

Iontova adsorpce je vicebodovy proces. Rychlost jejiho pribéhu zavisi na poctu
nabitych skupin pfitomnych na povrchu Ab. Molekula Ab je asymetricka a oblast s nejvétsim
poctem ndboju se nachazi v orientaci na plocho, ve které mista rozpoznavajici antigen zistavaji
blizko povrchu NF. Timto zptisobem je zachovana schopnost vazat Atg (Montenegro et al.,
2013). Iontova adsorpce je zavisla na hodnoté pH a iontové sile pouzitého pufru. Nevyhodou

muze byt nespecifickd adsorpce matricovych proteint (Voort et al., 2004).

1.4.3 Vazba (strept)avidin-biotin a avidin-biotin

Bioafinitni imobilizacni reakce je zalozena na specifické vazbé biotinu na avidin
astreptavidin. Jednd se o nejsilngj$i nekovalentni vazbu. Nevyhodou pouZiti vazby
biotin-streptavidin mtze byt jeho sklon k tvorbé nespecifické vazby s jinymi sloué¢eninami,
kvili jeho vysokému obsahu sacharidii a vysokému izoelektrickému bodu (Smith et a., 2008).
Avidin je glykoprotein obsahujici ¢tyfi identické podjednotky. Kazda z podjednotek obsahuje
jedno vazebné misto pro biotin. Tento protein ma vysoce bazickou povahu. Jeho struktura je
odolna vici denaturaci 1 extrémnim podminkam. Rozdil mezi streptavidinem a avidinem se
nachazi, mimo jiné, v bakterialnim pivodu streptavidinu. Pochazi z bakterie Streptomyces
avidinni. Dalsim rozdilem je hodnota izoelektrického bodu. U avidinu se pohybuje mezi 5-6,
zatimco u streptavidinu dosahuje hodnoty 10. Vyhodou streptavidinu je niz§i moZnost vzniku
nespecifickych vazebnych interakci. JelikoZ se nejedna o glykoprotein, nemiZe se vazat na

volné sacharidové receptory (Hermanson et al., 2013).

1.4.4 Kovalentni vazby

Mezi funkéni skupiny cilené pro biokonjugaci patfi primarni aminy, sulthydryly,
karbonyly, sacharidy a karboxylové kyseliny. Nejbéznéjsimi zptisoby kovalentniho pfipojeni
proteini k povrchim zajist'uje pouziti aminovych skupin lysinovych zbytkd, karboxylové
skupiny kyseliny asparagové a glutamové ¢i thiolovych skupin cysteinovych zbytka (Gubala et
al., 2012). Pfi imobilizaci vznikaji stabilni komplexy mezi funkénimi skupinami substratu
a funkénimi skupinami biomolekuly. Mezi funkéni skupiny, které se mohou zucastnit reakce
patii: amino, karboxylova, thiolova, imidazolova, indolova a hydroxylova skupina. Proces
vazby biomolekuly na NF substrat mize probihat dvéma zptsoby. Prvnim z nich je pifima
reakce na substrat. Druhou mozZnosti je aktivace povrchu pomoci sitovacich ¢inidel (Smith et

al., 2020).
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1.45 Karbodiimidova vazebna interakce

Vazba je vyuzivana k parovani karboxylovych skupin s primarnimi aminy. Jako
sitovaci ¢Cinidlo je pouzivané 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbidiimid (EDC).
V piitomnosti  N-hydroxysulfosukcinimidu (Sulfo-NHS) lze EDC vyuzit k pfeméné
karboxylové skupiny na amin-reaktivni ester sulfo-NHS. Po ptidani Sulfo-NHS dojde ke
stabilizaci amin-reaktivniho meziproduktu tim, Ze jej pfeméni na amin-reaktivni ester Sulfo-
NHS, ¢imz se zvysi ucinnost vazebnych reakci zprosttedkovanych pomoci EDC (Conde et al.,

2014). Graficky je vazebna interakce znazornéna na obrazku 10.
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Obrazek 10: Karbodiimidova vazebna interakce (Margues et al., 2020)

1.4.6 Maleinimidova kopulaéni reakce

Maleinimid reaguje s volnou sulthydrylovou skupinou a vytvaii sni stabilni
thioetherovou vazbu pii fyziologickém pH. Tento typ vazebné reakce je uziteCny pro
biokonjugaci proteinti s — SH skupinou a pro pfipojeni dvou thiolti za vzniku disulfidové vazby,

jak je zobrazeno na obrazku 11.
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Obrazek 11: Schéma maleinimidové kopulaéni reakce (Margues et al., 2020)
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1.4.7 Metoda MeCAT

Tato metoda je zalozend na konjugaci protilatek s chelaty lanthanoidd. Vyuziva
maleinimidovy linker, ktery se kovalentn¢ navaze na sulfhydrilové zbytky po ¢astecné redukci
disulfidovych mustkt protilatky cysteinu. Dilezité je snizit pocet disulfidovych mistkii Ab,
aby se vytvorila reakéni mista pro maleimidovou skupinu, aniz by doslo k ovlivnéni vazebné
schopnosti protilatky (Waentiget al., 2012). Na obrazku 12 se SCN-DOTA kovalentné vaze
na aminoskupiny lyzinovych zbytkii pfi alkalickém pH. Pro navdzani Ab nejsou zapotiebi
predchozi reduk¢ni upravy, ale pro navazani na Ab jsou nutné dlouhé reakéni doby (Waentig
et al., 2009).
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Obrazek 12: Schéma MeCAT metody (upraveno dle Waentig et al., 2012)
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2 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit bioaktivni nosi¢ z nanovlakennych membran
napt. PVDF, acetylceluléozy, polyamidu a chitosanu, Svyuzitim pro oblast
imunochromatografickych testi. Jako modelovy antigen bylo naplanovano vyuzit protein
ovalbumin. Pro navazani proteinu na nanovlakenné membrany byly vyuZity metoda adsorpce
a karbodiimidova metoda. Dil¢im cilem bylo také ovéfit miru vazby/navazani modelového
proteinu microBCA testem v ptipadé¢ adsorpce a SDS PAGE elektroforézou V piipadé
karbodiimidové vazby. Pro imunochemické ovéfeni bioaktivniho nosi¢e byla zvolena metoda
dot blot. Zavérem byly dosazené vysledky materialti srovnany mezi sebou. Prace probihala ve

spolupréaci s firmou Elmarco s.r.o. Liberec, ktera vyrobila a dodala nanovlakna.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zaFizeni

analytické vahy Kern ABT-2205DM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hecules, CA USA)

fotografovaci stanice ChemiDocTM XRS + Systém s Image Lab softwarem
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

fotografovaci stanice G: BOX se softwarem GeneTools from SynGene (SynGene,
Cambridge, Velka Britanie)

magnetické michadlo Big Squid (IKA-WERKE, Némecko)

magnetické michadlo LAVAT MM4 (LAVAT a.s., Chotutice, Ceské republika)
rotator Biosan Bio-RS-24 (Biosan Laboratories, Inc., Warren, Spojené staty
americke)

pH metr model Orion 420 A (Orion Pacific Pty Ltd, Denistone East, Australie)
stanice pro produkci deionizované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scintific
Inc., Waltham, MA, USA)

spektrofotometr Labsystems Multiscan RC (Labsystems Dignostics Oy, Helsinki
Vantaa, Finsko)

termostat INCU-Line (VWR International Ltd, Lutterworth, Leicestershire, Velka
Britanie)

aparatura dot blot Hybridization Manifold 96 unit (Scie-Plas Ltd., Cambridge, Velka
Britanie)

membranova vakuova pumpa a kompresor model 22AN (KNF Neuberger, Inc.,
Tereton, NJ USA)

orbitalni tfepacka Grant Bio PMS 1000 Microplate Shaker (Grant Instruments Ltd.,
Cambridgeshire, UK)

3.2 Laboratorni pomiicky

laboratorni sklo (kédinky, odmérné vélce, odmérné¢ nadoby), mikrozkumavky
Eppendorf, plastové pinzety, pipety Eppendorf a Biohit, mikrotitracni desticky
automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

