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ANOTACE

V teoretické Casti jsou shrnuty informace o lidském epididymalnim proteinu HE4 a aptamerech.
V dalsi ¢asti jsou zminény piiklady HE4 imunosenzort a aptasenzori a také metody pro ovéfeni
vazebné schopnosti a afinity aptamert a protilatek, zejména povrchova plasmonova rezonance
a techniky imuno-blotu, které byly vyuzivany v rdmci experimentalni ¢asti diplomové prace
pro ovéfeni reaktivity dvou vybranych komerénich protilatek a dvou rizné¢ modifikovanych
aptamert. V posledni ¢asti jsou shrnuty dosazené vysledky testovani vazebné schopnosti

vybranych protilatek a aptamerti s proteinem HE4.
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ANNOTATION

The theoretical part summarizes information about the human epididymal protein HE4 and
aptamers. In the next section, examples of HE4 immunosensors and aptasensors are mentioned,
as well as methods to verify reactivity of aptamers and antibodies, in particular surface plasmon
resonance and immunoblotting techniques, which were used in the experimental part of the
thesis to determine the reactivity of two selected commercial antibodies and two aptamers
differing in modification. The last part summarizes the results of testing the binding ability of

the selected antibodies and aptamers with HE4 protein.
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UVOD

Lidsky epididymalni protein 4 (HE4) je glykoprotein, slouzici jako onkomarker, jehoz
nadmérny vyskyt je bézn¢ spojovan s maligni formou rakoviny vajecnikl. Pfi screeningu
karcinomu ovarii dnes byvaji standardné zjistovany koncentrace HE4 a CA 125 kombinované
pro vypocet algoritmu rizika vyskytu zhoubného nadoru ovarii (ROMA), jenZ bere i v Givahu
momentalni hormonalni stav zeny, ktery mtize mit na hladinu obou markerti znatelny vliv. Diky
vcasné detekci HE4 je mozné odhalit rakovinu i v presymptomatické fazi. HE4 je v sou€asnosti
rutinné stanovovan imunoanalytickymi metodami. Nicméné jsou jiz v literatufe popsany

1 biosenzory, které maji potencial v Sir§im screeningu rizikovych pacientek.

Protilatky jsou dlouho povazovéany za zlaty standard pii volbé rozpoznavaciho prvku pro
konstrukei biosenzoru. Jejich diagnostické vyuziti je z hlediska specifity a selektivity enormni.
Jejich moZnymi alternativami na poli diagnostiky jsou aptamery, syntetické DNA/RNA
oligonukleotidy, které se vyznacuji, diky jejich unikatnimu zplisobu syntézy, nizkou
variabilitou mezi Sarzemi a diky jejich specifité a selektivité jsou Siroce uplatnitelné stejné jako
protilatky. Jejich dosavadni komerc¢ni dostupnost neni ale tak velka a jsou obvykle
syntetizovany na zakazku. I pfestoZe jejich potencidl neni dosud pln€ vyuzivéan, je jejich

uplatnéni stale roste, zejména praveé v oblasti vyvoje biosenzort.

Selektivita biosenzoru je dana povahou a kvalitou rozpoznavaciho prvku, coz miiZe byt enzym,
bunécny receptor, protilatky ¢i aptamery. Ty nejvhodnéjsi rozpoznavaci prvky jsou voleny
na zéklad¢ afinity vac¢i cilové molekule. Afinita, definujici silu vazby mezi dvéma
biomolekulami, je posuzovéna stanovenim rovnovaznych (Kp), disocia¢nich (Kq) a asociacnich
konstant (Ka). Mezi metody, které lze vyuzit k posouzeni afinity interakci dvou biomolekul,
se fadi povrchova plasmonova rezonance. Jedna se o optickou metodu, pomoci které je mozné
zkoumat vazebné interakce dvou ligandii v redlném okamziku. Ke stanoveni afinity 1ze dale
vyuzit imunoanalytické metody, jako je napf. enzymova imunoanalyza na pevné fazi,

radioimunoanalyza, dot blot, isotermdlni titra¢ni kalorimetrie, afinitni chromatografie, a jiné.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Lidsky epididymalni protein 4 (HE4)

Lidsky epididymalni protein 4 je pomérné kratce diagnosticky vyuzivanym biomateridlem,
ktery fadime mezi nadorové markery. Muze byt produkovan ve zvySeném mnozstvi bud’
samotnym nadorem anebo hostitelskym organismem v odpovédi na jeho pritomnost. Nadoroveé
markery 1ze obecné vyuzit pro odhad agresivity nddoru, monitorovani G¢innosti jeho 1écby,

samotnou detekci v ranném stadiu ¢i progndzu vyvoje [1, 2].

Bylo prokézano, Ze existuje souvislost mezi vyskytem HE4 v abnormalné¢ vysokych
koncentracich a rakovinou vajecnikli. Tento protein je vyuzivan spole¢né s biomarkerem
CA 125 pro spolehlivou detekci ranného, Casto asymptomatického stadia tohoto zavazného

onemocnéni [1, 3, 4].
1.1.1 Struktura a vlastnosti HE4

HE4 protein je 124 aminokyselin dlouhy glykoprotein, ktery se vyskytuje ptevazné ve formée
homotrimeru propojeného disulfidickymi vazbami. Kazdy z monomert vazi ptiblizné 14 kDa.
Je zafazovan do rodiny takzvanych whey acidic four-disulfide core proteini (WFDC), diky
které nese alternativni zkratku WFDC2 protein. Tato rodina je podskupinou §irSiho uskupeni
kyselych syrovatkovych proteinti (KSP), pro které je typickou funkci inhibice protedz, coz lze
potvrdit u HE4 pritomnosti 15 gentl pro tyto serinové inhibitory, které¢ se nachdzeji na jedné
ze dvou bilkovinnych podjednotek, jenZ obsahuje. Bylo prokazano, Ze se podili na inhibici
Sirokého spektra serinovych, cysteinovych nebo aspartatovych protedz, coZ nasvédcuje,

Ze by se mohl podilet na regulaci proteolytickych funkci v biologickém systému [5-8].

Geny kodujici KSP a mimo jiné i HE4 byly prokdzany na chromozomu 20q12-13.1. Jejich
zvySena exprese byla potvrzena u rakoviny prsu a vajecnikll. Za normadlnich okolnosti
je v lidském téle genova exprese HE4 prokazatelna v prudusnici, slinnych zlazach, plicich,

prostaté, Stitné zlaze, a v ledvinach [3, 9, 10].

Lidsky epididymalni protein 4 byl prvné objeven a izolovan z lidského nadvarlete, konkrétné
lumenu jeho vyvodu. Bylo zjisténo, ze v této tkani se nachazi celkem Sest typit mRNA, podle
kterych bylo syntetizovano Sest rtiznych cDNA, jenz byly nasledné klonovany a vystavovany
protilatkdm proti syntetickym peptidovym epitopiim. Touto metodou bylo identifikovano

celkem 6 proteind dnes oznacovanych HE1-HES6 [9, 11, 12].
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1.1.2 Ovarialni karcinom

vvvvv

nejcastejsi pricinu umrti zen. Dle prizkumi je celosvétove kazdy rok prokazano pies 225 tisic
novych ptfipadt rakoviny vajecnikl a s tim spojenych pies 140 tisic umrti. Zavaznost tohoto
onemocnéni je umoctovana faktem, ze az 70 % piipadi této rakoviny je odhaleno
az v pozdnim, casto metastatickém stadiu, na stupnich III/IV zklasifikace vytvoiené
Mezinarodni federaci gynekologt a porodnikd, jelikoz rané faze jsou asymptomatické a bez
ziejmych projevli. Ovaridlni karcinom je také nejcastéj$i pfi¢inou umrti zplisobenych

gynekologickym onemocnénim [3, 4, 6, 13].

Je zndmo hned nékolik podstatnych faktort, které mohou jak negativni, tak i pozitivni vliv

na vznik a progresi rakoviny vaje¢nikd. Nejvyznamnéjsi s negativnim dopadem zahrnuji:

e Genetickou predispozici: Nejvyznamnéjsi Cinitel, ktery je zavinény genetickymi mutacemi
genit BRCA1 a BRCA2. Tento faktor byl identifikovan u pfiblizn€ 20 % pacientek s viSe
zminénou rakovinou [ 14, 15].

e Hormonalni substituéni terapii: Prokazatelné zvySovani rizika bylo odhaleno
u postmenopauzalnich Zen. Estrogenova terapie mize zvySovat riziko vzniku rakoviny
vaje¢nikll o piiblizné 22 %. U kombinované estrogen/progesteron terapie to muze byt
az 10 % [14].

e Zivotni styl: Do této skupiny se Fadi vice b&Zné faktory jako je obezita, koufeni nebo uzivani

nesteroidnich antiflogistik [14].

Rakovina vaje¢nikt miize manifestovat jako benigni (nezhoubna) nebo maligni (zhoubnd)
forma, pficemz prevalence benignich onemocnéni je vyssi u premenopauzélnich zen (nad 90 %)

nez u téch postmenopauzalnich (60 %) [6].
1.1.3 Diagnostické vyuziti HE4

Jako nejb&znéjsi diagnosticky marker ptitomnosti ovarialniho karcinomu (OC) byl dfive
vyuzivan zejména onkogenni marker CA 125. V dneSni dobé& je ale sméfovana pozornost
na HE4, jelikoz nabizi hned né&kolik vyhod oproti samotnému CA 125. Jednou znich je
schopnost rozliSeni nezhoubné a zhoubné formy karcinomu. Tento protein navic vykazuje vyssi
specifitu a citlivost u ¢asnych stadii rakoviny, coz je specialné pro v€asné zachyceni OC zasadni

[3, 14, 16].
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vysledkt, napf. u vyskytu endometriézy, zanétlivych onemocnéni [17] ¢i nezhoubnych nadora
[18]. Dalsim omezenim CA 125 je fakt, ze k nadmérné proliferaci markeru dochézi u ptiblizné
50-60 % jedinct s rannym stadiem choroby a u az 20 % ptipadit OC neni CA 125 prokazatelny.
HE4 prokazateln¢ vykazuje vyssi senzitivitu u zen mladsich 50 let, naopak CA 125 je vhodnéjsi
volba pro zeny nad 50 let [19, 20].

HE4 jako samostatné vyuzity marker vykazuje u pacientek s OC ¢i riznymi benignimi,
gynekologickymi onemocnénimi specifitu 96 % pii senzitivité 67 % [1]. Dalsi zdroj [16] uvadi,
ze tento marker samostatn¢ vykazuje nejvyssi senzitivitu 72,9 % piti specifit¢ 95 %. Dale pak
pfi porovnani s jinymi mozné vyuzitelnymi markery (CA 125, atd.), vykazuje nejvyssi

senzitivitu v ranném (62,4-82,7 %) 1 pozdnim stadiu (74,6-92,5 %) onemocnéni.

Dle doporu¢eni Ceské spoleénosti klinické biochemie Ceské lékaiské spoleénosti Jana
Evangelisty Purkyné (CSKB CLS JEP) [1] je vhodné pouZit k diagnéze maligniho nadoru HE4
za predpokladu, Ze neni prokazatelné zvysSend hladina CA 125, coz ptedstavuje pfiblizn€ jednu
tietinu piipadii. Specifické hodnoty nartstu a poklesu HE4 1ze vyuzit k monitorovani pribéhu

choroby, jeji progrese a ti¢innosti terapie.
1.2 Aptamery — struktura a zakladni charakteristika

Aptamery jsou pomérné novymi biomolekulami, které jsou neustale vyvijeny pro nové cilové
struktury. I pfestoze jejich prvni syntéza byla uskutecnéna roku 1990, vyuziti téchto biomolekul
nadale stoupa. Nejveétsi uplatnéni nachazeji ve farmakologii jako transportéry 1€€iv nebo jako
samotnd terapeutika. V rdmci diagnostiky je jejich rutinni vyuZiti dodnes omezené a jsou

vyuzivany hlavné ve vyzkumu [21].

Aptamery jsou jednotetézcové nukleové kyseliny o délce obvykle 20—-100 nukleotidi. Mohou
byt odvozené od DNA nebo RNA, rozlisuji se tedy na dva podtypy. Mimo primérni konformaci,
kterd udava potfadi nukleotidii v fetézci, a sekundarni konformaci, jenZ popisuje lokalni
prostorové uspotradani fetézce, ma kazdy aptamer unikatni terciarni konformaci, ktera je
pfizpisobena vazebnému cili, tak ze tvofi trojrozmérnd vazebna mista (aptatopy), viz Obr. 1.
Specifita jejich trojrozmérné struktury spociva ve tvorbé vazebnych kapes, Stérbin, smycek
a dalSich uspotfadani [22-25]. Tyto molekuly jsou schopny se vazat na rtizné vazebné cile
od malych iont [26], antibiotik [27], organickych barviv [28] az po zivé builky ¢i rtizné
parazity [29], obdobn¢ jako jejich analogy, protilatky. Vazby mezi aptamery a jejich ligandy

jsou zprostiedkovany mezimolekuldrnimi interakcemi jako jsou napiiklad nekovalentni Van der
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Waalsovy vazby, Coulombické interakce, vodikové mustky nebo elektrostatické interakce. Maji

také, jako bézné nukleové kyseliny, zdporny ndboj kvili pfitomnosti fosfatovych skupin

v molekule. Proto preferuji interakce s kladn¢ nabitymi ligandy. Aptamery nékdy musi

pii adaptaci na cilové molekuly ptizplisobit svoji prostorovou konformaci, aby byla zajisténa

jejich vazebna schopnost [22-25].
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Obr. 1 - Sekundarni a terciarni struktura ssDNA GST-2. Prevzato a upraveno z [30]

Vazebna kapacita aptamert je kvantifikovana pomoci rovnovazné disociacni konstanty (Kaq),
jejiz interval se bézné pohybuje v fadech pmol/L—pmol/L. Hodnoty Kp se stanovuji
biofyzikalnimi metodami jako je napiiklad povrchova plasmonova rezonance nebo termoforéza

v mikroméfitku [21, 23, 24].