40



Experimentalni ¢ast

PVDF membrany Immun-Blot™ 0,2 um (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 nosice v koloné (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

3.3 Pouzité chemikalie

akrylamid (Fluka, Buchs, Svycarsko)

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)

chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)

chlorid draselny (Penta, Chrudim, Ceska republika)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
dodekahydrat dydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika)

dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

metanol (Penta, Chrudim CR)

detek¢ni roztok Opti-4CNTM Substrate Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

36% chlorid sodny (Penta, Chrudim, Ceské republika)

3.4 Pouzité protilatky a antigeny

ovalbumin — albumin z vajecnych bilka (cas: 90006-59-1 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

hovézi sérovy albumin, frakce V (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

krali¢i anti-ovalbumin (cas: ABS818Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
anti-kralici IgG/HRP (cas: A 8275 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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3.5 Testovana nanovlakna

Chitosanova nanovlakna (Nanovia s.r.o.)

e datum pfipravy: 2013

e plosna hmotnost vzorku: 20 g/m?

e podkladovy material: Spun-bond z polypropylenu (30 g/m?) (Pegas nonwovens,
Znojmo)

e SEM analyza je zobrazena na obrazku 13

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.61 mm | VEGA3 TESCAN

View field: 41.5 ym Det: BSE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 04/21/15

Obrazek 13: Vlakna chitosanu, elektronova mikroskopie (SEM MAG), zvétseno 5000x

42



Experimentalni ¢ast
Acetylcelulézova nanovlakna (Elmarco s.r.o. Liberec)

e datum pfipravy: 5/2022
e plo$na hmotnost vzorku: 11,34 g/m?
e pramér vlaken: 738 £473 nm

e podkladovy material: peéici papir (80 g/m?) (Branopac, Veseli nad Moravou)

e SEM analyza je patrna z obrazku 14

Obrazek 14: Vlakna acetylcelulozy, elektronova mikroskopie (SEM FEI Nova NanoSEM 230), zvétseno
150x, 600x, 5000x
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Polyamidova nanovlakna PA6 (B24) (Elmarco s.r.o. Liberec)

e datum pfipravy: 3/2021
e plosnd hmotnost vzorku: 9,91 g/m?
e pramér vlaken: 103 £17,9 nm

e podkladovy material: pe¢ici papir (80 g/m?) (Branopac, Veseli nad Moravou)

e SEM analyza je patrna z obrazku 15

Obrazek 15: Vlakna polyamidu PA6, elektronova mikroskopie (SEM FEI Nova NanoSEM 230),
zveétSeno 150x, 600x, 30000x
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PVDF nanovlakna PVDF (KynarFlex 2800) (Elmarco s.r.o. Liberec)

e datum pfipravy: 2/2021
e plosnd hmotnost vzorku: 10,1 g/m?
e pramér vlaken: 122,4 + 34,6 nm

e podkladovy material: pe¢ici papir (80 g/m?) (Branopac, Veseli nad Moravou)

e SEM analyza je patrna z obrazku 16

magnif. magnif.
150x : 600x

Obrazek 16: Vlakna PVDF, elektronova mikroskopie (SEM FEI Nova NanoSEM 230), zvétseno 150x,
600x, 5000x, 20000x
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PVDF nanovlakna PVDF (Solef 1015) (Elmarco s.r.o. Liberec)

datum pftipravy: 1/2021

plo$na hmotnost vzorku: 10,80 g/m?

e pramér vlaken: 128 = 51,5 nm

podkladovy materidl: peéici papir (80 g/m?) (Branopac, Veseli nad Moravou)

SEM analyza je patrna z obrazku 17

Obrazek 17: Vlakna Solef 1015, elektronova mikroskopie (SEM FEI Nova NanoSEM 230), zvétseno
150x, 600x, 5000x, 20000x
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3.6 Stanoveni koncentrace proteinu ovalbuminu metodou microBCA

Princip BCA metody spo¢iva v redukci Cu?* iontu na Cu* iont peptidovou vazbou
ovalbuminu a naslednou chelataci Cu® iontu pomoci sodné soli kyseliny bicinchoninové.
Vznika purpurovy komplex, jehoz absorbance byla méfena spektrofotometricky pii 570 nm.

Tento postup byl pievzat z Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit.

3.6.1 Priprava kalibrac¢ni zavislosti koncentrace ovalbuminu

Zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml byl pfipraven navazenim 10 mg
ovalbuminu a 5 ml fosfatového pufru pH =7,3. Koncentrace byla provedena v tripletu.
Ze zasobniho roztoku ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml byla pfipravena kalibracni fada
0 koncentracich: 200, 150, 100, 40, 20, 10, 5 a 2,5 pg/ml ovalbuminu, jak je znizornéno

v tabulce 3.

Tabulka 3: Piiprava kalibra¢ni zavislosti koncentrace ovalbuminu

Zkumavky Fosfatovy pufr Ovalbumin Vysledna koncentrace
pH 7,3 (uD) (c=2 mg/ml) (ul) (ng/ml)

A 900 100 200

B 925 75 150

C 950 50 100

D 980 20 40

E 990 10 20

F 995 5 10

G 998 25 5

H 999 1,25 25

I-blank 1000 0 0

Vzorky s proteiny a ptipravené roztoky z kalibrac¢ni zavislosti byly pipetovany v tripletu
do mikrotitrani desticky vzdy po 150 pl. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 150 pul BCA

reagencie, tato reagencie byla pfipravena smisenim 25 dilti roztoku A, 24 dild roztoku B a 1 dilu
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roztoku C. Pro piipravu 5 ml BCA reagencie bylo pipetovano 2500 pl roztoku A, 2400 pl
roztoku B a 100 pl roztoku C. Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla inkubovéana

V termostatu 2 hodiny pii 37 °C.

3.6.2 Stanoveni koncentrace ovalbuminu na nanovlaknu

Pomiicky a pfistroje:
e analytické vahy, mikrozkumavky, pinzeta, rotator, termostat, spektrofotometr
Pouzité roztoky:

e 0,1M fosfatovy pufr pH 7,3
e zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 1 mg/ml v 0,1M fosfatovém pufru

opH7,3
Pouzit4 vldkna:
e chitosanova nanovlakna (Nanovia s.r.o0.)

Postup:

Vzorky nanovlaken o rozméru 1,5 x 1,5 cm byly zvaZzeny na analytickych vahach. Dale
byl ptipraven 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 a zdsobni roztok ovalbuminu o koncentraci
0,1 mg/ml. Nanovldkna byla pienesena pomoci pinzety do mikrozkumavek. Nanovldkna
v mikrozkumavkach byla promyta roztokem 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. Nasledovala
inkubace 2 hodiny pfi teplot¢ 37 °C. V supernatantech byla metodou BCA stanovena
koncentrace ovalbuminu. Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 150 pl supernatantu
a 150 ul BCA ¢inidla. Ke 150 pl zasobniho roztoku ovalbuminu o koncentraci 0,1 mg/ml bylo
ptidano 150 ul BCA ¢inidla Ke vzorklim nanovléken bylo ptidano 150 pl pufru a 150 ul BCA
¢inidla. NF zustaly i nadale v mikrozkumavkach. Inkubace probihala 2 hodiny pii 37 °C
Vtermostatu za mirného otdCeni. Po inkubaci byly napipetovany supernatanty
z mikrozkumavek s nanovlakny do mikrotitracni desky a zmeétena vysledna absorbance pii

vinové délce 570 nm na spektrofotometru.
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3.7 Hodnoceni u¢innosti adsorpce ovalbuminu

Vypocet ucinnosti adsorpce byl proveden pro vsechny testované vzorky nanovlaken
pomoci nize zminéné rovnice 1 a vyjadfuje neptimy zpisob hodnoceni. Koncentrace proteinu
byly vypocitany z vysledki microBCA testu. Od pocatec¢ni koncentrace vlozeného proteinu
byla odectena koncentrace nenavazaného proteinu v supernatantu a tento rozdil byl vydélen

celkovym mnozstvym vlozeného proteinu. Tento vztah vyjadiuje uc¢innost adsopce v %.

celkovy vloZeny protein [ug/ml]—nenavazany protein po vazbé [ug/ml] 100

¢ v 0 —
Ucinnost adsorpce [ /0] celkovy vloZeny protein [ug/ml]

Rovnice 1: Vypocet ucinnosti adsorpce v %

3.8 Imobilizace ovalbuminu karbodiimidovou metodou na nanovlakna

Pomicky:

e mikrozkumavky, filtrani papir, automatické pipety, Spicky, rotator

Roztoky:

e 0,IM fostatovy pufr pH 7,3

e 0,1M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1M NaCl

e zvazené vzorky nanovlaken o rozméru 1,5 x 1,5 cm

e navazka ovalbuminu v 500 pl 0,IM fosfatového pufru pH 7,3 rozpoustén
5 minut za mirn€¢ho otaceni pii laboratorni teploté

e roztok EDC: 7,5 mg EDC v 200 ul 0,1M fosfatového pufru pH 7,3 — rozpustén
az t&sné pred aplikaci

e roztok sulfo-NHS: 1,25 mg sulfo-NHS v 200 ul 0,1M fosfatového pufru pH 7,3

rozpustén az tésné pied aplikaci

Postup:

Zvézené vzorky nanovldken o rozméru 1,5 x 1,5 cm byly promyty 0,1M fosfatovym
pufrem pH 7,3, tento proces byl tfikrat zopakovan. Nasledné byl odsédn supernatant.
K promytym nanovlakniim do mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl roztoku ovalbuminu
k tomuto roztoku bylo pfidano 200 pl roztoku EDC a 200 ul roztoku sulfo-NHS. Reakéni smés
byla doplnéna 100 pl 0,1M fosfatového pufru pH 7,3. Inkubace probihala 2 hodiny pfii

laboratorni teploté na rotatoru. Pfed inkubaci bylo nutné zkontrolovat, ze vlakno je ve vznosu.
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3.9 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pomtcky:

Mini-PROTEAN Tetra Cell aparatura pro vertikalni gelovou elektroforézu,
PowerPac™ Basic Power Supply zdroj napéti pro elektroforézu, 0,75 mm skla
na polyakrylamidové gely (SDS PAGE), parafilm, mikrozkumavky, filtra¢ni
papir, automatické pipety, Spicky

Roztoky:

Roztok A: 30% smés akrylamidu a bisakrylamidu

8,77 g akrylamidu a 0,24 g bisakrylamidu bylo rozpusténo v 15 ml
destilované vody. Bylo ponechano nabobtnat 30 minut a objem byl doplnén

na 30 ml.
Roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8

Bylo navézeno 5,4499 g Tris a ptfidano 40 ml destilované vody. Pomoci

1,55 ml 6M HCI byla upravena hodnota pH na 8,8.
Roztok C: 1M Tris-HCI pufr pH 6,8

Bylo navazeno 4,8664 g Tris a pfidano 40 ml destilované vody. Pomoci

1,55 ml 6M HCI byla upravena hodnota pH na 6,8.
Roztok D: 10% roztok SDS

Bylo navadZzeno 1,0176 g SDS a doplnéno na objem 10 ml destilovanou

vodou.
Roztok E: 10% roztok persiranu amonného

Bylo navazeno 0,11 g na 1 ml destilované vody. Tento roztok bylo zapotiebi

pfipravovat vzdy Cerstvy tésné pied pouzitim.

Roztok F: 100 mM Tris/HCI pufr, pH 6,8 s4% SDS, 200 mM
merkaptoethanolem, 20% glycerolem a 0,2% bromfenolovou modii
Roztok G: 100 mM Tris/HCI pufr, pH 6,8 s 4% SDS, 20% glycerolem a 0,2%

bromfenolovou modii
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Pro piipravu polyakrylamidovych gell byly pipetovany objemy pfipravenych roztoka

dle tabulky 4. Jako posledni byl vzdy davkovan Roztok E, jelikoz iniciuje vlastni polymeraci.

Proces polymerace trva ptiblizné¢ 30 minut. Gel byl nasledné pievrstven zaostiovacim gelem.

Zaroven byla vlozena Sablona pro aplikaci vzorkli mezi skla, ktera obsahovala 10 jamek.

Tabulka 4: Pipetované objemy roztoku pro pfipravu polyakrylamidovych geld

Zaostiovaci gel 5% (ml)

Délici gel 12% (ml)

Destilovana voda 1,4 1,68
Roztok A 0,33 2
Roztok B - 1,25
Roztok C 0,25 -
Roztok D 0,02 0,05
TEMED 0,002 0,002
Roztok E 0,02 0,05

Elektrodovy pufr:

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

Bylo navazeno 3,0378 g Tris, 14,4349 g glycinu a 0,995 g SDS. Nasledné

bylo doplnéno na objem 1000 ml destilovanou vodou.

Molekulovy standard:

e Komeréni Marker Presion Plus Protein™ Unstained Standards, Soubor deseti

proteinti o molekulové hmotnosti od 10 do 250 kDa.

Postup:

Ocisténa skla etanolem byla vloZena do aparatury a byla piidana kryci skla. Po délce

dolni hrany byl nataZen parafilm. Dalsi ¢ast prace probihala v digestofi. Zacinala pfipravou

déliciho gelu. Takto pfipraveny roztok byl opatrné promichéan a co nejrychleji byl napipetovan

mezi skla do vysky 2-2,5 cm od vrchniho okraje men$iho skla. Po napipetovani byl gel

prevrstven destilovanou vodou. Gel byl ponechan zpolymerovat 20-30 minut. Doslo
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Kk vytvofeni rozhrani mezi gelem a vodou. Prebyte¢na voda byla odsana filtraénim papirem.
Nadavkovan byl po druhou rysku a byl vlozen hiebinek. Gel byl ponechian zpolymerovat
15-20 minut. Po uplynuti této doby byl hiebinek vytazen. Vzniklé jamky byly proplachnuty
tiikrat elektrodovym pufrem. Nésledovalo umisténi gelu do elektroforetické aparatury.
K pfipravenym vzorkim byl pfidan roztok G v poméru 1:1 a povatil se v termobloku po dobu
3 minut a teploté 100 °C. Takto piipravené vzorky byly nadavkovany do jamek gelu po 15ul a
3ul roztoku markeru. Do elektroforetické vany byl dolit elektrodovy pufr po vyznacené rysky
a vana byla uzaviena vikem. Vana byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti a byly nastaveny
podminky 30 mA a 180 V. Doba trvéani elektroforézy byla 60 minut. Po skonceni byl gel opatrné

presunut pomoci destilované vody do Petriho misky.
Barveni gelu:

e Fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol

Ke 450 ml destilované¢ vody bylo pfiddno 500 ml ethanolu a 58 ml
99% kyseliny octové

e Barvici roztok: komeréni roztok Bio-Safe™ Coomassie Stain

Postup:

Pted barvenim byl gel proplachnut tfikrat destilovanou vodou. Poté byl pteveden do
fixacniho roztoku. Gel se ve fixa¢nim roztoku ponechal 30 minut na tfepacce. Nasledovala
tficetiminutova rehydratace destilovanou vodou. Byl pfidan barvici roztok Coomasie Brilliant
blue. Jednalo se 0 komeréni roztok Bio-Safe™ Coomassie Stain. Barveni probihalo 1 hodinu.

Barevny roztok byl slit a byla pfidana destilovana voda dle potteby do odbarveni pozadi gelu.
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3.10 Analyza proteinii metodou dot blot

Principem je imunodetekce pro identifikaci specifického proteinu. Protein je nejdiive
imobilizovdn na membranu. Po imobilizaci je pomoci blokovaciho roztoku membrana
zablokovana, aby bylo zabranéno vzniku nespecifickych vazeb. Nasleduje inkubace
imobilizovaného proteinu na membrané spolecné s primarni protilatkou, ktera je specificka pro
protein. Vizualizace je provedena diky sekundarni protilatce, ktera nese znacku. Znac¢ka umozni
vizualizaci proteinu. V tomto piipadé je znackou kienova peroxidaza. Enzym HRP puisobi na
substrat peroxid vodiku, ktery plsobi na luminol auvolfuje svételny signal. Intenzita
svételného signalu byla stanovena denzitometricky pomoci softwaru GeneTools.