Oligonukleotidové aptamery snadno podléhaji hydrolyze, ke které dochéazi hlavné in vivo
pfi terapeutickém vyuziti. Casteénym feSenim tohoto problému je chemickd modifikace
aptamerq, viz kap. 1.2.2.1. Pokud bychom porovnali jednotlivé podtypy oligonukleotidovych
aptamert, tak DNA jsou v porovnani s RNA pomalejsi ve tvorbé prostorovych vazebnych mist.
Dal$im zésadnim faktorem, ktery miize ovliviiovat vazebné schopnosti aptamerd, je teplota.
Vyrazné vykyvy teplot mohou zplsobit zmény v sekundarni a terciarni strukture molekuly.

Ur¢ity vliv miize dale mit 1 pH a iontové sily [21-23]

Vsechny aptamery, které jsou syntetické, jsou ziskavany in vitro metodou takzvané
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systematické evoluce ligandii exponencialnim obohacovanim (SELEX), z angl. systematic

evolution of ligands by exponential enrichment, viz kap. 1.2.2 [22, 23].

Vzhledem k vlastnostem oligonukleotidovych aptameri v in vivo prostiedi, jsou v soucasnosti
pfedevsim vyuzivané v biomedicinskych zobrazovacich technikéach a jako rozpoznavaci prvek
biosenzord. Uplatnéni nachazeji i jako terapeutika, ackoliv jsou pro tyto ucely favorizované

aptamery peptidové [21-23].
1.2.1.1 Typy aptameri

Peptidové aptamery

Peptidové (proteinové) aptamery byly poprvé vyvinuty roku 1996 Brentem a kol. [31] jako
alternativa k oligonukleotidovym aptamerim. Jsou definovany jako jednoduché proteinové
molekuly, u kterych je urcitd sekvence peptidit (5-20 peptidovych smycek) ukotvena
na neutralnim proteinovém skeletu. Jejich proces syntézy a selekce je téméft identicky k metodé
SELEX. Jejich hlavni vyhodou je in vivo stabilita a proto je mozné je produkovat
v bakteridlnich buiikach ¢i kvasinkach. Diky této a dalSim vlastnostem, jako je naptiklad malé
velikost, lepsi rozpustnost, dobra modifikovatelnost a schopnost rychlého skladani, jsou hlavné

vyuzivany bud’ jako transportéry ucinnych latek nebo jako samotna 1é¢iva [24, 32].

Oligonukleotidové aptamery

Aptamery na bazi nukleovych kyselin byly jiz popsany v ptedchozi kap. 1.2. Ty se podle
nukleotidového sloZeni fadi na RNA a DNA. Tyto aptamery mohou byt dle morfologie bud’
monovalentni anebo se shlukovat do pocetngjSich uskupeni (multivalentni).

Mezi oligonukleotidové aptamery se mimo jiné fadi riboswitch molekuly.

Riboswitch jsou molekuly nekdédujicich RNA, které ve své struktufe obsahuji specidlni
vazebnou kapsu obsahujici vZdy jednu molekulu aptameru nesyntetického pivodu. Lze tedy
o téchto molekulach hovofit jako o zdroji piirozené se vyskytujicich aptamert. Tyto aptamery
zde plni kli¢ovou roli jako vazebné molekuly. Riboswitch jsou vyhradné€ vyuZivany nékterymi

bakteriemi k detekci fady metabolitl a iontll, jenZ maji zdsadni dopad na genovou expresi, ¢imz

.......

Multivalentni aptamery, poprvé navrzeny roku 1999 Shi a kol. [36], jsou strukturni jednotky
tvofené dvéma ¢i vice aptamery, se stejnym nebo odlisSnym motivem, najednou. Pokud jsou
na zakladni strukturu aplikovany aptamery se stejnym motivem, mulze byt avidita vici

vazebnému cili vyznamné posilena. Naopak pokud jsou aplikovany molekuly s odlisnymi
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motivy, lze tuto strukturu vyuZzit k rozpoznavani vicero odliSnych analytd najednou [37].
Multivalentni aptamery lze podle morfologické odliSnosti zdkladni matrice rozdélit na 3 hlavni
skupiny: sférické [38], jednovrstvé [39] a linearni [40].

Zakladem sférickych aptamert je duté ¢i vyplnéné jadro, na kterém jsou radidln€ rozmisténé
aptamery. Jadra jsou nejCastéji tvofena ze zlata [41] nebo stfibra [42], mén¢ Castéj$i jsou
ze syntetickych polymert [43] ¢i rliznych oxidi kova [44]. U jednovrstvych je zakladem
planarni vrstva tvoiena bud’ z grafenu nebo z fosforenu. U linearnich aptamert tvoii zakladni
strukturu ohebny nebo rigidni skelet (ssDNA, dsDNA), na kterém jsou aptamery sefazeny

v fadé za sebou [45].

V praxi nachdzeji nejveétsi uplatnéni linearni a sférické aptamery, specialné pak v diagnostice.
Multivalentni aptamery se pouzivaji napt. pro konstrukci biosenzort (aptasenzory), které lze
napiiklad  vyuzit v povrchové  plasmonové  rezonanci, cyklické  voltametrii
nebo elektrochemické impedancni spektroskopii. Nachézeji také uplatnéni jako analytické

sondy a nelze ani opomenout terapeutické vyuziti [37, 45].

1.2.2 Metoda SELEX

Jiz diive zminéna systematicka evoluce ligandii exponencidlnim obohacovanim byla roku
1990 soucasné navrhnuta 2 pary védcii Ellingtonem a Szostakem [46] a Tuerkem a Goldem
[47]. Jedna se o vicefdzovy opakovany proces afinitni selekce specifickych oligonukleotidli
namifenych proti vybranému vazebnému cili, coz mize byt naptiklad kovovy iont nebo
az komplexni struktury jako bakterie nebo viry. Nejcastéji se ovSem zameétfuje na tvorbu

aptamert namitfenych proti riiznym proteinim [47, 48].

Jeden samotny cyklus SELEX Ize rozdélit na 3 hlavni kroky. Prvnim je inkubace cilové
molekuly se souborem ndhodné vygenerovanych oligonukleotidovych sekvenci RNA nebo
DNA, dlouhych obvykle 20-60 pari bazi. Knihovna (soubor) bézné obsahuje kolem
10'2-10"° rtiznych nukleovych kyselin, které jsou na obou koncich ohrani¢eny konstantnimi
regiony. Jednotlivé nukleové kyseliny, imobilizované na nosice jsou piidany k vybranému
vazebnému cili. Pokud jsou v souboru pfitomny molekuly s kompatibilni vazebnou sekvenci,
jsou na n¢ navazany. Po této fazi nasleduje druhy krok, jehoz podstatou je separace vazanych
molekul od zbylého, volného souboru. Tyto ,,0¢i8téné* oligonukleotidové aptamery jsou poté
amplifikovany polymerazovou ftetézovou reakci (PCR) a pfipravovany na dal$i cyklus
SELEXu. VSechny tyto zminéné kroky jsou opakovany do t¢ doby, dokud neni vygenerovan

dostate¢né koncentrovany aptamer namifeny proti cilové molekule, viz Obr. 2. V praxi jsou
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jednotlivé cykly opakovany obvykle 8-16 krat. Vysledny produkt je poté identifikovan

sekvenovanim, klonovanim a ovéfenim vazebnych schopnosti [48—50].

Inkubace s cilovou

v ; L4 molekulou \ » 2.
Nahodna knihovna ) a > 8
oligonukleotid(i / v Y © \ 4

Separace nenavazanych
sekvenci

1 SELEX

= . ’\ cyklus J)_)

¢ o

LN /

Eluce amplifikovanych ‘ + 4 )_) Amplifikace

aptamert aptamert

Identifikace, klonovani a
testovani aptamert

Obr. 2 - Schéma jednoho cyklu konvencni SELEX metody. Prevzato a upraveno z [50]

Konven¢ni metoda SELEX zroku 1990 je dnes jiz neni vyuZzivana z divoda velké ¢asové
narocnosti, nizké uspeSnosti a malé chemické diverzity nemodifikovanych aptamert.
Vysledkem snahy o neustalé vylepSeni této metody jsou alternativni metody vychazejici

z puvodniho SELEXu jako je naptiklad Cell-SELEX nebo Ex-SELEX, a dalsi [49, 51, 52].

1.2.2.1 Modifikace aptameri

VSechny vygenerované a selektované aptamery jsou bézné modifikovany za ucelem vylepSeni
jedné nebo nékolika zakladnich vlastnosti jako je afinita, selektivita, rezistence viici nukleazam,
tepelna stabilita, a pro ucely farmakologie 1 biologickd dostupnost ¢i omezeni rychlosti
vylucovani pomoci rendlni filtrace. Modifikace jsou provadény pro zvySeni reaktivity

aptamert, které jsou v zdkladu limitovany 5 dusikatymi bazemi [49, 53, 54].

Chemické modifikace zahrnuji napt. zdménu rib6zového atomu kysliku na pozici 4" a kysliku
ve fosfodiesterovych vazbach za siru, cyklizaci molekuly nebo nej€astéji Upravu pozice
2’ na rib6zovém cyklu fluorem nebo aminovou funkéni skupinou. Dal$i moZnou modifikaci je
konjugace aptamerii s nanocasticemi nebo 1€¢ivy, k ¢emuz je nutné umistit funkéni skupiny
na 3" a 5" konce oligonukleotidovych fetézctli, aby mohlo dojit k navazani. Bylo také prokézano,

ze multivalentni aptamery dosahuji vysSich diagnostickych kvalit oproti monovalentnim
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protéjSkiim. Zkracovani konstantnich regioni, také jinak neménné sekvence nukleotidi, je také

v nékterych ptipadech vyuzivano [53, 54].
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Obr. 3 - Priklady modifikovanych struktur nukleotidovych aptamerii. Prevzato a upraveno z [55]
Nejvice vyuzivané skupiny modifikovanych aptamert jsou dnes tzv. Spiegelmery, SOMAmery,
thioaptamery nebo nejnovéjsi X-aptamery, viz Obr. 3. Spiegelmery jsou chirélni, levotoc¢ivé
molekuly aptamerd, které nachédzeji hlavni uplatnéni jako terapeutika diky totalni rezistenci
vici nukledzam. SOMAmery jsou modifikovany tak, aby vykazovaly nizkou disociaci vici
vazebnym ciltim, coz je vyuzivano u proteinti s vysokou afinitou a specifitou. Vyuziti nachazeji
jak v diagnostice, tak i v terapii. Thioaptamery jsou vytvareny fosforothioatovou modifikaci,
pii které dochazi k substituci atomu kysliku na fosfodiesterové kostfe aptameru za atom siry.
Vykazuji jak zvySenou odolnost viici nukledzam, tak i vyS$i vazebnou afinitu. Jsou spiSe
uplatiovany jako terapeutika. Posledni, X-aptamery mohou v molekule obsahovat navic
aminokyseliny, cukry, ¢i rizné funkcni skupiny. Diky velké strukturni rozmanitosti jsou

vyuZzivany jak v diagnostice, tak 1 jako terapeutika [55].
1.3 Zakladni popis protilatek a jejich tvorba

Protilatky jsou proteiny (imunoglobuliny) které vznikaji v B-lymfocytech jako odpovéd
imunitniho systému organismu na pfitomnost patogenu. Maji dvé zékladni funkce. Prvni je
vazba na rozpoznané cilové molekuly a druhd je komunikace s ostatnimi slozZkami imunitniho

systému po navazani na antigen. Jsou to komplexni molekuly tvofené tiemi, velikostné
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podobnymi ¢astmi spojenymi pantovou oblasti do tvaru Y. Kazda cast obsahuje 4 sekvence
o pfiblizné délce 110 aminokyselin. Molekula imunoglobulinu se rozdéluje na variabilni ¢ast
(Fab region), ve které se nachazi vazebné misto, paratop, ktery je specificky uzptsoben pro
vazbu antigenu, vici kterému byl vytvoren. Druhé ¢ast, tvotici vétSinu molekuly, je oznacovéana
jako konstantni (Fc region). Zajistuje vazbu na receptory imunitnich bunck, aktivaci
komplementu a jejich transport. Na zdklad¢ typu konstantniho regionu se imunoglobuliny
rozdéluji na pét izotypu (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE), z nichz nejzastoupengjsi jsou IgG.
Imunoglobuliny G se skladaji ze dvou tézkych (50 kDa, spolecn¢ 100 kDa) a dvou lehkych
(25 kDa, spole¢né 50 kDa) polypeptidovych fetézcti vzajemné spojenych k sobé disulfidovymi

vazbami [56].