Optimalizovany postup byl ptevzat z diplomové prace Ospalkové B. (2018).
Pomiicky:
e PVDF membrana Immuno-Blot™, dot blot DHM 96 jamek, Petriho misky,
filtracni papir.
Ptistrojové vybaveni:
e vakuovy koncentrator pro dot blot

e membranova vakuova pumpa a kompresor model 22AN

e orbitalni tfepacka Grant Bio PMS 1000
Roztoky:

e roztok pro fedéni antigenli a ekvilibraéni roztok: fosfatovy pufr pH 7,3
10 mmol/I

e blokacni roztok: 5% susené mléko v PBST

e detekeni roztok: Clarity Max 1:1

e promyvaci roztok PBST pH 7,4 o objemu 500 ml

sloZzeni:  chlorid sodny -4 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny - 0,1 ¢
hydrogenfosfore¢nan sodny x 12 H20 - 1,45 g
chlorid draselny - 0,1 g

destilovana voda - 500 ml
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Tween 20 - 4 ml

Pouzivany antigen:

e ovalbumin — zasobni roztok 100 pg/ml ve fosfatovém pufru pH 7,3

Pouzivané protilatky:

e kralic¢i anti-ovalbumin 1 mg/ml 1:250
e kralic¢i anti-ovalbumin 1 mg/ml, anti-krali¢i IgG/HRP 1:8000 (konjugat)

Postup:

PVDF membrana byla ekvilibrovana methanolem 3 minuty. Nasledovalo pfeneseni
membrany na dot blot aparaturu pinzetou a zapojeni vakuové pumpy. Navazovala ekvilibrace
membrany fosfatovym pufrem pH 7,3. Po uplném odsati roztokd ze vSech jamek bylo
davkovano 100 ul roztoku antigenu vhodné natedéného ve fosfatovém pufru pH 7,3. Za chodu
vakua byly povoleny vSechny Srouby a vrchni dil aparatury byl odklopen. Membréana byla
vyjmuta pomoci pinzety a byla usuSena na filtracnim papife. Jakmile byla membrana ususena
do podoby kiidového papiru, mohla byt rozsttihana na mensi ¢asti. Rozstiihand membrana byla
umisténa do Petriho misek a byl pfidan blokaéni roztok 5% suSené mléko v PBST. Dale byla
ponechéana na orbitalni tfepacce 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl slit blokacni
roztok a membrany byly promyty tfikrat roztokem PBST pH 7,4. Déle byl na membrany
aplikovan roztok primarni protilatky. Inkubace s primarni protilatkou probihala rovnéz na
orbitalni tfepacce, pii laboratorni teploté¢ po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byl slit roztok
S primarni protilatkou a membrany byly znovu promyty roztokem PBST pH 7,4 a to tfikrat. Byl
pfidan konjugat fedény 1:8000 5% susenym mlékem v PBST. Inkubace probihala viz pfedchozi
kroky. V poslednim kroku byly membrany promyty tfikrat roztokem PBST po dobu 5 minut.

Nakonec byl ptidan detekéni roztok Clarity v poméru 1:1, inkubace probihala 5 minut.
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3.11 Denzitometrické vyhodnoceni proteini v gelu a na membrané
Ptistrojové vybaveni:
e fotografovaci stanice ChemiDocTM XRS + Systém s GeneTools softwarem
e fotografovaci stanice ChemiDocTM XRS + Systém s Image Lab softwarem

Postup pro hodnoceni gelu:

Vysledny gel po ukonceni SDS PAGE elektroforézy byl vyfocen na stanici
ChemiDocTM XRS a vyhodnocen v software ImageLab. Vyhodnoceni probihalo ve frakci
25 kDa. Nejdtive byl hodnocen zasobni roztok ovalbuminu 0,1 mg/ml, ten byl zapocten jako

100 %. V dalsich frakcich pak byly hodnoceny vzorek 1 a 2.
Postup pro hodnoceni membrany:

Vysledna dot blot membrana byla vyfocena na stanici ChemiDocTM XRS
a vyhodnocen v software GeneTools. Jednotlivé spoty byly oznafeny stejnym kruhovym
vzorem a byla zméfena intenzita jednotlivych spoti. Vysledky byly zaneseny do grafu jako

zavislost intenzity zbarveni spotti na koncentraci vlozeného antigenu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

LFA testy jsou povazovany za levnou a rychlou metodu detekce, ktera je Siroce
vyuzivana pro screening riznych onemocnéni. ZlepSeni citlivosti Vv této oblasti testil je stale
diskutovanym tématem. Pravé membrana je jednou z nejdilezitéjSich soucasti LFA testu.
Nanovlakna vyrobena metodou elektrostatického zvlaknovani se ukazala jako slibny material
v riznych biomedicinskych aplikacich. Jejich vyhodami pro oblast LFA testli jsou snadna
modifikace, pomérné nizké naklady na vyrobu, dale porozita téchto materialti a s ni spojena
moznost ovlivnéni pritokové rychlosti. Tato prace se zamétuje na moznosti vybéru vhodnych
nanovldkennych membran pro potenciondlni nahrazeni nitrocelul6zové membrany v LFA
testech. Jako modelovy antigen byl vyuzit protein ovalbumin. Detekce efektivity vazby
ovalbuminu na nanovlédkna adsorpci, jejiz podminky byly optimalizovany, byla provadéna
pomoci BCA metody. Optimalizace podminek zahrnovala korekci teploty, Casu inkubace
nanovlaken s ovalbuminem a regulaci koncentrace ovalbuminu na vazbu na nanovlakna. Jako
modelova nanovladkna byla pouzita chitosanova nanovlakna (Nanovia s.r.0.). Detekce byla
provadéna nepiimou metodou, a to vypoctem ucinnosti vazby z rozdilu koncentraci proteinu ze
zasobniho roztoku a v supernatantu po vazb¢. V ptipadé kovalentni vazby nebylo mozné vyuZzit
nepiimou metodu detekce vzhledem K interferencim s microBCA kitem, proto byla vyuzita
moznost detekce ovalbuminu v supernatantech SDS PAGE elektroforézou s denzitometrickym
vyhodnocenim. Dosazené vysledky obou typti vazeb byly srovnany mezi sebou. K posouzeni
ucinnosti vazby proteinu pomoci specifické protilatky na nanovlakna byla vyuzita metoda
dot blot s imunochemickym principem detekce. V metodé bylo optimalizovano fedéni krali¢i
anti-ovalbuminové protilatky a fedéni konjugatu proti kralicimu IgG znacené HRP.

K vyhodnoceni byla vyuZita denzitometricka analyza.

4.1 Adsorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna

Pro optimalizaci metody adsorpce byl zvolen jako modelovy protein ovalbumin, jehoz
izoelektricky bod (plI) se pohybuje v rozpéti 4,5-4,9. Molekulovd hmotnost ovalbuminu ¢ini
42,7 kDa. Vazba proteinu ovalbuminu probihala na chitosanova nanovlakna (Nanovia s.r.o.).
Tato vlakna byla vtomto experimentu pouzita jako modelovy materidl. Cilem tohoto
experimentu bylo optimalizovat podminky adsopce ovalbuminu na nanovlakna z chitosanu.

Adsorpce je metoda reverzibilni, pfi niz se uplatiiuji pouze nizkoenergetické interakce.
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4.1.1 Optimalizace podminek adsorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna

Vzorky chitosanovych nanovlaken v tripletu o velikosti 1,5x 1,5 cm byly zvazeny na
analytickych vahach. Hmotnost nanovlaken se pohybovala v rozmezi 4,79 + 0,27 mg. Byl
pouzit zasobni roztok ovalbuminu pro kalibraci o koncentraci 2 mg/ml. Zasobni roztok
0 koncentraci 0,1 mg/ml byl pfipraven fedénim ze zdsobniho roztoku pro kalibraci. Adsorpce
probihala v prostiedi fosfatového pufru pH 7,3. Detekce byla provedena pomoci microBCA

testu. VIinova délka pro méteni na spektrofotometru byla 570 nm.

Koncentrace ovalbuminu navazaného na NF chitosanu (Nanovia s.r.0.) byla stanovena
metodou microBCA testu viz kapitola 3.6. Pro vypocet koncentrace ovalbuminu byla pouzita
kalibracni kiivka zavislosti absorbance vzniklého barevného produktu na koncentraci
ovalbuminu ve vzorku, ktera byla sestrojena podle kalibra¢ni fady z tabulky 5. Jako slepy

vzorek byly vyuzity NF bez proteinu v 0,1 M roztoku fosfatového pufru pH 7,3.

Tabulka 5: Kalibra¢ni fada ovalbuminu pro microBCA test, provedena v dubletu

Koncentrace

Oznaceni 1 Absorbance 2 Absorbance Pramér + SD ovalbuminu
(ng/ml)

A 1,762 1,787 1,775+0,01 200

B 1,431 1,466 1,449+0,02 150

Cc 1,073 1,125 1,099+0,03 100

D 0,533 0,557 0,545+0,01 40

E 0,333 0,353 0,343+0,01 20

F 0,226 0,216 0,221+0,01 10

G 0,129 0,187 0,158+0,03 )

H 0,115 0,126 0,121+0,01 2,5

I BLANK 0,091 0,084 0,088+0,00 0

Rovnice regrese byla vypoctena na y=0,0085x + 0,134 s hodnotou faktoru spolehlivosti
R?=0,9926 z grafu 1.
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Graf 1: Kalibra¢ni kiivka koncentrace ovalbuminu stanoveni metodou BCA

Pro experiment byly vybrany dva ¢asy inkubace a tfi riizné teplotni stupné, coz je patrné
z tabulky 6. Prvni moznosti byla laboratorni teplota. Druhou moznosti byla inkubace pii teploté
37 °C. Pii této teploté probihala inkubace vzorki v termostatu. Posledni moznosti byla inkubace
vzorkdi za snizené teploty pii 4 °C. Casové rozmezi inkubace se pohybovalo v rozmezi
2-16 hodin. Inkubace probihala vzdy za mirného otaceni. Cilem bylo optimalizovat ¢asové
a teplotni podminky tak, aby doslo k adsorpci ovalbuminu na chitosanova nanovlakna s co

nejvyssi ucinnosti.

Tabulka 6: Casové a teplotni podminky inkubace ovalbuminu s chitosanovymi nanovlakny

4

Cas Teplota

2 hodiny laboratorni teplota
2 hodiny 37°C

16 hodin laboratorni teplota
16 hodin 4°C

Neptimym hodnocenim, tedy stanovenim supernatantii nanovlaken, od pocate¢niho
mnozstvi vlozeného proteinu byla odeCtena hodnota nenavazaného proteinu po vazbé
V supernatantu nanovlaken a tento rozdil byl vyd¢€len celkovym mnozstvim vloZeného proteinu

tj uginnost adsorpce. Uginnost adsorpce ovalbuminu na chitosanova nanovlakna se pohybovala
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v rozmezi 33,82-63,26 %. Nejlépe se ovalbumin adsorboval na chitosanovad nanovlédkna pii
inkubaci za zvySené teploty 37 °C v termostatu po dobu 2 hodin. Pii zvyseni teploty na 37 °C
se ovalbumin adsorboval na chitosanovd nanovldkna vyrazn¢ vice i1 pii krat§Sim casovém
intervalu 2 hodiny. Ve studii Khalifehzadeh et al. (2019) probihala rovnéz adsorpce proteinu
na povrch nanovldken S krat§imi intervaly pribéhu adsorpce. Adsorpéni ¢asy proteinu na
nanovlakna se v této studii pohybovaly mezi 1-3 hodinami. Moznost zkraceni doby inkubace
z 16 hodin na 2 hodiny je z naseho pohledu vyhodna pro rychlejsi prubéh dalSich experimentd.

Grafické porovnani jednotlivych podminek experimentii pfedstavuje graf 2.
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2 hodiny lab °C 16 hodin lab °C 2 hodiny 37 °C 16 hodin 4 °C

Podminky inkubace

U¢innost v %

30%

20%

10%

0%

Graf 2: Porovnani G¢innosti adsorpce ovalbuminu o koncentraci 0,1 mg/ml na chitosanova nanovlakna

(Nanovia s.r.0.) za riznych teplotnich a ¢asovych podminek, provedeno v tripletu

Podobny experiment provedly i dvé dalsi prace. Adsorpci ovalbuminu na chitosanové
nanocastice se zabyvaly diplomové prace Bolkové A. (2021) a Behancinové P. (2019), kdy
prvni zminéna uvedla, ze imobilizovala 0,5 mg ovalbuminu na rizné chitosanové ¢astice po
dobu 2 hodin pfti laboratorni teploté. Vysledna u¢innost vazby na ¢astice metodou adsorpce se
pohybovala mezi 30,99-44,38 %. V tomto experimentu byla vysledna ucinnost vazby
0,1 mg/ml ovalbuminu na nanovlakna po dobu 2 hodin pii laboratorni teploté vypoétena
na 34,38 %. Tato ucinnost koreluje s dosazenymi vysledky zminéné prace, ale je tieba
vzit v potaz, fakt Ze mezi experimenty jsou zdsadni rozdily v pouziti chitosanovych nanocastic.
Li3i se rovnéz vyssi koncentraci ovalbuminu. Druhd zminéné uvedla, Ze nepiimym hodnocenim
uc¢innosti adsorpce se sorbovalo 23,7 % ovalbuminu na stejné nanocastice jako u Bolkové.

Vanova V. (2018) ve své diplomové praci uvadi, Zze na chitosanova nanovlakna o plosné
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hmotnosti 10 g/m? se po inkubaci 2 hodiny s 0,1 mg/ml roztokem ovalbuminu adsorboval
nepiimou metodou s ucinnosti 54 %. Rozdil shleddvam v plosné hmotnosti nanovlaken
v naSem experimentu byla pouZita nanovldkna o vy3si plosné hmotnosti 20 g/m? a vysledna
ucinnost byla rovnéz vypoctena nepfimou metodou vyssi a to 63,26 %. Autorka neuvedla, pii

jaké teplot¢ inkubace probihala.

4.2 Imobilizace ovalbuminu na chitosanova nanovlakna karbodiimidovou

metodou

Cilem tohoto experimentu bylo imobilizovat ovalbumin na chitosanova nanovlakna
karbodiimidovou metodou a srovnat jeho vysledky s pfedchozimi vysledky adsorpce
ovalbuminu na tyto nanovldkna. V této praci byla vyuzita jednokrokova metoda vazby. Pii
karbodiimidové metod¢ chitosan poskytuje aminovou skupinu a enzym karboxylovou skupinu.
Nejdrive se vytvaii meziprodukt O-acylisomoc€ovina. Tento produkt reaguje s aminem a vznika
amidova vazba. Ke zprostfedkovani vazby byl vtomto ptipadé vyuzit N-(3-

dimethylaminopropyl)-N -ethylkarbodiimid (EDC) a N-hydroxysukcinimid (NHS).