Protilatky lze klasifikovat na polyklondlni a monoklondlni. Polyklondlni latky jsou
produkovany vice riznymi klony B-lymfocytii a vykazuji reaktivitu s vice epitopy antigend
najednou [56]. Monoklondalni protilatky jsou tvofeny jednim klonem B-lymfocytl a vazou
se pouze na jeden specificky epitop antigenu. Jsou nejcastéji tvofeny hybridomovou
technologii, kde je vyuzivdno flize imunizovanych B-lymfocytli s myelomovou bunkou
[56, 57]. Dalsi moznou metodou tvorby protilatek je rekombinantni technologie, kde jsou
molekuly imunoglobulinti exprimovany v bunéénych systémech, napt. v Escherichia coli [58].
Existuje také metoda fagového displeje, ve které je vkladan gen pro specificky protein
do bakteriofaga [59] nebo metoda ribozomového displeje, ve které je vytvafen komplex

proteinu a jeji mRNA s ribozomem, coz je vyuzivano pfti identifikaci molekuly [60].
1.4 Vazebné vlastnosti aptamerii a protilatek a metody jejich ovéreni

Zakladem pro funkéni afinitni biosenzor je spravné vybrany rozpoznavaci prvek, ktery je
reprezentovan protilatkami nebo aptamery. To, jak ochotn¢ a rychle se mize cilova molekula
vazat, ovliviiuje afinita rozpoznéavaci molekuly, kterd definuje silu vazebné interakce mezi
dvéma Cleny. Je zavisla na prostorovém uspofadani vazebnych mist, velikosti kontaktni zony
a distribuci nabitych a hydrofobnich skupin. Afinita je definovana zékladnimi kinetickymi
parametry, tedy asocia¢ni (Ka) a disociacni rovnovaZnou konstantou (Ka), které popisuji
jak rychle vznika a také zanikd komplex. Od afinity se odviji avidita, ktera pfedstavuje sumu
afinit vSech vazeb mezi dvéma vazebnymi partnery. DalS§imi podstatnymi parametry

popisujicimi kvalitu molekuly je specifita a selektivita [61, 62].
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1.4.1 Porovnani vlastnosti protilatek a aptameru

Aptamery v mnoha aspektech diagnostického a terapeutického vykazuji lepsi vlastnosti
nez protilatky. Jsou stabilngjsi a vydrzi dale uskladnéné. Aptamery jsou diky in vitro technice
ptipravy metodou SELEX a jejich chemické podstaté mnohem Iépe chemicky modifikovatelné
a konjugovatelné napft. s nanocasticemi. Ob¢ skupiny latek jsou velikostné rozdilné. Protilatky
dosahuji velikosti 150—180 kDa, naopak aptamery jsou obvykle velikosti 5-15 kDa, coz
umoznuje navazani vétsSiho poctu molekul na povrchu senzoru. Na rozdil od protilatek jsou
aptamery reverzibiln¢ denaturovatelné do plvodni prostorové konformace a tak Iépe
regenerovatelné. Na druhou stranu jsou vice nachylné k enzymatické degradaci nukledzami
in vivo. Protilatky se li§i ve vlastnostech mezi SarZzemi, coZ mize pifedstavovat problémy

v reprodukovatelnosti analyz [63—66].

Aptamery dosahuji tak vysoké selektivity, Ze jsou schopné rozeznat u dvou proteind
posttranslaéni modifikace. Afinitni vlastnosti protilatek a aptamerti dosahuji podobnych
hodnot. Disocia¢ni konstanty se pohybuji v rozmezi nmol/L az pmol/L. Zékladni porovnani

vlastnosti protilatek a aptamerti je shrnuto v Tab. 1 [63-65].

Tab. 1 - Porovnani zakladnich viastnosti aptamerii a protilatek. Prevzato z [21, 64, 65, 67]

Aptamery Protilatky
Velikost 5-15 kDa 150-180 kDa
Navraceni do puvodni Po zahtati nevratna
Teplotni odolnost konformace po zahtati (70-95°C)
, denaturace
a ochlazeni
Specifita Vysoka Vysoka
Afinita (Kb) nmol/L—pmol/L nmol/L—pmol/L
Chemicka Jednoducha (nano&astice, 16¢iva)  Obtizna, limitovana
konjugovatelnost
Chemicka Limitovana, slozita
. Vysoka mira modifikovatelnosti modifikovatelnost,
modifikovatelnost o r e
snizeni aktivity
Vazebné cile Velké rozpéti (ionty az bakterie) Imunogenni molekuly
Minimalni velikost cile 60 Da 600 Da

Pozn. Kp — rovnovazna disociacni konstanta, (k)Da — (kilo)dalton
1.4.2 Metody stanoveni afinity a reaktivity protilitek a aptameri

Hlavni pozornost je v této kapitole vénovana metodé povrchové plasmonové rezonance
a dot blotu, jelikoz se jedna o techniky, které byly vyuzity v experimentalni ¢asti pro ovéieni

reaktivity a vazebnych vlastnosti specifickych, komeréné vyrobenych protilatek a aptamerd.
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Dale jsou zminény dal$i metody vyuzitelné pro stejné ucely, jako bio-layer interferometrie,
termoforéza v mikroméfitku, isotermdlni titraéni kalorimetrie, afinitni chromatografie,

enzymova imunoanalyza na pevné fazi a ji podobna radioimunoanalyza.

1.4.2.1 Povrchova plasmonova rezonance

Povrchova plasmonova rezonance (SPR) je opticka metoda, tzv. label-free, ktera je zalozena
na méfeni refrakéniho indexu polarizovaného svétla, které dopadd na povrch senzoru
a zpusobuje na rozhrani kovu a dielektrické kapaliny oscilaci naboje. Zékladem kazdého SPR
pristroje je opticka jednotka, peristalticka pumpa, senzor (Cip) a svétlocitlivy senzor slouzici
k ptevodu elektromagnetického zareni na elektricky signal, z angl. charge-coupled device

[68-70].

Princip povrchové plasmonové rezonance

Pokud je skrz hranol vysilano p-polarizované zateni, které dopada na povrch senzoru pokrytého
tenkou vrstvou kovu, dojde pod uréitym sklonem k jejimu Gplnému odrazeni. Pokud je tihel
dopadu svétla zménén, je mozné pozorovat pokles v intenzit€ jejiho odrazeni. To je zptisobené
interakci p-polarizovaného elektromagnetického zatreni s volnymi elektrony kovu, coz vede
k jejich excitaci a oscilaci a tedy ke vzniku plasmonové rezonance na povrchu ¢ipu. Specificky
uhel, pii kterém dochazi ke maximalni ztraté v intenzité reflektovaného zaieni o urcité vinové
délce se nazyva SPR-dip a je zavisly na optickych vlastnostech obou stran kovové vrstvy. Pokud
je na opacny povrch kovové vrstvy adsorbovan hmotny objekt, napt. protilatka nebo protein,
muze dojit ke zméné€ indexu lomu a k posunu SPR-dipu [68].

Usporadani pfistroje

Senzor ve formée Cipu, je centrem SPR pfistroje, ktery vytvati pevnou piepazku mezi optickou
jednotkou (,,sucha ¢ast*) a priitokovou celou (,,mokra ¢ast*), ktera ma za kol dopravit analyt
na povrch €ipu, jak je schematicky zndzornéno na Obr. 4. Zékladni deska €ipu je ze skla, které
je potaZena nanovrstvou kovovych c¢astic. V dne$ni dobé je nejvyuZivangjsi vrstva zlata
nanasen¢ho na Cip ve formé sférickych nanocastic (AuNPs). Uplatnéni nachazi také stiibro,
které¢ je obecné povazovano za citlivéj$i nez zlato, jeho dlouhodoba stabilita je ovSem
neuspokojiva kviili nachylnosti k oxidaci [68, 70, 71]. Dal§imi alternativami jsou nanocastice
hliniku, platiny, médi, chromu nebo niklu. Uplatnéni nachézeji hlavné v elektrochemii. Kovové
povrchy mohou byt dile modifikovany vrstvou anorganickych oxida, napt. vrstvou oxidu
kiemicitého, oxidu hlinitého nebo oxidu titani¢itého [72]. Funkcionalizace miize byt nad rdmec
téchto modifikaci dale upravovana napf. vrstvou karboxymethyl dextranu, biotinu,

streptavidinu, proteinu G nebo PEG [72, 73].
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Obr. 4 - Princip vzniku povrchové plasmonové rezonance. Prevzato a prelozeno z [74]

SPR pristroje lze na zaklad¢ typu optické jednotky rozd€lit na tfi typy. Jsou to systémy
vyuzivajici bud’ hranoly, mtizky nebo optické vinovody (opticka vlakna). Nejc¢astéj$i volbou
jsou pro diagnostické ucely optické systémy zalozené na hranolu s Kretschmannovou

konfiguraci [68, 70].

Vzorky jsou davkovany do pfistroje pomoci stiikacek pies septum do toku mobilni faze.
Soucasti pfistroje mohou také byt pneumatické ventily nebo vzorkové smycky v zavislosti
navyrobci a typu pristroje. Vazebny roztok s nadavkovanymi vzorky ze smycky jde
do prutoéné cely s ¢ipem. Dnes jsou uz dostupné systémy s autosamplerem, ktery provede

davkovani samostatné [68].

Priprava ¢ipu a imobilizace rozpoznavaciho prvku

SPR ¢ip je senzorem, jehoz kovovy povrch lze modifikovat biologickym prvkem za ucelem
selektivni detekce specifickych antigend. K tomu se v praxi bézn¢€ vyuzivaji protilatky nebo
aptamery (Ize vyuzit 1 antigeny). Vzhledem k nizké chemické reaktivité zlata (v ptipadé vyuZiti
Cist¢tho AuNPs cipu) je ale ve vétSin¢ piipadi potieba tyto biomolekuly imobilizovat
na propojovaci vrstvé, kterd je ukotvena na povrchu nanocéstic. Jednim ze zpusobt jak toho

doséhnout je pfipravou samoskladné monovrstvy, z angl. self assembled monolayer (SAM),

27



alkant s thiolovymi skupinami (3-MPA, 11-MUDA), (3-aminopropyl)triethoxysilanu (APTES)
nebo hydrogelu, které vykazuji dostateCnou vazebnou kapacitu, nizkou uroven nespecifickych
vazebnosti a moznost orientované imobilizace. SAM je mozné vyuzit k navazani dalsi vrstvy
dextranové matrix, ktera poskytuje karboxylové funkcni skupiny. Dal$i, pomérné casto
vyuzivanou alternativou je monovrstva grafenu, kterd vykazuje az pétinasobné vyssi citlivost
oproti ¢istym AuNPs. Imobilizace rozpoznavacich prvka lze také dosahnout prostfednictvim

vazby streptavidin—biotin [70, 75-78].

Zéznam a vyhodnoceni vvsledku

V piipadé navazani antigenu na protilatku nebo aptamer imobilizovany na biosenzoru dochazi
k jiZ zminéné zmén¢ indexu lomu a tedy posunu SPR dipu, jehoZ okamZita intenzita je pfimo
umérna molarni hmotnosti cilové molekuly a celkovému navdzanému mnozstvi. Intenzita
zmény indexu lomu (posun SPR-dipu) je zaznamendvana v redlném cCase jako sensogram,
viz Obr. 5. Tato kiivka predstavuje asovy zdznam zmény rezonanéni jednotky (RU), ktera
popisuje posun thlu minimalné odrazené vlnové délky elektromagnetického zateni (1000 RU
odpovida posunu o 0,1°). U analyzatoru MP-SPR Navi'™ OTSO 200 od firmy BioNavis
je thlovy rozsah v rozmezi 40—78° [68, 75, 79, 80].

Typicky prubéh analyzy analytu ukazuje sensogram, viz Obr. 5, ktery rozdé€luje kazdou analyzu
na 5 casti. Na zacatku je stabilni zdkladni linie odpovidajici neménnému povrchu cCipu
s imobilizovanym rozpozndvacim prvkem, dostatecné ekvilibrovanym vazebnym roztokem.
Tato zakladni rovina slouZi jako indikator pfitomnosti pfipadnych necistot nebo vzduchovych
bublin v systému. Pfed nadavkovanim vzorku by méla byt kiivka stabilni. Druhd, asocia¢ni
faze, probihd pifi nadavkovani vzorku na ¢ip. Exponencidlné vzrlstajici kiivka indikuje
navazovani analytu na rozpoznavaci prvek, jenZ je v tento moment vétSi nez zpétny rozpad
komplexu (disociace). Tteti fazi je ustaleny stav, tedy moment vzniku rovnovazné koncentrace
komplexu. V momenté, kdy pfes povrch senzoru piestane pfichdzet analyt a zacne pouze
proudit Cisty vazebny roztok, nadchézi ¢tvrtd, disociacni faze. Zde dochazi k rozvolnéni vazeb
mezi molekulami rozpoznavacich prvki a analytu zpisobené vymyvanim vazebnym roztokem.
Posledni, patou fazi je regenerace povrchu Cipu kyselinou nebo zésadou. Jejim ucelem
je kompletni odstranéni v§ech molekul analyti navazanych na molekuly rozpoznavacich prvk.
Volba spravného roztoku pro regeneraci je zavisla na charakteru vazby mezi rozpoznavacim
prvkem a analytem. Nejcastéji jsou uzivany roztoky s nizkym pH, napt. 10 mmol/L HCI

nebo glycinu, coZ u vétSiny proteinli zpiisobi castecné rozbaleni a zisk kladného naboje,
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vedouci k rozpadu vazby. Po dokonceni by se méla nastolit plivodni zékladni linie a pak mutze

byt proveden dalsi cyklus analyzy [81, 82].
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Obr. 5 - Vzorovy priklad sensogramu. Prevzato a upraveno z [83]

SPR lze tedy pouZit pro studium interakci biomolekul v redlném case. Vysledkem vyhodnoceni
kfivek sensogramii mize byt stanoveni disociacni, asociacni a rovnovazné konstanty, které
pfedstavuji parametry interakéni kinetiky. Povrchovou plasmonovou rezonanci 1ze také mimo
jiné vyuzit ke kvantifikaci cilové molekuly. Detekéni limit bézného SPR pfistroje se pohybuje

v mezich ng/mL [68, 71].