Chitosanova nanovlakna o plo§né hmotnosti 20 g/m? a rozmérech 1,5x1,5 cm byla
inkubovana po dobu 2 hodin pii 37 °C s 0,1 mg/ml roztokem ovalbuminu a nebo s 0,2 mg/ml
roztokem ovalbuminu, za mirného otaceni. Stanoveni koncentrace ovalbuminu navazaného
pfimo na nanovlaknech probéhlo pomoci microBCA testu, kalibracni zavislost absorbance
vzniklého barevného produktu na koncentraci ovalbuminu v zasobnim roztoku. Zasobni roztok
ovalbuminu pro kalibraci mél koncentraci 2 mg/ml. Rovnice Kkalibrace pro vypocet u¢innosti
karbodiimidové vazby je uvedena v grafu 3. Porovnani téinnosti karbodiimidové vazby po
imobilizaci ovalbuminu o koncentraci 0,1 mg/ml a 0,2 mg/ml jsou uvedeny v grafu 4. Uginnost
imobilizace byla vypocitana pfimo na nanovlaknech pomoci microBCA testu z rovnice

kalibrace.
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Graf 3: Kalibra¢ni kiivka zasobniho roztoku proteinu ovalbuminu o koncentraci 2 mg/ml
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Graf 4: Srovnani u¢innosti karbodiimidové vazby ovalbuminu o koncentracich 0,1 mg/ml a 0,2 mg/ml

na chitosanova nanovlakna v tripletu, metoda detekce proteinu piimo na nanovlaknech

Z grafu 4 je patrné, ze 'uCinnéji bylo imobilizovano menSi mnoZstvi proteinu
Vv zasobnim roztoku. Ze vzorku 1 89 % a ze vzorku 2 88 %. V porovnani se vzorky 3 a 4 po
inkubaci s 0,2 mg/ ml ovalbuminu, kde se G¢innost vazby pohybovala mezi 68 % a 67 %. Vazba
ovalbuminu v zasobnim roztoku o koncentraci 0,1 mg/ml na nanovlakna byla tedy téméf 0 20 %
ucinnéjsi, nez vazba stejného roztoku proteinu o koncentraci 0,2 mg/ml. V piipad¢ tohoto

experimentu méla ziejme vliv urcita interference NHS Vv proteinovém testu microBCA. NHS je
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bézné pouzivané ¢inidlo biokonjugaci a analytické chemii, ale jak uvedla studie (Vashist et al.,
2011) piedpoklada se, ze interference NHS byla zpiisobena redukci Cu?* v ¢inidle B soupravy
microBCA kitu. Cinidlo B obsahuje 4% siran médnaty. Jisty vliv na zvySeni uéinnosti mohly
mit i nespecifické vazebné interakce Kk nanovlaknu. Proto byla provedena detekce jinym

zpusobem, a to nepiimym vypoctem koncentrace ovalbuminu v supernatantech.

Jako ucinnéjsi koncentrace ovalbuminu pro kovalentni vazbu na chitosanova
nanovlakna byla vybrana nizsi koncentrace tedy 0,1 mg/ml ovalbuminu. Jiny zplisob ovéfeni
optimalni koncentrace ovalbuminu pro vazbu na nanovlakna probé&hl nepfimo ze supernatanti
po vazbé. Byla vyuzita metoda SDS PAGE elektroforézy s denzitometrickym vyhodnocenim
v softwaru ImageLab™ podle postupu uvedeného v kapitole 3.11.

SDS PAGE elektroforéza

Pro vyhodnoceni vazby ovalbuminu pomoci SDS PAGE elektroforézy byl ptipraven
12% polyakrylamidovy gel podle navodu, - viz kapitola 3.9. Do prvni jamky byl nanesen
zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci 0,1 mg/ml a objemu 15 ul. Do dal$ich dvou jamek
byly napipetovany supernatanty vzorkd 1 a 2 také o objemu 15 pl. Do 4. a 5. jamky byla
napipetovana prvni promyvaci frakce po 15 pl a v posledni jamce se nachazi 3 ul molekulového
markeru. Vysledny gel byl obarven komerénim kitem barviva Coomasie Brilliant blue. Jednalo
se 0 komerc¢ni roztok Bio-SafeTM Coomassie Stain. Po obarveni byl vysledny gel vyfocen
pomoci softwaru ImageLab™ detekéni stanice ChemiDoc ™XRS+Systém. Hodnocena byla

frakce 25 KD. Vysledek je uveden na obrazku 18.
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Obrazek 18: SDS-PAGE elektroforéza ovalbuminu 0,1 mg/ml imobilizovaného na chitosanova
nanovlakna (Nanovia s.r.0.) karbodiimidovou metodou. 1 — zasobni roztok ovalbuminu o koncentraci
0,1 mg/ml, 2 — supernatant vzorku 1, 3 — supernatant vzorku 2, 4 — promyvaci frakce vzorku 1, 5 —

promyvaci frakce vzorku 2, 6 — molekulovy marker 10-250 kDa

Denzitometrickym vyhodnocenim gelu softwarem ImageLab bylo zjisténo, Ze i¢innost
karbodiimidové kovalentni vazby je v ptipad¢ prvniho vzorku 38 % a v ptipad¢ druhého vzorku
20 %. Z vysledku SDS-PAGE elektroforézy a denzitometrického vyhodnoceni Ize usoudit
snizeni mnozstvi ovalbuminu v supernatantech oproti zasobnimu roztoku ovalbuminu
0 koncentraci 0,1 mg/ml. Tudiz lze pifedpokladat, ze imobilizace ovalbuminu na chitosanova

nanovlakna prob¢hla z 29 %.

Pfi adsorpci 0,1 mg/ml ovalbuminu na chitosanova nanovldkna bylo dosaZeno pfi
stejnych podminkéch inkubace, tedy 2 hodiny pii 37 °C u¢innosti vazby 63,26 %. V piipadé
kovalentni karbodiimidové metody byla stanovena ucinnost vazby ovalbuminu na chitosanova
nanovlakna na 29 % Z toho vyplyva, ze v dalSich experimentech s dal§imi nanovlakny byla
pouzita jiz vyhradné metoda adsorpce, jelikoz se za danych podminek jevila jako ucinnégjsi.
V porovnani se studii Srbova et al. (2016), kde byl karbodiimidovou metodou a metodou
adsorpce na chitosanova vlakna navazan hovézi trypsin (3 mg), jsme dosli k odlisSnym
vysledktum. Trypsin se z divodu mnohem vyssi ptivodni koncentrace trypsinu G¢innéji navazal

kovalentni vazbou.
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4.3 Porovnani adsorpce ovalbuminu u riznych nanovliken

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat G¢innost vazby ovalbuminu na dalsi dostupna
nanovlakna PVDF, PAG a acetylcelul6zu, za jiz optimalizovanych podminek. Soucasné byla do
testu zafazena komeréni PVDF(Immuno-Blot™) membrana pro srovnani u¢innosti navazani
ovalbuminu na komer¢né dostupny material. Vzorky nanovlaken o rozméru 1,5 x 1,5 cm byly
zvazeny na analytickych vahach. Déle byl ptipraven 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 a zésobni
roztok ovalbuminu o koncentraci 0,1 mg/ml. Nanovlakna v mikrozkumavkach byla promyta
roztokem 0,1 M fosfatového pufru pH 7,3. Nasledovala inkubace 2 hodiny pti 37 °C. Dale bylo
pokracovano stejné jako v postupu popsaném v kapitole 3.7. Vysledna absorbance byla
zméfena pii vinové délce 570 nm na spektrofotometru. Jako slepy vzorek byly vyuzity NF bez
proteinu v 0,1 M roztoku fosfatového pufru pH 7,3. Dosazené ucinnosti adsorpce 0,1 mg/ml

ovalbuminu na jednotliva NF lze vidét v grafu 5.
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Graf 5: Srovnani u¢innosti adsorpce ovalbuminu (0,1 mg/ml) na PVDF (Immuno-BlotTM) a vzorky
nanovlaken z PVDF (KynarFlex), PVDF (Solef 1015), PA6 (B24), Acetylcelulozy (CA) a modelovych

nanovlaken z chitosanu provedeno v tripletu
Hodnoceni ucinnosti adsorpce ovalbuminu na jednotliva nanovlakna

Hodnoty ucinnosti byly vypog¢itany nepfimym zpisobem pomoci microBCA testu ze
supernatantli po adsorpci. Od pocate¢niho mnozstvi vlozeného proteinu byla odectena hodnota
nenavdzaného proteinu po vazbé v supernatantu nanovldken a tento rozdil byl vydélen

celkovym mnoZstvym vlozeného proteinu, tento vztah vyjadiuje t€innost adsopce v %. Pro
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PVDF membranu (Immuno Blot™) byla vypoétena u¢innost vazby 0,1 mg/ml ovalbuminu na
66 %. Pro PVDF membranu (KynarFLex 2800) byla tato hodnota stanovena na 63 % a podobné
vysoké procento u¢innosti vazby vykazovala i tieti PVDF (Solef 1015) membrana a to 67 %.
PVDF (Solef 1015) membrana tedy vykazovala nejvys$si Gi¢innost adsorpce ovalbuminu ze
vSech testovanych membran. Vysokého procenta ucinnosti adsorpce ovalbuminu dosahla
I chitosanova membrana, ktera byla pouzita v ptedchozich testech jako modelovy material.
Naopak nizké vysledky ucinnosti vykazovala membrana z polyamidu PA6 (B24), kde byla
vypoctena hodnota uc¢innosti adsorpce ovalbuminu na 13 %. Vibec nejnizSiho vysledku
dosahla acetylceluléozova (CA) membrana, kde se ucinnost adsorpce 0,1 mg/ml ovalbuminu

pohybovala pouze na 10 %.

PVDF membrany Solef 1015 a KynarFlex 2800 prokazaly srovnatelné vysokou
icinnost vazby ovalbuminu, jako komeréni PVDF (Immuno-Blot™) membrana. Studie Giirel-
Gokmen et al. (2021) uvadi, Zze vyrobou elektrostaticky zvlaknénych membran z PVDF ve
vyvoji LFA testii dosahli vyssi specifity povrchové plochy, nizsi pritokové rychlosti a vyssi
kapacity proteinového zatizeni tedy mnozstvi navazaného proteinu nez pii pouziti bézné

dostupnych PVDF membran.

V praci Xiang et al. (2021) byl studovan vliv molekulové hmotnosti proteint na ti¢innost vazby
na membranu z PVDF a znitrocelulézy. Pro proteiny snizkou molekulovou hmotnosti
v rozmezi 17-30 kDa vykazovala nitrocelul6zova membrana vyssi schopnost vazby nez PVDF
membrana. U proteinli se stfedni molekulovou hmotnosti (50-80 kDa), nebyl prokazan
vyznamny rozdil v G¢innosti vazby mezi PVDF a NC membranou. U vysokomolekuldrnich
proteini o molekulové hmotnosti 150-170 kDa byla prokazana vys$si u¢innost vazby u PVDF
membrany nez u NC membrany. Zavérem mohli konstatovat, Ze se zvySujici se molekulovou

hmotnosti pouzitého proteinu je vhodngjsi pouziti PVDF membrany neZ NC membrany.

4.4 Tmunochemicka detekce metodou dot blot

V piedchozich experimentech byla studovéana G¢innost vazby modelového proteinu na
rizné typy nanovldken. Cilem nasledujicich experimentl je pfipravit bioaktivni nosi¢
S vybranou nanovlakennou membranou pro oblast imunochromatografickych testi. PVDF
membrany v predchozim experimentu vykazovaly nejvyssi ii€innosti vazby ovalbuminu. Proto
byly pouzity i v tomto experimentu. Nejdiive byla provedena optimalizace a ovéreni metody

na komeréné dostupné PVDF (Immuno-Blot™) membrang a nasledné byla vybrana PVDF
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(Solef 1015) membréna, na kterou se ovalbumin adsorboval s nejvyssi G¢innosti 67 %. Ve
vétsing komeréné dostupnych LFA testech je bézné vyuziti nitroceluldozy. Molekuly proteinti
se vazi na nitrocelul6zové membrany prostiednictvim hydrofobnich interakci. Vodikové vazby
jsou tvofeny mezi nitroskupinami membrany a aminokyselinovymi postrannimi fetézci
proteind. V naSich experimentech byla dostupna vlédkna acetylcelulozy, jejiz vlastnosti se od
nitroceluldzy lisi. Acetylceluléza nevykazovala dobré vysledky. Uginnost adsorpce
ovalbuminu se pohybovala pouze okolo 10 %. Nitrocelul6za pouzivana pro LFA testy obsahuje
12-13,5 % dusiku stejna se pouziva pro vyrobu bezdymého stielného prachu, zatimco
acetylceluloza, ktera se ziskava esterifikaci hydroxylovych skupin celuldzy nachazi své vyuziti
ve vyrob&é umélého hedvabi. Pii rozpusténi ve smési voda-propanol-chloroform se pouziva pro

vyrobu celofanu.

K imunochemickému ovéfeni pripravené¢ho bioaktivniho nosi¢e byla zvolena metoda
dot blot, ktera vyuziva specifickou vazbu s kralicimi anti-ovalbuminovymi protilatkami.
Nasledna detekce probiha prostfednictvim konjugatu proti kralicimu IgG zna¢eného HRP. Dot
blot je jednodussi modifikaci western blotu, kde odpadd nutnost vyuziti SDS PAGE
elektroforézy. V tomto experimentu byly vzniklé skvrny (spoty) na nanovlakenné membrané
vyhodnocené denzitometricky pomoci detek¢ni stanice ChemiDocTM XRS se softwarem
GeneTools.

4.4.1 Optimalizace fedéni primarni protilatky a sekundarni protilatky

Cilem tohoto experimentu byla optimalizace fedéni anti-ovalbuminové krali¢i protilatky
na ovalbumin adsorbovany na PVDF (Immuno-Blot™) membrang. Druhym dil¢im cilem bylo

optimalizovat mnozstvi anti-krali¢i IgG protilatky znacené kienovou peroxidazou.

Anti-krali¢i IgG protilatka zna¢ena HRP byla nejdiive pouzita fedéna 1:10000 5%
susenym mlékem, dle doporuceni vyrobce. T0 je znazornéno na obrazku 19.Spoty nebyly viibec
patrné. Toto fedéni se v prvnich pokusech ukazalo jako nedostacujici ani pro vys$si koncentrace

adsorbovaného ovalbuminu, a proto bylo snizeno jeji fedéni na 1:8000 5% susenym mlékem.
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Obrazek 19: Vysledek dot blotu pii fedéni anti-krali¢i IgG protilatky znacené HRP 1:10000 5% suSenym

mlékem, spoty nejsou vibec patrné

PVDF (Immuno-Blot™) membrana byla ekvilibrovédna roztokem methanolu a dale
roztokem fosfatového pufru pH 7,3. V dalSim kroku byl nadavkovan roztok antigenu
(ovalbuminu) o koncentraci 100 pg/ml podle schématu na obrazku 20 A. Po ususeni a ptidani
bloka¢niho roztoku dle postupu viz kapitola 3.11. byla dale aplikovana anti-ovalbuminova
krali¢i protilatka ve trech riznych fedénich: 1:250, 1:500 a 1:1000. Sekundarni protilatka
anti-krali¢i IgG konjugovana s HRP, ktera vaze protilatku specifickou (anti-krali¢i ovalbumin)
pro sledovany protein v tomto piipad¢ ovalbumin fedéna 1:8000 5% suSenym mlékem. Enzym
HRP putisobi na substrat, kterym je peroxid vodiku, ktery ptsobi na luminol a ten uvolfiuje
svételny signal. Vysledné membrany jsou zobrazeny na obrazku 20 B, C, D. Na grafu 6 je
zobrazena intenzita signalu po fedéni primarni anti-krali¢i protilatky 1:250, ktera vzrista se

vzrustajici koncentraci antigenu.
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Obrazek 20: Optimalizace fedéni primarni anti-ovalbuminové krali¢i protilatky, podle schématu A byl

davkovan antigen ovalbumin v pg/ml, primarni anti-krali¢i protilatka fedéna 1:250 B, primarni anti-

krali¢i protilatka fedéna 1:500 C, primarni anti-krali¢i protilatka fedéna 1:1000 D
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Graf 6: Intenzita signalu pro fedéni primarni anti-krali¢i protilatky 1:250
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Vysledné membrany s fedénim primarni anti-krali¢i protilatky 1:500 a 1:1000 nebyly
dostatecné citlivé a homogenni v poskytnutém signalu, nezobrazily vsechny spoty, jelikoz
v prvnich spotech nebyl poskytnut zadny nebo jen minimalni signal. Redéni protilatky 1:250
poskytovalo dostatecny signal ve vSech spotech. Nejvhodnéjsim fedéni primarni protilatky bylo

také po denzitometrickém vyhodnoceni zvoleno 1:250 a bylo pouzito v dalSich experimentech.