Multiparametrickd povrchova plasmonova rezonance (MP-SPR)

Multiparametrickd SPR je specialnim typem povrchové plasmonové rezonance, ktera, stejné
jako bézna SPR, umoznuje ziskat informace ohledn¢ kinetickych parametrii interakce analytu
a vazebného prvku. Diky jeji goniometricky konfigurované optické sestavé muize vsSak
analyzovat interakce molekul pfi n€kolika vinovych délkach soucasné, kde jeden paprsek slouzi
jako mérny a druhy jako referencni. To napomaha napft. pti zjiStovani, jestli na ¢ipu nedochazi
k nespecifické vazb&. Ptfi vyhodnocovani sensogramu je pro urcitou vinovou délku nutné
odecist referencni kiivku pro zjiSténi mnozstvi navdzaného analytu. Multiparametrickd SPR
muze navic poskytovat informace ohledné slozeni nanovrstvy Cipu (refrakéni index a tloustka

vrstvy) [84].
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Vvhody a nevvhody povrchové plasmonové rezonance

Hlavni vyhodou SPR je absence znacicich molekul, kterych je napiiklad potieba u béznych
enzymatickych nebo radiologickych imunoanalyz. Inkubacni, separacni a detek¢ni kroky jsou
tim padem jednodussi. Dalsi vyhodou label-free detekce je ten fakt, ze jsou molekuly analytu
zachovany v piivodni, nemodifikované formé, coz umoziiuje jejich opakované pouziti. SPR
biosenzor vyzaduje pouze jeden biorekogni¢ni prvek, coz snizuje nédklady na reagencie

a zkracuje Cas analyzy, i piesto je SPR pomérné ¢asoveé naro¢nou metodou [85, 86].

Hlavni nevyhodou této analytické techniky je potfeba kompletni regenerace povrchu senzoru
od SAM (pokud je vyuzito) a imobilizovanych rozpoznavacich prvka. Toho mize byt dosazeno

riznymi technikami a roztoky v zévislosti na celkovém charakteru senzoru a vlastnostech vazeb

[87].
1.4.2.2 Dot blot analyza

Dot blot je imunochemicka metoda, zaloZena na nanaseni vzorku a detekci vzniklych komplext
na membran¢ jakozto pevné fazi. Jedna se o zjednodusenou variantu Western blotu, u které neni
uplatiiovdna elektroforetickd separace a blotovani analytu z gelu na membranu. Metoda
je zalozena na specifické vazebné interakci mezi antigenem a protilatkou (aptamerem) stejné
jako v enzymové imunoanalyze na pevné fazi. Stejné jako v ELISA muze byt dot blot provadén
v pfimém, nepiimém, ale i sendviCovém uspotadani v zavislosti na charakteru stanovované
biomolekuly, viz Obr. 7. Antigeny, které byvaji zpravidla sorbovany na povrch membrany, jsou
inkubovany s primarnimi protilatkami (aptamery), které jsou bud’ konjugovany se znackou
anebo je vyuzito sekundarnich protilatek konjugovanych se znac¢ici molekulou. Dot blot miize

byt vyuzit pro kvalitativni ¢i semi-kvantitativni ucely [88-91].

Nejpouzivangj$imi membranami jsou nitrocelul6zové nebo polyvinylidenfluoridové (PVDF),
méné Castéji nylonové [90, 92]. Nitrocelul6zové membrany maji vazebnou kapacitu 80-100 pg
proteinu/cm? a jsou vhodné pro detekci nizkomolekularnich proteinti (<25 kDa). Jsou
nepouzitelné pro organické roztoky. PVDF membrany maji vazebnou kapacitu 150-200 ug
proteinu/cm? a jsou pouzivany pro detekci proteini s molekulovou hmotnosti nad 25 kDa.
Mimo to vykazuji v porovnani s nitrocelul6zovymi membranami vy$s$i mechanickou pevnost
a jsou vhodné pro organické roztoky [91, 93, 94]. Proces imobilizace rozpoznédvacich prvki
je tizen hydrofobnim efektem a elektrostatickou pfitazlivosti mezi molekulou a membranou

[95].
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Ptitomnost  sledovanych analytd je detekovana kolorimetricky, fluorescencné
nebo luminiscenéné [92]. K tomu je nejcastéji volen enzym kienova peroxidaza [96], ktery
katalyzuje H,O> dependentni oxidaci chromogenniho substratu, napt. diaminobenzidinu (DAB)
[97], 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidinu (TMB) nebo o-fenylendiamin dihydrochloridu (OPD)
[98]. Dalsim, Casto pouzivanym enzymem, je alkalicka fosfatdza, ktery katalyzuje pfeménu
substratli jako je napt. p-nitrofenylfosfat nebo nitrotetrazoliovd modt [99]. Jako alternativu
k enzymiim lze také vyuzit kvantové tecky nebo nanocastice, napt. AuNPs [92, 100]. Substraty
jsou katalyzovanou reakci ménény na barevné produkty. Intenzita zabarveni nebo emisniho
zafeni je umérnd mnozstvi komplexu na membrané. Membrana je po vhodné zvolené detekeni

metod¢ vyhodnocovana denzitometricky [88].

Pro tcely dot blot analyzy miize byt vyuzivano komer¢né vyrabénych plastovych aparatur, které
se bézné& skladaji ze ti ¢asti a jsou spodni ¢asti napojeny na vakuovou pumpu. Vrchni ¢ast ma
urcity pocet kruhovych jamek (bézné 24-96) pro pipetovani vzorkii. Mezi horni a prostredni
¢ast je umistovana membrana, viz Obr. 6. Spodni ¢ast slouzi k odvodu napipetovanych kapalin
proslych skrz membranu. Alternativou dot blotu je slot blot, ktery vyuziva namisto kruhovych

komor protahlé obdélnikové Stérbiny [89, 101].

Obr. 6 - Dot blot aparatura s 96 jamkami od spolecnosti Carl ROTH. Prevzato z [102]

V porovnani s Western blotem je dot blot metodou, ktera je méné casoveé a materialné narocna.

Je také vhodna pro soucasnou aplikaci mnohonasobné vétsiho mnozstvi vzorkl nez u Western
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blotu, kde je mnozstvi zna¢né€ limitovano poctem jamek v elektroforetickém gelu. Na druhou
stranu, dot blot vykazuje vy$s$i Sum pozadi a neposkytuje informace o velikosti a moléarni

hmotnosti stanovovanych biomolekul [88, 103].

Metoda dot blot je i mimo kvalitativni a semi-kvantitativni analyzy vyuzitelnd pro stanoveni
afinity. To napt. demonstrovali Svobodova a kol. (2013) [104], kdyZ vyuzili metodu dot-ELISA
ke stanoveni afinity monoklonalnich protilatek proti amyloidu beta (AB). Tato metoda se lisila
od klasického dot blotu tim, ze bylo mezi aplikacemi primarnich a sekundarnich protilatek
vyuzito slouc¢eniny thiokyanatu amonného (NH4SCN) jako chaotropniho ¢inidla, které narusilo
vazby antigent s nizkoafinitnimi protildtkami. Byla vytvofena takova kalibracni fada, diky
které bylo mozné ziskat hodnotu ICso, coz odpovidalo koncentraci NH4SCN, pii které
dochazelo k poklesu signdlu o 50 % zpisobeném disociaci poloviny vzniklych komplexi.
Analyza byla provedena na PVDF membrané a pfitomnost vzniklych komplexti byla
detekovana kolorimetricky za vyuziti enzymu kienové peroxidazy, ktery katalyzoval pteménu
substraitu DAB na fialovy produkt. Afinitni index monoklondlnich anti-Af byl stanoven

na 0,68 mol/L (0,68 mol/L NH4SCN narusilo 50 % imunokomplexil).

Dalsim ptikladem je publikace od Li a kol. (2021) [105], ve které popisuji vyuziti techniky
dot blot pro stanoveni afinity DNA aptamerti proti S1 spike proteinu viru SARS-CoV-2. Pro
analyzu pouzili najednou nitrocelul6zovou a nylonovou membranu s filtracnim papirem. Jako
formu detekce zvolili kolorimetrické (kienovéa peroxiddza) a radioizotopové (*?P) znadeni.
Pomoci techniky dot blot byli schopni ur¢it afinitu jednotlivych ziskanych aptamerti a vybrat
dva nejvhodnéjsi kandidaty, ktefi vykazovali nejvétSi afinitu vici S1 spike proteinu
(MSAT — 1,8 nmol/L a MSAS — 2,7 nmol/L). Dot blot byl nasledné& vyuZit pro otestovani afinity
téchto dvou aptamert vic¢i S1 proteinu v 50% roztoku lidskych slin, ve kterém vykazovaly
porovnatelné hodnoty (MSA1 — 2,3 nmol/L a MSAS — 2,9 nmol/L). Ovéfili tak nejen
uplatnitelnost téchto aptameri pro stanoveni pfitomnosti SARS-CoV-2, ale 1 vyuZitelnost

této metody pro stanoveni afinity.
1.4.2.3 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je separacni technika, kterd je vyuZzivana k oddéleni biomolekul
(enzymy, proteiny, protilatky, atd.) ze smési v mobilni fazi na zaklad¢ specifické interakce
s rozpoznavacim prvkem pfitomnym ve stacionarni fazi [106]. Campbell a kol. (1951) [107]
byli prvnimi komu se podafilo touto metodou izolovat protilatky proti hovézimu sérovému

albuminu. Pro ucely analyzy mohou byt jako rozpoznavaci prvky pouZity napi. protilatky,
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aptamery nebo antigeny v zavislosti na povaze analytu. Ty jsou imobilizovany na stacionarni
fazi jejiz zaklad tvofi matrice vétSinou z porézniho materidlu (agardza, celuloza,
polyakrylamidu, oxid kiemicity). Je potieba, aby staciondrni faze byla vici mobilni fazi,
s vyjimkou analytu, zcela inertni, aby bylo zamezeno nespecifickym vazbam a bylo zajiSténo
vazani pouze pozadovanych molekul. Rozpoznavaci prvky mohou byt na stacionarni fazi
imobilizovany kovalentné za pomoci funkcnich skupin (NH2, SH, OH, COOH, atd.) nebo
adsorpci na povrch. Adsorpce muize byt specificka, napt. vazba biotin-streptavidin, nebo
nespecificka, ktera je zaloZzena na Coulombickych interakcich nebo vazbé pies vodikové

mustky [106].

Tato metoda, dnes Castéji ve formatu vysokoucinné afinitni chromatografie, je mimo jiné
vyuzivana 1 ke stanoveni afinity a rovnovazné konstanty interakce rozpozndvaciho prvku
a analytu. Pro tyto ucely je afinitni chromatografie provadéna bud’ zoénovou eluci, pti které
je davkovano malé mnozstvi analytu do kolony, anebo frontalni analyzou, pfi které je analyt
kontinudlné pfivadén do kolony do doby nasyceni vazebnych mist na stacionarni fazi.
Vysokouc¢innd afinitni chromatografie je naptiklad vyuZzivéana ke studiu interakci mezi proteiny

a 1é¢ivy [108, 109].
1.4.2.4 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Enzymovéa imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) je imunochemickd metoda, ktera je béZzné
vyuzivana pro kvalitativni a kvantitativni prikazy protilatek, antigenii, aptameri (ELASA
— enzymova imunoanalyza aptamert na pevné fazi) a dalSich biomolekul. Je zaloZena na vzniku
specifické vazby mezi ligandem, imobilizovanym na pevné fazi, a analytem, ktery je k nému
pridavan. To, co je imobilizovano na pevném povrchu je dano dle toho, jaké povahy je
stanovovand biomolekula. Jako pevnad fize je béZzn¢ mikrotitracni jamka z polystyrenu,
polyvinylu nebo polypropylenu [110-112]. Pro detekci navazanych analyti je vyuzivano
znacicich molekul, v tomto piipad€ enzymt (kifenova peroxidaza [96], alkalické fosfataza [99],
atd.), které jsou vazany na jednoho z vazebnych partnerti vzniklého komplexu podle uzité
metody ELISA. Pro kolorimetrickou detekci jsou ke znacenym komplexim ptfidavany
chromogenni substraty, které reaguji s pfislusSnym enzymem a jejich pfeménou vznikaji barevné

produkty. Intenzita zabarveni vyslednych roztoki je tmérna stoupajici koncentraci [110-112].

ELISA se rozd€luje na Ctyti zakladni metody, viz Obr. 7. Prvni, nejjednodussi je piima ELISA,
pfi které byva bézn€ imobilizovan antigen, na ktery je poté vézana stanovovand protilatka

s enzymem. Je ovSem moZné imobilizovat 1 protilatku a na ni vdzat znaceny antigen. Druhou
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metodou je neptimd ELISA, ktera je principidlné podobna ptimé metod¢. Je zde ale vyuzivano
dvou protilatek, kde ta sekundarni je vzdy znacdend enzymem. Nepiima ELISA vykazuje
v porovnani s tou ptfimou vétsi citlivost. Dalsi metodou je sendvicova, z angl. sandwich ELISA,
u které byva zpravidla imobilizovana protilatka. Na tu se poté vaze stanovovany antigen, ktery
je pak zdruhé strany obklopen navazanou primarni, piipadné sekundarni protilatkou
aenzymem. Ctvrtou metodou je kompetitivni ELISA, pfi které je vyuzivano soutéZeni
mezi znacenou a neznacenou (vzorkovou) biomolekulou o vazebné misto na antigenu nebo
protilatce. Cim vice je vzorkové biomolekuly, tim méné se navaze té znadené a vysledny signal

je pak nizsi [110-112].
Sendvicova ELISA

Nepfima ELISA
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Obr. 7 - Prehled viech ctyr zakladnich usporadani ELISA. Prevzato a upraveno z [113]

Enzymové analyza na pevné fazi nachazi také uplatnéni pti stanoveni afinity. Metodu piimé
a neptimé kompetitivni ELISA vyuzili Fischer a kol. (2024) [114] ke stanoveni a porovnani
rozdili rovnovaznych konstant. Vyuzili interakce monoklonélnich protilatek interagujicich
speptidem FLAG. Pro detekci byl vyuzit enzym kienovd peroxidaza a substrat
tetramethylbenzidin. Pro vypocet rovnovaznych konstant kazdé metody bylo vytvotfeno devét
kalibracnich ktivek s hodnotami koncentraci antigenti, pti kterych pokleslo mnozstvi signalu
na 50 % (ICso). Tyto koncentrace byly pouZity pro vypocet rovnovaznych konstant.
Koncentrace rovnovazné konstanty pro piimou ELISA vySla 90+37 nmol/L, pro nepifimou

vysla 9315 nmol/L.
1.4.2.5 Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza (RIA) je kompetitivni imunochemickd metoda. Vyuzivd znaceni
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radioaktivnimi izotopy, nejéastéji '2°I a 13! pro proteiny, dale *°H nebo C pro nizkomolekularni
latky [115]. U RIA byva zpravidla radionuklidem znacen antigen. Podobn¢ jako u kompetitivni
ELISA, je zde vyuzivano znacenych a neznacenych (vzorkovych) antigenti, které mezi sebou
soutézi o vazebna mista na imobilizovanych protilatkach, specifickych pro dané antigeny.
Cim vice je nezna¢nych antigentl, tim mensi je vysledna naméfena radioaktivita. Pro zjisténi
koncentrace vzorku s neznacenym antigenem je vyuzivano metody kalibracni kiivky. Pomoci
které je nasledné porovnavan pomeér navazanych/volnych znacenych antigent ve standardnich
a vzorkovych roztocich. Volné a navazané antigeny jsou od sebe vétSinou oddélovany extrakei
za vyuziti aktivniho uhli nebo ¢astic oxidu kiemicitého. Pro separaci lze vyuzit i elektroforézu

nebo chromatografii [115-118].

Metodu RIA lze také vyuzit ke stanoveni afinity, napt. za pomoci Scatchardovy rovnice [115].
Friguet a kol. (1993) [117] vyuzili metodu RIA ke stanoveni asociac¢nich konstant interakci
monoklonélnich protilatek a volnych nebo na ribozom navazanych 11,5 kDa N-terminalnich
peptidd produkovanych Escherichia coli. Jako znacici molekula byl pouzit methionin
s radionuklidem *°S. K separaci volnych antigeni od navazanych byla vyuZita precipitace
vazbou na dextranové Castice. Asociacni konstanty byly vypocitdny pomoci Scatchardovy
rovnice. Afinita pro volné 11,5 kDa peptidy byla stanovena na 6.10%+2.10% mol/L a pro ribozom

vézané peptidy na 7.108+2.10® mol/L.

Radioimunoanalyzu dale vyuzili O'Connor a Gosling [116] ke stanoveni afinity Sesti riiznych
monoklonalnich protilatek proti progesteronu s progesteronem, ktery byl znacen radionuklidem
SH. K vypodtu byla taktéZ vyuzita Scatchardova rovnice, za pomoci které bylo stanoveno

afinitni rozmezi 1,23.108-2,82.10'° mol/L pro vsech Sest protilatek.
1.4.2.6 Bio-layer interferometrie

Bio-layer interferometrie (BLI) je dalsi z label-free optickych metod zaloZenych na stanoveni
reaktivity biomolekul, napf. protilatky a antigenu, v redlném case. Metoda funguje na principu
meéfeni zmeény posunu vinové délky svételného paprsku odrazeného od vnitiniho referen¢niho
povrchu a specidlniho, kiemenného biosenzoru ve tvaru hrotu, ktery je pokryt vrstvou
imobilizovanych rozpoznavacich prvkl. Hrot senzoru je ponofovdn do roztoku analytu,
obvykle v mikrotitracni desti¢ce, a je sledovan posun vinové délky odrazeného svétla, ktera
je timérnd zméné slozeni povrchu biosenzoru zplisobené asociaci a disociaci imunokomplexd.
Touto metodou je, mimo disociani a asocia¢ni konstanty, také mozné stanovit tloustku

biologické vrstvy senzoru a stabilitu vzniklého komplexu mezi vazebnymi ¢leny [119-121].
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1.4.2.7 Termoforéza v mikroméritku

Termoforéza v mikrométitku (MST) je citlivou analytickou metodou, pomoci kter¢ Ize studovat
a kvantifikovat interakce biomolekul az v nanomolarnich koncentracich. Tato metoda funguje
na principu termoforézy, tj. Soretlv efekt, ktery popisuje teplotni gradient (2-6°C) a jim
zpusobeny, fizeny pohyb Castic, jehoz prabeh je zavisly na molekularnich vlastnostech analytu,
napft. velikost, ndboj, prostorové usporadani nebo solvatace. Pfi zahiati analytu znaceného
fluoroforem je sledovan tzv. T-skok, tedy né¢kolikasekundovy pohyb po sméru teplotniho
gradientu do chladnéjsi oblasti roztoku, ktery je zptlsobeny zménou fyzikalné-chemickych
vlastnosti molekuly. V ptipad¢ interakce analytu a rozpoznavaciho prvku je mozné pozorovat
zménu v termoforetickych vlastnostech, z ¢ehoz 1ze ziskat udaje o disociani a asociaéni
konstanté. Teplotni gradient je nejCastéji vyvolan infraervenym laserem, ktery je odrazen
pres interferencni filtr do nékolika mikrolitrové, sklenéné kyvety, ve které se nachazi roztok
analytu. I pfes to, Ze je MST metodou vyuZivajici molekulové znaceni, nabizi znatelnou vyhodu
oproti SPR nebo BLI v tom, ze nevyZaduje imobilizaci cilovych molekul a je zapotiebi pouze

malych objemt roztoku [122—-124].

1.4.2.8 Isotermalni titrac¢ni kalorimetrie

Isotermalni titraéni kalorimetrie (ITK) je metoda, ktera méfi zménu tepla vlivem
biomolekularnich interakci v roztoku za konstantni teploty. Pfi titraci jedné molekuly v roztoku
roztokem druhé (rozpozndvaci prvek a analyt) dochazi kreakci a tvorbé vazby (vznik
komplexu). V ptipad€ navdzani dochazi ke zmén¢ energetické hladiny nové vzniklé molekuly,
coz vede bud’ k uvolnéni (exotermické reakce) nebo pohlceni (endotermicka reakce) mnozstvi
tepelné energie imérné intenzité reakce. V obou piipadech dochéazi k vykyvu z konstantné
nastavené teploty a tato zména a jeji intenzita je zaznamenavana jako termogram, tj. zavislost
tepelné zmény na Case. Ze ziskaného termogramu muze byt ndsledné nelinearni regresi
generovana vazebnd isoterma, tedy kiivka, ktera vyjadfuje stupen saturace rozpoznéavaciho
prvku analytem. ITK poskytuje dilezité informace o vlastnostech makromolekularnich
interakci, napf. vazebné stechiometrii, termodynamickych parametrti (entalpie, entropie,
Gibbsova energie) a mimo jiné konstantdch asociace a disociace, ze kterych lze stanovit
rovnovaznou konstantu. ITK umoZiiuje stanoveni vazebnych konstant fadové v nmol/L.
Zakladni pfistrojové usporadani obvykle tvofi dvé titra¢ni cely, kde jedna slouZi pro titraci
vzorku a druhd jako referen¢ni. Titratni cely jsou napojeny na termoclanky, které

zaznamenavaji tepelné rozdily mezi referenéni a vzorkovou celou ve formée elektrického napéti.
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Nejvetsi vyhodou této metody je absence chromoforti nebo fluoroforti. To, a pohybova
nelimitovanost molekul zajistuji, ze ziskané informace o vazebném prubchu jsou Cisté

objektivni [125-128].
1.5 Biosenzory pro detekci HE4

Jelikoz je jednim z cili experimentalni Casti diplomové prace vybér a ovéfeni reaktivity
protilatek a aptamerti pro konstrukci HE4 biosenzoru, je dalsi ¢ast vénovana popisu usporadani
biosenzort pro detekci HE4 a jsou uvedeny nékteré konkrétni ptiklady vyuzitych biosenzora,

zejména elektrochemické a optické.
1.5.1 Usporadani biosenzoru

Konvenéni biosenzor je kompaktni analytické zatfizeni, které spojuje element biologického
puvodu (bioreceptor), s fyzikalné-chemickym pfevodnikem a pfipadné zesilovadem signalu.
Funkci bioreceptoru je vazba pozadovaného analytu na povrchu biosenzoru. Navazani cilovych
molekul generuje signdl umérny jejich mnozstvi na senzoru, coz posléze zaznamendva
pfevodnik. Tyto zakladni komponenty kazdého biosenzoru jsou napojeny na procesni jednotku,
kterd zpracovava piijimany signal a prevadi ho do pocitacové elektroniky ve formé zdznamu,
ktery lze dale vyhodnotit. Jednoduché schéma zakladniho biosenzoru je uvedeno na Obr.
8129, 130].

Biokompatiblini vrstva
Nanocastice, polymery, SAM

A . >
-O | —
Om = —

O Procesni jednotka Zobrazeni
signalu

Zesilovac

Analyt Pfevodnik

Bioreceptor
Obr. 8 - Schéma biosenzoru. Prevzato a upraveno z [131]
Nejdulezitéjsi ¢ast biosenzoru, bioreceptor, predstavuje rozpoznavaci prvek, ktery vykazuje
selektivitu viici specifickym molekulam. Zprosttedkovava vazbu analytu, v ptipad€ biosenzoru

pro HE4 proteinu, na senzor. Tato biologicka vrstva byva bézné imobilizovana na mezivrstvé
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organického ¢i anorganick¢ho plivodu, jenz je blize specifikovana v podkapitole
1.5.1.1. Biosenzory se na zaklad¢ pivodu bioreceptoru déli na 5 skupin. V souvislosti s detekci
HE4 jsou nejdulezitéjsi imunosenzory, zalozené na interakci antigen-protilatka a aptasenzory,
zaloZzené na interakci antigen-aptamer. Souhrnné jsou fazeny mezi tzv. afinitnimi senzory
[129, 132]. Pro tvorbu biosenzoru lze vyuzit jak monoklondlni, tak i polyklonalni protilatky
[133]. Vyuzitelné jsou i rekombinantni protilatky. U aptasenzori jsou preferovany spise

deoxyribonukleové aptamery [132].

Ptevodnik je Cast zafizeni, kterd se rozd€luje na nékolik typt na zakladé toho, v jaké formé
dany signal detekuje. Nejpouzivanéjsi jsou prevodniky elektrochemické, které funguji
na principu amperometrie, voltametrie, konduktometrie nebo potenciometrie. Dal§imi jsou
optické, vétSinou vyuzivajici znaCeni (kolorimetrie, fluorimetrie, interferometrie), dale
kalorimetrické, magnetické nebo hmotnostni, mezi které patii i povrchovd plasmonova

rezonance [129, 134].
1.5.1.1 Konstrukce bioreceptoru a biokompatibilni vrstvy

Spravna imobilizace protilatek nebo aptamert, tj. zachytnych sond, na povrchu senzoru
je zasadni pro uspésnost detekce molekul analytu (HE4) v nizkych koncentracich. To zavisi
na vlastnostech zvolené biokompatibilni vrstvy a metod€ aktivace povrchu senzoru.
U konstrukce biosenzoru je vzdy kladen diraz na dosaZeni maximalni moZné senzitivity

a selektivity [78, 135].

Zakladem kazdého senzoru je pevny povrch, napt. elektroda, sklenény c¢ip nebo
nano/mikroc¢éstice. V sou€asnosti je nejvice favorizovano aplikovani nanocastic na povrch
senzoru (Cipu, elektrody), coz piedstavuje zékladni platformu biokompatibilni vrstvy
biosenzoru. Nanomateridly jsou ueln¢€ vyuzivany pro zvysSeni citlivosti a amplifikace signalu
zvétSenim povrchu senzoru. Tyto nanomateridly mohou byt kategorizovany do 3 skupin
na uhlikové, napt. grafen [136], dale kovové [41, 42] (zlato, stiibro, atd.) a posledni
polovodicové (oxidy kovi [44], kiemik [137], kvantové tecky [138]). Mohou byt také
morfologicky rozlisné (sférické castice [38], trubice [139], tyCe [140], atd.). Uplatnéni

nachazeji také nanokompozity tfi kovi, napf. slitina stfibra, platiny a kobaltu [141].

Dal$im krokem je zpfistupnéni povrchu pro vazbu a imobilizaci rozpoznavacich prvka.
Toho muze byt dosazeno adsorpci (elektrostatické, hydrofobni interakce), kovalentni vazbou
nebo specifickymi interakcemi, napf. vazba biotin-avidin nebo antigen-protilatka (aptamer).