4.4.2 Dot blot analyza na ostatnich membranach

Membrany z acetylcelulozy, polyamidu a chitosanu nebyly pro dot blot vyuzity
vzhledem k jejich nevhodnym mechanickym vlastnostem. Membrana z chitosanu byla pfilis
kiehka, kvali malé pevnosti v tahu a nizké odolnosti vuéi pretrzeni. Tyto charakteristiky
popisuje ve své praci i Antonio et al. (2022). V tomto pokusu doslo k pietrhani chitosanové

membrany po ekvilibraci methanolem a zapojeni vakuové pumpy.

Acetylcelulozova membrana se po ekvilibraci methanolem razantn¢ zmensila a jiz s ni
nebylo mozné dale pracovat. Polyamidovd membrana se chovala podobn¢ jako membrana
z acetylcelulozy. Manipulace s ni byla problémova, po odstranéni podkladu se navic lepila
k sobé. Tyto dvé membrany v piedchozich pokusech navic prokazaly nizkou vaznost pro
ovalbumin, i z tohoto divodu byly pro dot blot vybrany membrany vyrobené z PVDF, které

vykazovaly mnohem vyssi u¢innost vazby tohoto proteinu.

4.4.3 Ovéreni optimalnich podminek na PVDF (Immuno-Blot™) membrané

Nasledujici dot blot analyza na PVDF (Immuno-Blot™) membrané byla provedena za
stejnych podminek a podle stejnych postupt s vyuzitim jiz optimalizovaného fedéni primarni
protilatky 1:250, podle schématu na obrazku 21 A. PVDF (Immuno-Blot™) membrana je
komer¢ni membrana od firmy BIO-RAD pro dot blot.
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Obrazek 21: Davkovani antigenu ovalbuminu v pg/ml podle schématu A, primarni anti-krali¢i protilatka
fedéna 1:250 navazana na antigen (ovalbumin), konjugat anti-krali¢i IgG fedéno 1:8000, na PVDF

(Immuno-Blot™) membrané B

Na grafu 7 je patrny rychlejsi nelinearni trend u mensich koncentraci antigenu stejné

jako u prvniho experimentu pfi optimalizaci mnozstvi primarni protilatky.
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Graf 7: Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni PVDF (Immuno-Blot™) membrany, se

vzrustajici koncentraci antigenu vzrasta i intenzita vzniklych spoti.

4.4.4 Dot blot analyza na PVDF (Solef 1015) membrané

Dalsi dot blot analyza s nanovlakennou PVDF (Solef 1015) membranou byla provedena
se stejnymi optimalizovanymi podminkami a podle stejnych postupti jako u piedchoziho

experimentu podle schématu na obrazku 22 A.
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Obrazek 22: Podle schématu A byl davkovan antigen ovalbumin v pg/ml, primarni anti-krali¢i protilatka
fedéna 1:250 navazana na antigen (ovalbumin), konjugat anti-krali¢i IgG fedéno 1:8000, na PVDF

(Solef 1015) membrané

Zatimco na membranu PVDF (Solef 1015) se antigen navazal ve vyrazné niz§im mnozstvi, je
patrny velmi nizky signal antigenu, ktery se se zvysujici koncentraci antigenu nelinearné

zvySuje, jak je patrné z grafu 8.
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Graf 8: Grafické znazornéni denzitometrického vyhodnoceni PVDF (Solef 1015) membrany, se

vzristajici koncentraci antigenu vzristala velmi mirné i intenzita vzniklych spoti

Pti porovnani vysledki obou membran lze z intenzit zbarveni spotl vynesenych
Vv zavislosti na koncentraci pouzitého antigenu (ovalbuminu) usoudit, Ze na PVDF (Immuno-
Blot™) membranu se Atg vazal v dostateéném mnozstvi uZz pfi nizkych koncentracich

a intenzita se s pfibyvajicim mnozstvim antigenu nelinearné zvySovala.
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Ve studii Kinoshita-Kikuta et al. (2020) pouzili ovalbumin stejného dodavatele (Sigma-
Aldrich), ktery nanesli na PVDF membranu v mnozstvi 1-2000 ng. Davkované mnozstvi
antigenu na jeden spot bylo Vv jejich pfipadé 2 ul, v nasem piipadé bylo davkovano 100 pl tj.
1000 ng antigenu (ovalbuminu). Podle ¢lanku byl signal na dot blotu detekovatelny do 62,5 ng
ovalbuminu. Se snizujicim se mnozstvim vloZeného proteinu ovalbuminu v uvedené studii
klesala umérné i intenzita signalu. V této studii vyuzili nové vyvijené fluorescencni barvivo
Phos-tag Aqua pro zviditelnéni intenzity signalu spott. V naSem experimentu bylo pouzito
komer¢ni barvivo Clarity Max, které je kompatibilni se sekundarnimi protilatkami konjugatu

znacenymi HRP.
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ZAVER

Cilem prace bylo pfipravit bioaktivni nosi¢ z nanovldkennych membran pro oblast
vyuziti v LFA testech s vyhodami nanorozmérnych materialti. Jako modelovy antigen byl
zvolen ovalbumin, coz je protein izolovany z vaje¢ného bilku. Nejdiive byly optimalizovany
podminky adsorpce ovalbuminu na modelova chitosanova nanovlakna dodana firmou Nanovia

s.r.0. Doba adsorpce byla optimalizovana na 2 hodiny, teplota na 37 °C a mnozstvi vkladaného

proteinu na 0,1 mg/ml ovalbuminu.

Pro vazbu ovalbuminu na NF byly vyuzity dva zptsoby, a to metoda adsorpce, pfi niz
se uplatiluji Van der Walsovy sily, vodikové vazby a hydrofobni interakce a karbodiimidova
kovalentni vazba. Ovéfeni uc¢innosti navazani modelového antigenu (ovalbuminu) probéehlo
s vyuzitim microBCA testu a nepfimou metodou ze supernatantt, v piipadé adsorpce. Uginnost
karbodiimidové metody vazby byla ovéfena metodou SDS PAGE elektroforézy
s denzitometrickym vyhodnocenim v softwaru ImagelLab. Z provedenych experimenti
vyplynulo, Ze metoda adsorpce ovalbuminu (0,1 mg/ml) na chitosanova NF vykazovala
ucinnost vazby 63 %, zatimco karbodiimidovd metoda dosdhla pii stejné koncentraci

ovalbuminu nejvyssiho vysledku u¢innosti 38 %.

V priibéhu dalsich experimenti s PVDF (Immuno-Blot™), PVDF (KynarFlex 2800),
PAG6 (B24), PVDF (Solef 1015) a acetylcelulozovou membranou byla vyuzita metoda adsorpce
ovalbuminu. Vyhodnocenim uc¢innosti vazby ovalbuminu na jednotlivé membrany byly
nejlepsi vysledky dosazeny u PVDF (KynarFlex 2800) a PVDF (Solef 1015) membranami.
Utinnost vazby byla vypoéitana u prvni zminéné na 63 % a u druhé jmenované na 67 %. Pro

srovnani komeréni PVDF (Immuno-Blot™) membrana dosahuje i¢innosti 66 %.

Pro imunochemické ovéfeni vazby byla navrzena a optimalizovana metoda dot blot
s nanovlakennou membranou. V metod¢é byla nejprve optimalizovana fedéni primarni (1:250)
i sekundarni protilatky (1:8000) s pouzitim komeréni PVDF (Immuno-Blot™) membrany. Dot
blot analyza byla nejdiive s komeréni PVDF (Immuno-Blot™) membranou denzitometricky
vyhodnocena. Nasledovaly dalsi analyzy S nanovlakennymi membranami, z nichz nejlepsiho
vysledku dosahla uvedena PVDF (Solef 1015) membréna. PiestoZe byla specificka protilatka
na membranu navazana, nedosahla takové odezvy, jako s komeréni PVDF(Immuno-Blot™)
membranou. Experiment by bylo vhodné vicekrat zopakovat pro vytvofeni dalSich Uprav

protokolu.
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