Pro icely SPR jsou casto na povrch senzort aplikovany organické molekuly, které
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se samovoln¢ na povrchu senzoru prostorove sjednoti a vytvori SAM dosahujici $itky nékolika
nanometrl. Jejich vazba na nanomateridly je nejcastéji realizovana ptes thiolovou skupinu.
SAM poskytuje na vnéjsi strané povrchu funkéni skupiny, které mohou byt dale modifikovany,
tak aby bylo mozné zprostfedkovat vazbu na molekuly rozpoznévacich prvki vyse zminénymi
zpisoby. Piikladem je aktivace karboxylovych skupin 11-merkaptoundekaonové kyseliny
prostiednictvim sloueniny EDC/S-NHS, kterd umoziiuje vazbu pfislusnych anti-HE4
protilatek nebo aptamerti na SAM pies amidové skupiny, jak je viditelné na Obr. 9, ktery
zobrazuje jednotlivé kroky pfipravy biosenzoru na sklenéném cipu s nanoc¢asticemi stiibra

[135, 142-144].
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Obr. 9 - Ukdzka realizace SPR biosenzoru pro vazbu anti-HE4 protilatky a HE4. Prevzato z [144]

Ptiprava elektrochemickych senzorl pro imobilizaci rozpoznavacich prvki je podobna SPR.
V mnoha ptipadech je vyuzivano modifikaci povrchu nanocasticemi kovu, oblibenou volbou
jsou nanocastice zlata [145]. Na AuNPs byva obvykle aplikovana ptidavna vrstva. Ta miize mit
charakter samoskladné vrstvy, ktera mize byt tvofena napft. thiolovanymi alkany (3-MPA) [78].
Vyuzitelné jsou 1 smési dvou SAM, napft. dithiobis(sukcinimidylpropionat) a tetradekanthiol
[146]. Dalsi volbou $§irsi modifikace AuNPs miize byt vrstva grafitu [147] nebo uhlikové

nanotrubice [148].
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Po imobilizaci pozadované biomolekuly a patficné blokaci nespecifickych vazebnych mist
je biosenzor piipraven pro analyzu. Uspe$nost biosenzoru je zavisla na schopnosti
molekularniho rozpoznavani, které je zalozeno na kovalentnich a nekovalentnich vazebnych
interakcich mezi biomolekulou a analytem. Je rozliSovano statické rozpoznévani, podobné
interakci na principu kli¢e a zdmku (interakce 1:1) a dynamické rozpoznévani, jenz je zalozeno
na interakci rozpoznavaciho prvku a analytu, jenz miize usnadiovat ¢i zt€zovat vazbu druhého

analytu ovliviiovanim asocia¢ni konstanty komplexu [129].

1.5.2 Komerc¢né dostupné anti-HE4 protilatky a aptamery

Protilatek specifickych k antigenu HE4 je na trhu dostupné relativné velké mnozstvi.
Na webovych strankach spolecnosti Biocompare [149] je naptiiklad k dispozici celkem
321 riznych anti-HE4 protilatek od 23 riznych vyrobcd, naptf. Sino Biological, Inc.,
RayBiotech nebo Novus Biologicals. K dostani jsou protilatky monoklonélni, polyklonélni
i rekombinantni. Nejcastéji se jedna o imunoglobuliny G (IgG). Az ptes 80 % méa uvedenou
reaktivitu proti lidskému HE4, zbytek je reaktivni vici mySimu, krysimu nebo psimu HE4.
Je k dispozici 1 Sirokd Skdla konjugovanych protiladtek, bud’ pfedem ptipravenych anebo
na pozadani od vyrobce. Dostupna je napiiklad konjugace s biotinem, kienovou peroxiddzou
aruznymi fluorescencnimi znackami (fluorescein isothiokyanat, fykoerytrin, allofykocyanin,
atd.). VétSina imunoglobulini je dle vyrobci aplikovatelna pro Western Blot, ELISA nebo

imunohistochemické analyzy.

Oligonukleotidové aptamery pro detekci HE4 jsou v porovnani s protilatkami méné snadno
dostupné. Spolecnost Creative Biolabs [150], nabizi 3 varianty DNA aptamert o vazebné afinité
do 300 nebo 400 nmol/L. U vSech jsou uvedeny specifikace pro vazebny puft, ve némz byla
provedena jejich tvorba metodou SELEX. Jsou také k dispozici modifikace na 5" 1 3" konci
oligonukleotidového fetézce, napt. s biotinem, thiolovou skupinou, aminoskupinou nebo
znacené fluorescencné 6-carboxyfluoresceinem ¢i cyaninovymi barvivy Cy3 a Cy5. Dal§imi
moznymi vyrobci, ktefi se zabyvaji syntézou a modifikaci oligonukleotidii a nukleovych
kyselin na zakazku, jsou napt. Eurofins Genomics [151], Integrated DNA Technologies [152]

¢1 Biosearch Technologies [153].
1.6 Priklady biosenzorii pro detekci HE4

Pro ucely stanoveni HE4 in vitro a in vivo bylo do soucasnosti vyvinuto a vyuzito nejvice
biosenzord vyuzivajicich elektrochemické ptfevodniky. Vyznamnou c¢ast ale také predstavuji

optické senzory, specialn¢ pak SPR a chemiluminiscencni [134].
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1.6.1 Elektrochemické biosenzory pro detekci HE4

Vural a kol. (2024) [77] vyvinuli label-free biosenzor pro detekci HE4 zaloZeny
na elektrochemické impendacni spektroskopii. Jeho zakladem je pracovni elektroda z oxidu
titani¢itého dopovaného indiem (ITO) na vrstvé polyethylentereftalatu a referentni Ag/AgCl.
Protilatky proti HE4 byly na elektrodé imobilizovany vazbou na glutaraldehyd, ktery byl
zachycen na molekule 3-APTES. Molekuly 3-APTES byly vazany na povrch elektrody
prostiednictvim OH skupin, viz. Obr. 10. Imunosenzor vykazoval vysokou linearitu
v koncentra¢nim rozmezi 1-3000 pg/mL. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly
stanoveny na 0,094 pg/mL a 0,3134 pg/mL. Tento imunosenzor byl nasledné aplikovan

pro analyzu HE4 v lidském séru.
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Obr. 10 - Zobrazeni jednotlivych krokii konstrukce biosenzoru. Prevzato z [77]

Dalsi elektrochemicky biosenzor, ktery byl vyvinut Lu a kol. (2012) [154] vyuziva diferen¢né
pulsni voltametrii pro stanoveni HE4, ktery byl imobilizovan na ITO elektrodé¢, jejiZ povrch byl
modifikovan nanokompozitni vrstvou chitosanu—karbidu titanu a nanoc¢ésticemi zlata, na které
byly imobilizovany primarni protilatky. Pro detekci HE4 bylo vyuzito replikace primerové
DNA, imobilizované¢ na sekundarni biotinylované protiladtce, dle mechanismu ,,valivého
kruhu®. Tato strategie umoznila vytvofit imunosenzor jehoz LOD ¢inil 0,06 pmol/L a linearita
se pohybovala vrozmezi 3-300 pmol/L. Diky jeho nadstandardni stabilit¢ lze uvazovat

0 vyuziti v point of care testing.

Zhang akol. (2023) [155] vyuzili pro detekci HE4 elektrody ze skelného uhliku s magnetickymi
nanopruty ze slitiny oxidu Zelezit¢ého a Zeleznato-Zelezitého, které byly modifikované
nanocasticemi zlata, na nichZ byly imobilizovany anti-HE4 DNA aptamery prostiednictvim
thiolovych funk¢nich skupin. Metodou diferenéné pulsni voltametrie bylo zjisténo,
ze aptasenzor vykazuje linearni odezvu v rozmezi od 0,1 pg/mL do 1 ng/mL a LOD byl

stanoven na 27,5 fg/mL. Diky aptamerim, jejichZ disocia¢ni konstanta ¢inila 0,39 pmol/L byl
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vytvoien biosenzor, ktery vykazoval vysokou selektivitu a citlivost, coz umoznovalo detekovat

HE4 i v ptitomnosti interferujicich latek (CA 125, IgG, IgE a neuron specificka enoléza).

Qu a kol. (2018) [156] zkonstruovali imunosenzor, ktery byl tvoien sklenénou elektrodou,
potazenou fluorem-dopovanym oxidem cinu (FTO), na ktery byla nanesena dusikem-dopovana
nanovrstva grafenu a AuNPs. Imunosenzor byl ddle modifikovdn smési enzymu
fruktosyl-peptid oxidazy a BSA. Fruktosyl-peptid oxidaza byla na povrch elektrody kovalentné
ukotvena za pomoci glutaraldehydu. HE4 byly zachytavany na pfipravené enzymatické vrstve
a kvantifikovany metodou cyklické voltametrie a elektrochemické impendacni spektroskopie
s vyuzitim tfielektrodové sestavy. Biosenzor vykazoval linedarni odezvu v intervalu

10-65 pg/mL s LOD stanoveném na 1,21 pg/mL.

Chen a kol. (2022) [157] pouzili elektrodu ze skelného uhliku modifikovanou bimetalickou
slitinou platiny a niklu a hexakyanozelezitanem draselnym, tvofici krychlické nanocéstice,
pro tvorbu label-free imunosenzoru detekujici HE4 metodou diferencné pulsni voltametrie,
viz Obr. 11. Za optimalnich podminek senzor vykazoval linedrni odezvu 0,001-100 ng/mL
a LOD byl stanoven na 0,11 pg/mL. Imunosenzor byl vytvofen za ucelem casné diagnézy

epitelidlni formy ovaridlniho karcinomu.
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Obr. 11 - Schéma konstrukce bimetalického biosenzoru. Prevzato a upraveno z [157]

DalS§im label-free imunosenzorem, ktery byl vyvinut Kamac a kol. (2023) [158] je dudlni,
sitotiskem vyrobend, uhlikova elektroda modifikovand redukovanym oxidem grafenu,
polythioninem a  zlatymi  nanoCasticemi  pro  souCasnou  detekci  HE4
a CA 125. Jako rozpoznavaci prvek pro HE4 byla zvolena monoklonélni anti-HE4 protilatka.
Pro stanoveni bylo vyuzito jak diferen¢né pulsni (DPV), tak 1 square-wave voltametrie (SWV).

Byly uréeny dvé linearni rozmezi 1-100 pg/mL a 1-50 ng/mL. V linedrnim rozmezi
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1-100 pg/mL byly stanoveny hodnoty LOD pro HE4 na 0,058 pg/mL (DPV) a 0,164 pg/mL
(SWYV). Pro linearni rozmezi 1-50 ng/mL to bylo 1,32 ng/mL (DPV) a 2,22 ng/mL (SWV).

Cadkova a kol. (2015) [159] vyvinuli imunosenzor, ktery vyuziva monoklonélni latky
imobilizované na magnetickych mikrocasticich na bazi oxidu zeleznato-zelezitého, potazenych
oxidem kfemicitym s karboxylovymi funkénimi skupinami na povrchu, viz Obr. 12. HE4,
zachycené na primarni protilatce, byly oznaceny polyklondlnimi anti-HE4 IgG
oznacenymi alkalickou fosfatazou. Alkalickd fosfatdza enzymaticky pfevedla molekuly
substratu (para-nitrofenylfostat) na elektrochemicky aktivni produkt, diky kterému bylo mozné
detekovat HE4 metodou square-wave voltametrie. Linearni zdvislost imunosenzoru byla

pozorovana do koncentrace 400 pmol/L. LOD byl stanoven na 6,8 fmol/L a LOQ na 23 fmol/L.
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Obr. 12 - Schéma elektrochemického senzoru s magnetickou castici. Prevzato a upraveno z [159]

Druhy biosenzor, kterym je mozné analyzovat vice analytu najednou, byl vyvinut Kovarovou
akol. (2023) [160]. Primarni protilatky proti HE4, AFP a CA 125 byly imobilizovany
na karboxylovanych magnetickych ¢asticich. K ¢asticim s protilatkami byly pfidany piislusné
analyty. Poté byly pfimichdny tfi smési konjugéth tvotfenych ze sekunddrnich protilatek
a elektrochemicky aktivnich nanokompozitii. Pro detekci HE4 byly vyuZzity kvantové tecky
z CdTe a pro CA 125 z PbS. Pro detekci AFP bylo vyuZito AuNPs. Pro zvySeni citlivosti byly
do vSech kompozitli zabudovany nanocastice kiemiku. VSechny tfi smési byly poté aplikovany
na elektrtodu. Pfitomnost analyti byla stanovena metodou anodické/katodické rozpoustéci
square-wave voltametrie. Linedrni odezvy u HE4 bylo dosazeno v intervalu 0,02—20 pmol/L.

LOD a LOQ pro HE4 byly stanoveny na 5,07 pmol/L a 136,83 pmol/L.
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Imunosenzor vyvinuty Cadkovou a kol. (2018) [161], vyuzivé také sendvi¢ovou imunoanalyzu
monoklondlnich 1 polyklonalnich anti-HE4 protilatek se superparamagentickymi
mikroc¢asticemi, ke kterym byl po imobilizaci aplikovan HE4. K této smési byl poté piidan
konjugat sekundarnich protilatek s kvantovymi teckami tvofenymi selenidem kademnatym
a sulfidem zine¢natym, viz Obr. 13. Vysledna smés byla aplikovana na uhlikovou elektrodu
modifikovanou vrstvou rtuti nebo bismutu. Pfitomnost HE4 byla detekoviana metodou
square-wave anodické stripovaci voltametrie. Linearni odezva byla v rozmezi 20—40 pmol/L

a LOD byl ur¢en na 12 pmol/L.
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Obr. 13 - Schéma imunoanalyzy pro detekci HE4. Prevzato a upraveno z [161]

1.6.2 Optické biosenzory pro detekci HE4

Lee a kol. (2018) [162] vyuzili pro detekci HE4 a dalSich tfi markerd (CA 125, HER2
a Eotaxin-1) Ramanova rozptylu svétla. Protilatky proti HE4 byly imobilizovany na povrch
senzoru tvorené¢ho zlatymi nanocasticemi hvézdicovitého tvaru. Dutiny mezi jednotlivymi
zlatymi ¢asticemi byly dale vypliovany ¢asticemi stiibra za icelem zvySeni vyskytu hot spots,
tedy mist, kde dochdzi k intenzivnimu zesileni elektromagnetického pole. Tyto oblasti slouzi
vyhradné k amplifikaci signdlu a tedy ke zvySeni citlivosti daného biosenzoru. Biosenzor,
pomoci kterého bylo mozné soucasné detekovat vSechny vySe zminéné markery, vykazoval

pro HE4 LOD 21 fmol/L.

Dalsi opticky biosenzor byl vyvinut Williamsem a kol. (2018) [163] a uplatiuje emisi
(fotoluminiscenci) elektromagnetického zafeni v oblasti blizkého infracerveného spektra
(800-1600 nm) pro detekci HE4 in vivo. Zakladem imunosenzoru byla jednosténné uhlikova
nanotrubice, kterd byla schopnd emitovat zafeni o vySe zminéné vlnové délce, zaroven takeé
fungovala jako polovodi€. Na nanotrubice byly zachyceny oligonukleotidy ssDNA,

modifikované na 3° konci primarnim aminem. Tato funkéni skupina byla vyuzita
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pro imobilizaci kozich polyklondlnich anti-HE4 IgG na nanotrubici prostfednictvim
karbodiimidu. Na protilatku byl poté vazan HE4. Imunosenzor vykazoval citlivost
do 500 nmol/L a LOD byl stanoven na 10 nmol/L. Pro ovéfeni pouzitelnosti in vivo byl senzor
vlozen do peritonedlni dutiny mysi a diky tomu bylo potvrzeno, na zakladé porovnani
koncentraci HE4, ze dokaZze rozlisit high-grade ser6zni ovarialni karcinom ze vzorku krevniho

séra a ascitu.

Dalsim ptikladem biosenzoru vyuzivajicim luminiscenci je senzor vyuzivajici techniku
luminiscen¢niho rezonan¢niho pienosu energie (LRET). Anti-HE4 aptamer, jako rozpoznavaci
prvek, byl soucasti molekuldrniho majaku (DNA ve tvaru vlasového sponu), ktery oznacoval
dvé zékladni komponenty LRET aptasenzoru. Tim bylo organické barvivo BHQ-1, které
figurovalo jako energeticky akceptor, a déale lanthanidem-dopované vzestupné konvertujici
nano&astice (Tm>"), které slouzily jako energeticky donor. Nanogastice Tm** byly excitovany
vnéj§im zdrojem zafeni a energie ve form¢ emisniho zafeni byla pfenesena na BHQ-I.
Energeticky akceptor finaln€ emitoval elektromagnetické zateni, které bylo snimano, viz Obr.
14. Linearni odezva aptasenzoru byla stanovena v rozmezi 0,4—7 ng/mL, LOD byl 0,021 ng/mL

[164].

Lanthanidem
dopovana
nanocastice

S . -

Molekularni majak BHQ-1 HE4

Obr. 14 - Schéma pripravy senzoru pro detekci HE4. Prevzato a upraveno z [164]

Han a kol. (2021) [165] vyvinuli HE4 imunosenzor vyuzivajici optickych vlastnosti uhlikovych
teCek a nanocastic stfibra (AgNPs) a jejich schopnosti zesileni fluorescence. Uhlikové
teCky dopované dusikem/sirou slouzily jako fluorofor. HE4 molekuly byly zachytavéany
na komer¢ni anti-HE4 protilatky imobilizované na komplexu uhlikovych teCek a AgNPs.

V ptipadé uspésné vazby HE4 byly uvedeny uhlikové tecky a AgNPs do blizkého kontaktu, coz
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vyvolalo fluorescenci. Imunosenzor vykazoval LOD 2,3 pmol/L a linearni odezvy bylo

dosazeno v intervalu 0,01-200 nmol/L.

Wu a kol. (2022) [166] uspéSné sestavili biosenzor na bazi mikrofluidniho systému
s fluorescenc¢ni detekci pro simultdnni stanoveni ¢tyf markert, CA 125, HE4, CEA a APF.
Zakladem senzoru byly nanocastice oxidu grafenu na které se imobilizovaly protilatky
proti vSem analytiim. Na protilatky byly poté zachyceny piislusné analyty a byly oznaceny
konjugatem sekundarni protilatky a fluorescenniho barviva allofykocyaninu. LOD byl

stanoven pro HE4 na 1 pg/mL, stejné jako pro CEA a APF. LOD pro CA 125 vyslo 0,01 U/mL.

Wang a kol. (2019) [139] vyvinuli elektrochemiluminiscenc¢ni ratiometricky biosenzor
pro detekci HE4. Tato analyticka sestava vyuzivala 2-(dibutylamino)ethanolu a lucigeninu jako
anodické a katodické, elektrochemiluminiscencni zéfice. Vychozi platformu senzoru tvofila
sklenéna nanotrubice modifikovana oxidem nikelnato-zelezitym (NiFe2O4), ktera vykazovala
skvélé katalytické vlastnosti, podporujici tvorbu kysliku vedouci ke zvySeni citlivosti detekce.
Na povrch NiFe;Os4 byl navdzan Envision komplex, obsahujici kienovou peroxidazu
a protilatky proti HE4. Na katodicky zafi¢ byla pouzita hexagonalni nanovrstva nitridu boru
pro zachyceni Envision komplexu a lucigeninu. Na tento zafi¢ byla pozd¢ji aplikovana
sekundarni protilatka. Pii setkani s HE4 dochézelo ke vzniku sendvicového imunokomplexu,
ktery pfivadi nitrid boru s lucigeninem a sekundarni protilatku k povrchu elektrody. Aplikace
kladného potencidlu na anodu vyvolala luminiscenci, viz Obr. 15. Na katodu byl aplikovan
zaporny potencidl, coz vyvolalo emitaci zafeni. Oba signaly byly poté vyuzity
k ratiometrickému vypoc¢tu. HE4 byl kvantifikovan vypoctem poméru signalii ziskanych
zanody a katody. Linearita odezvy byla pozorovéna v koncentratnim rozmezi 10 fg/mL

az 10 ng/mL. LOD byl urcen na 3,3 fg/mL.
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Obr. 15 - Schéma konstrukce ratiometrického biosenzoru. Prevzato z [139]

Duan a Xi (2020) [167] vyvinuli imunosenzor na principu lokalizované SPR (LSPR)
pro label-free detekci HE4 ve vzorcich moc¢i za ucelem cCasné diagnostiky ovaridlniho
karcinomu. Zéakladem SPR c¢ipu byly trojihelnikovité nanocastice stfibra, na kterych byla
vytvoiena SAM z 11-MUDA. Samoskladna vrstva byla aktivovana pomoci roztoku EDC/NHS.
Na aktivované 11-MUDA byly poté imobilizovany mys$i monoklonalni anti-HE4 protilatky,
na které se pak vazal HE4. Imunosenzor vykazoval linearitu v intervalu 1-10000 pmol/L. LOD

senzoru byl 1 pmol/L.

Dalsi formou povrchové plasmonové rezonance je technika SPRi, jenZ uplatiiuje analyzu
vazebnych interakci v nepfitomnosti vazebného roztoku a pratokové cely, na rozdil
od konven¢ni SPR. Biosenzor na této bazi zkonstruovali Szymanska a kol. (2021) [168]
pro detekci HE4 v krevni plasmé. Rozpoznavacim prvkem byly krali¢i monoklonélni anti-HE4
protilatky, kovalentn€ imobilizované na zlatém Cipu pies molekuly cystaminu. Linearni odezvy

senzoru bylo dosaZeno v koncentra¢nim rozmezi 2—120 pmol/L a LOD byl roven 2 pmol/L.

LSPR imunosenzor, ktery byl vytvofen Yuan a kol. (2012) [144], vyuziva Cip s AgNPs

zhotoveny metodou nanosférové litografie. MySi monoklonélni protilatky proti HE4 byly
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imobilizovany na SAM z 11-MUDA, které byly uchyceny na AgNPs. Senzor vykazoval
linearni odezvu mezi 10 az 10000 pmol/L. LOD byl identifikovan na 4 pmol/L.

Dalsi SPR biosenzor tohoto vybéru byl zhotoven Szymanskou a kol. (2023) [169].
Jednalo se o vicendsobny SPRi senzor pro soucasnou detekci markera CA 125, CEA, IL-6, HE4
a enzymu aromatdzy. Pro kazdy z analyt byly pouzity specifické protilatky (pro HE4 kralici
polyklonalni anti-HE4) imobilizované na AuNPs s cystaminem aktivovanym EDC/NHS. HE4
vykazoval linearitu v rozmezi 0,088-5,28 ng/mL, LOD byl ur¢en na 0,088 ng/mL.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a pomicky

Multiparametricky analyzator povrchové plasmonové rezonance Navi™ 200 OTSO
(BioNavis, Finsko)

MP-SPR sklenény ¢ip modifikovany vrstvou AuNPs (BioNavis, Finsko)

MP-SPR sklenény ¢ip modifikovany vrstvou AuNPs a biotinem (BioNavis, Finsko)
Aparatura pro dot blot DHM 96 unit (Roth Selection, Nizozemi)
Polyvinylidenfluoridovd membrana Immun-Blot, velikost p6rt 0,2 um (Bio-Rad, USA)
Nitrocelul6zovd membrana Immun-Blot, velikost port 0,2 um (Bio-Rad, USA)
Napdjeci zdroj pro elektroforézu PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad, USA)
Vakuova pumpa Millipore WP6211560 (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli G:Box F3 1fb (Syngene International
Limited, USA)

Aparatura pro vertikdlni elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Degasser DEGASI® BioCompact (Biotech Fluidics AB, Svédsko)

Multikanalova peristaltickd pumpa Masterflex® Ismatec® Reglo (Avantor®, USA)
Analytické vahy Kern ABT (Kern, Némecko)

pH metr Orion 420A+ (Orion, USA)

Stanice pro vyrobu ultracisté vody Halios (NEPTEC GmbH, Némecko)

Ttepacka PSU-20i (Biosan Ltd, LotySsko)

Termoblok Grant-bio BTD (Grant Instruments, UK)

Bio Vortex V1 (Biosan, LotySsko)

Vortex WIZARD IR (Velp Scientifica, Italie)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec DT 510H (Bandelin, Némecko)

Sterilizator UV Clave™ (Benchmark Scientific, USA)

Mikropipety s nastavitelnym objemem (Eppendorf, Némecko)

Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Némecko)

Injekeni stiikacka Omnifix®-F Solo, 1 ml (B. Braun, Némecko)

Vakuovy koncentrator Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
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2.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi dodecylsulfatu
sodného
2.2.1 Pouzité reagencie a chemikalie
e Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
e N, N-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)
e Dodecylsulfat sodny (SDS, Lachema, CR)
e Persiran amonny (Lachema, CR)
e N, N, N, N-tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich, USA)
e Proteinovy standard molekulovych hmotnosti — Precision Plus Protein™ Unstained
Protein Standards, 10-250 kDa, (Bio-Rad, USA)
e Kyselina chlorovodikova 35% (HCI, Penta, CR)
e Glycin (Sigma-Aldrich, USA)
e 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
e Laemmli sample buffer, 2x concentrated (Bio-Rad, USA)
e Monoklonalni protilatky anti-HE4 2B13 1.1., konc. 5,2 mg/mL (Hytest, Finsko)
e Monoklonalni protilatky anti-HE4 3C24 1.3., konc. 2,5 mg/mL (Hytest, Finsko)
e Monoklonalni protilatky anti-HE4 3C24 1.4., konc. 3,3 mg/mL (Hytest, Finsko)
e Lidské rekombinantni proteiny HE4, konc. 10 png/20 uL (Sino Biological, Cina)
2.2.2 Pouzité roztoky
e Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3-8,6
e Roztok A: 29,2% akrylamid, 0,8% N, N-methylenbisakrylamid
e Roztok B: 1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8
e Roztok C: 1 M Tris-HCI puft, pH 6,8
e Roztok D: 10% roztok SDS
e Roztok E: 10% roztok persiranu amonného
e 10 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
e Roztok 200 mM 2-merkaptoethanolu
e 6MHCI
2.2.3 Postup

Skla pro ptipravu geld (tloustka gelu 0,75 mm) byla dikladné ocisténa vodou a ethanolem
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a vylesténa. Skla byla poté vlozena do specidlniho drzaku a stabiln€ umisténa do stojanu tak,
aby nedochazelo k uniku kapaliny z vnitiniho prostoru. Do zkumavky byly pipetovany roztoky
pro ptipravu 12% déliciho gelu v potadi: destilovand voda, roztoky A, B, D, E, TEMED
v objemech uvedenych v Tab. 2. Smés byla kratce promichdna a nanesena do vnitiniho prostoru
mezi skla, tak, aby hladina sahala 1-1,5 cm pod horni okraj skel. Délici gel byl prevrstven
destilovanou vodou a gel polymeroval 20-30 minut. Poté byla voda z gelu odsata filtracnim
papirem. V dal§i zkumavce byly smichdny roztoky pro pfipravu 5% zaostiovaciho gelu
v poradi: destilovana voda, roztoky A, C, D, E, TEMED v objemech uvedenych v Tab. 2. Sm¢s
byla opét kratce promichdna a nanesena mezi skla na zpolymerovany délici gel az po horni
okraj. Hned poté byl mezi skla vlozen specialni hiebinek pro vytvoteni 10 jamek pro davkovani

vzorkl. Gel polymeroval cca 15-20 minut.

Tab. 2 - Roztoky a jejich objemy pro pripravu déliciho a zaostFovaciho SDS-PAGE gelu

délzf(;::\tié:ni 12% délici gel 5% zaostiovaci gel
Destilovana voda 1,68 ml 1,4 ml

Roztok A 2 ml 0,33 ml
Roztok B 1,25 ml -

Roztok C - 0,25 ml
Roztok D 0,05 ml 0,02 ml
Roztok E 0,1 ml 0,02 ml
TEMED 0,003 ml 0,002 ml

Po uplynuti vySe uvedeného Casu byla skla s gelem vyjmuta ze stojanu a z drzaku. Dale byl
opatrné vyndan hiebinek tak, aby nedoslo k poskozeni jamek. Skla se zpolymerovanym gelem
byla posléze umisténa do drzéku v elektroforetické vané. Elektroforeticka vana byla naplnéna
elektrodovym pufrem po vymezenou hranici odpovidajici poctu vlozenych geli (max. 4),
mezery mezi gely byly vyplnény a jamky gelu byly proplachnuty elektrodovym pufrem pomoci
pipety.

Vsechny vzorky byly pfipraveny v koncentraci 1 pg/10 pL s vyjimkou denaturované¢ho HE4,
ktery byl zakoncentrovan na 1,5 pg/10 pL. Ten byl pfipraven smichdnim 10 pul HE4, 5 pl
4% SDS a 5 pl 200 mM 2-merkaptoethanolu. Po 60 minutové inkubaci pii teploté 37 °C byl
roztok doplnén 1 M PBS na objem 500 pl. Roztok byl poté zakoncentrovan tak, aby mohlo byt
odebrano 10 pl obsahujicich 1,5 pg HE4. VSechny vzorky byly poté smichany se vzorkovym

pufrem G (2x koncentrovany Laemmlli buffer) v poméru 1:1, na celkovy objem 20 pl. Vzorky
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byly posléze promichany a 3 minuty inkubovany v termobloku pfi teploté 100 °C. Poté byly

ochlazeny zpét na laboratorni teplotu.

Vsechny vzorky byly aplikovany do jamek v objemu 20 pl. Proteinovy standard molekulovych
hmotnosti byl nanaSen v objemu 4 pl. Po nadavkovani byla elektroforetickd vana uzaviena
vikem a byly nastaveny podminky separace, kdy bylo nastaveno napéti 180 V a 30 mA na jeden
gel. Separace probihala cca 45-60 minut, dokud barevna linie vzorkii nedoputovala cca 1 ml
od spodniho okraje skel. Gel byl po prob¢hlé separaci vyjmut z aparatury a ptenesen do Petriho

misky. Nésledovala vizualizace obarvenim roztokem amoniakalniho stiibra, viz kap. 2.2.4.

2.2.4 Barveni gelu roztokem amoniakalniho stfibra
2.2.4.1 Pouzité chemikalie
¢ Dusi¢nan stiibrny (AgNOs;, Penta, CR)
e Ethanol (Lach-Ner, CR)
e Kyselina octova (CH;COOH, Lach-Ner, CR)
e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, CR)
e Hydroxid amonny (NH4OH, Sigma-Aldrich, USA)
e Formaldehyd (CH20, Penta, CR)
e Kyselina citronova, bezvoda (Fluka, USA)
e 50% vodny roztok glutaraldehydu (Sigma-Aldrich, USA)
2.2.4.2 Pouzité roztoky
e Fixacni roztok: 5% kyselina octova, 50% ethanol
e 10% roztok glutaraldehydu
e Vyvolavaci roztok: 0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd
e Ustalovaci roztok: 5% kyselina citronova
e Roztok amoniakdlniho stiibra: roztok obsahujici 10 ml destilované vody, 120 pul 9 M
NaOH a 700 ul NH4OH byl titrovan po kapkach roztokem 20% AgNO3 do vzniku slabé
hnédého zékalu. Poté byl roztok doplnén destilovanou vodou na objem 50 ml.

2.2.4.3 Postup barveni

Gel byl po preneseni ze skel do Petriho misky oplachnut v destilované vodé. Posléze byl
ponofen do fixacniho roztoku, ve kterém byl gel ponechan minimalné 15 minut za mirného
trepani. Po fixaci byl gel opét rehydratovan v destilované vodé 30 minut. Gel byl nasledné
ponofen do roztoku 10% glutaraldehydu na 30 minut za neustdlého michéni. Nasledovalo

6 cykli promyvani destilovanou vodou vzdy po dobu 5 minut na tfepacce. Poté byl gel
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inkubovan v roztoku amoniakdlniho stfibra 12 minut. Nasledné¢ byl gel 2x proplachnut

destilovanou vodou a ponoten do vyvolavaciho roztoku, dokud nebyly dobie viditelné v§echny

linie proteinti a zaroven pozadi zlstalo ¢iré. Hned poté byl gel pfenesen do ustalovaciho

roztoku, ve kterém mohl byt uchovéan pfi teploté 4 °C.

Pro vyhodnoceni byl gel pfenesen na ethanolem ocisténou desku a vyfocen ve stanici

pro denzitometrické vyhodnoceni geltt G:Box F3 1tb.

2.3 Ovéreni reaktivity paru protilitka — antigen a aptamer — antigen

metodou dot blot

2.3.1 Pouzité reagencie a chemikalie

Chlorid sodny (NaCl, Penta, CR)

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH,PO4.2H,0, Lach-Ner, CR)
Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu disodného (Na,HPO4.12H,0, Penta, CR)
Dihydrét dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4.2H,0, Lachema, CR)

Chlorid draselny (KCI, Penta, CR)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich, USA)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)
Tris-(2-karboxyethyl)fosfin, hydrochlorid (TCEP, Sigma-Aldrich, USA)

Zlaté nanocastice, primér 10 nm (AuNPs, Sigma-Aldrich, USA)

Streptavidin-HRP konjugét (Sigma-Aldrich, USA)

Kozi anti-mouse IgG protilatky znaené kienovou peroxiddzou (Sigma-Aldrich, USA)
Monoklonalni mysi protilatky anti-HE4 2B13 1.1., konc. 5,2 mg/mL (Hytest, Finsko)
Monoklonélni mysi protilatky anti-HE4 3C24 1.3., konc. 2,5 mg/mL (Hytest, Finsko)
Monoklonalni mysi protilatky anti-HE4 3C24 1.4., konc. 3,3 mg/mL (Hytest, Finsko)
Thiolované anti-HE4 aptamery (CTApt-SH), konc. 49 nmol/mL (Creative Biolabs,
USA)

Biotinylované anti-HE4 aptamery (CTApt-M-582), konc. 49 nmol/mL (Creative
Biolabs, USA)

Rekombinantni lidsky protein HE4, konc. 10 ug/20 L (Sino Biological, Cina)
Substratovy roztok pro chemiluminiscencni detekci Clarity Western ECL Substrate
(Bio-Rad, USA)
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2.3.2 Pouzité roztoky

e 6MHCI

e 10 mM citratovy pufr, pH 3

e 1 M PBS: 137 mM NacCl, 1,5 mM KH>POs, 8,1 mM NaxHPO4.12H>0, 2,7 mM KClI,
pH 7.4

e 1 M PBS-T: 0,05% Tween 20, pH 7,4

e Ekvilibra¢ni a promyvaci roztok PBS-T: 0,05% Tween 20, pH 7,4

e Bloka¢ni roztok: 5% BSA v PBS-T

e Roztok pro fedéni primérnich protilatek: 0,25% BSA v PBS-T

e Vazebny pufr pro aptamery: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 5 mM KH>PO4.2H>O, pH
8,3

e 10 mM fosfatovy pufr, pH 7,4

e Roztok 100 mM TCEP pro redukci aptameru CTApt-SH

2.3.3 Postup — Sestaveni aparatury a davkovani vzorki

Aparatura skladajici se ze tii ¢asti, viz Obr. 6, byla nejprve diikladné ocisténa a osusena. Spodni
¢ast s vyvodem byla ptripojena hadici ptes jimaci nadobu k vakuové pumpé&. Na spodni ¢ast byla
nasazena Cast prostfedni s 96 jamkami a obdélnikovym prostorem pro vlozeni membrany.
Nitrocelul6zovd membrana o priméru portt 0,2 um byla vystfizena na specifické rozméry
tohoto prostoru tak, aby zakryvala vSech 96 jamek. Po smoceni membrany v destilované vodé
a ekvilibraci v PBS-T pufru (pro protilatky) nebo vazebném pufru pro aptamery byla membréana
umisténa do prostfedni Casti aparatury a uzaviena Casti svrchni. Aparatura byla uzaviena
pomoci 6 specialnich Sroubti. Poté byla zapnuta vakuova vyvéva a bylo zkontrolovano tésnéni

membrany.

Po sestaveni aparatury a zapnuti vyveévy bylo do jamek pipetovano 100 pl roztoku PBS-T pro
ovéteni spravné priuchodnosti membrany pii analyze interakce protildtka—antigen. Pii analyze
interakce aptamer—antigen bylo pipetovano 100 pl vazebného pufru pro aptamery. Poté
nasledovala aplikace 100 pul vzorkiit HE4 o koncentraci 1 pg/100 puL, pfipravenych smichanim
2 ul roztoku HE4 (0,5 pg/uL) s 98 ul pufru PBS-T. Déle byly aplikovany roztoky 1 ng/100 pl
BSA a 10 mM fosfatového pufru opét v objemu 100 pl. Mista aplikovani jednotlivych roztokt
jsou zobrazena na Obr. 16. Na mista s aplikovanymi vzorky a kontrolnimi roztoky bylo

nasledn¢ aplikovano dalSich 100 pl pufru PBS-T nebo vazebného pufru pro aptamery.
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Poté byla vakuova pumpa vypnuta, aparatura rozlozena, membrana vyjmuta a kratce ponechana
schnout, max. 5 minut. Membrana byla posléze opatrn¢ nastiithdna na pozadované rozméry
¢tverce dle schématu davkovani vzorka. U kazdého ¢tverce jamek byl ustiihnut horni pravy roh
membrany, aby bylo zfejmé umisténi aplikovanych roztokii. Jednotlivé membrany byly

nasledné umistény do Petriho misek.

HE4 (1 pg/100 pl) Prazdna jamka

\\\

Fosfatovy pufr

BSA (1 pg/100 pl)

Obr. 16 - Schéma davkovani vzorkit na membranu pro kazdy aptamer a klon protilatky.

Kazda membrana pro analyzu interakci s protildtkami byla blokovéana 1 ml bloka¢niho roztoku
na tfepacce pii laboratorni teploté¢ po dobu 1 hodiny. Membrany pro analyzu interakci
s aptamery byly blokovany 1 ml vazebného pufru pro aptamery za stejnych podminek.
Po odstranéni bloka¢nich roztokt byly membrany tfikrat rychle promyty 1 ml roztoku PBS-T
pii analyze s protilatkami, pfi analyze s aptamery byly membrany tfikrat promyty vazebnym
pufrem. Nasledovala aplikace 1 ml roztoku testovanych primarnich protilatek (anti-HE4
2B13 1.1., 3C24 1.3. a 3C24 1.4.) o koncentraci 1 pg/mL nebo 1 ml roztoku testovanych
aptamertt (CTApt-SH a CTApt-M-582) o koncentraci 98 pmol/mL na membranu. Roztoky
aptamert byly pfed naddvkovanim zahtaty na teplotu 95 °C na 5 minut, poté byly ochlazeny
zpét na laboratorni teplotu. Membrany byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté
a neustalého tfepani. Poté byly roztoky protilatek ¢i aptameri odstranény a membrany byly
fadné promyty roztokem PBS-T nebo vazebného pufru pro aptamery béhem tii cykli sloZzenych
z jednoho rychlého promyti a 5 minutového promyvani na tfepacce. Poté byl na membrany
s protilatkami aplikovdn konjugat (sekundarni anti-mouse protilatky znacené kienovou
peroxidazou) v fedéni 1:1000. Na membranu s aptamerem CTApt-M-582 byl napipetovan 1 ml
konjugatu Str-HRP v fedéni 1:250. Enzym kienova peroxidaza katalyzoval rozklad H20:
na kyslik a vodu. Molekuly kysliku oxidovaly luminol na chemiluminiscen¢ni produkt.

Na membranu s aptamerem CTApt-SH byl napipetovan 1 ml roztoku zlatych nanocastic
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v citratovém pufru pH 3. Ty v piipad¢ vazby na protilatku nebo aptamer zplisobuji Cervené
zabarveni vyvolané agregaci AuNPs, jenz vede ke zméné¢ jejich optickych vlastnosti. VSechny
membrany byly inkubovany 1 hodinu pii laboratorni teploté na tfepacce. Po inkubaci byly
dukladné promyty 3 cykly aplikace 1 ml PBS-T nebo vazebného pufru pro aptamery. Na kazdou
membranu, krom¢ té s aptamerem CTApt-SH, byl poté napipetovan substratovy roztok
pro chemiluminiscen¢ni detekci (Clarity Western ECL  Substrate) v objemu 500 pl
na membranu. Po inkubaci 3 minuty ve tmé byly i tyto membrany pfeneseny na oCisténou desku
a umistény do stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli a membran G:Box F3 Ifb
a vyhodnoceny pro chemiluminiscen¢ni detekci. Membrana s aptamerem CTApt-SH byla
po promyti taktéz nadesce umisténa do stanice G:Box F3 Ifb a vyhodnocena
pro kolorimetrickou detekci. Intenzity zabarveni/emisniho zafeni jednotlivych spot na vSech

membranach byly vyhodnoceny v programu ImageJ.

2.4 Multiparametricka povrchova plasmonova rezonance

2.4.1 Pouzité chemikalie

Ethanol (Penta Chemicals, CR)

Isopropanol (Penta Chemicals, CR)

e 3-merkaptopropionova kyselina (3-MPA, Sigma-Aldrich, USA)

e Il-merkaptoundekanova kyselina (11-MUDA, Sigma-Aldrich, USA)

e Chlorid sodny (NaCl, Penta, CR)

e Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH,PO4.2H,0, Lach-Ner, CR)

e Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Na;HPO4.12H>0, Penta, CR)

e Chlorid draselny (KCI, Penta, CR)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

e Hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma-Aldrich, USA)

e [-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC, Thermo Fischer Scientific,
USA)

e N-hydroxysulfosukcinimid, sodna stil (S-NHS, Sigma-Aldrich, USA)

e Ethanolamin (Sigma-Aldrich, USA)

e 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES, Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina chlorovodikova 35% (HCI, Penta, CR)

e Hydroxid sodny (NaOH, Penta, CR)

e Tris-(2-karboxyethyl)fosfin, hydrochlorid (TCEP, Sigma-Aldrich, USA)
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Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma-Aldrich, USA)

Avidin mutant, konc. 1 mg/mL (BioNavis, Finsko)

Monoklonalni mysi protilatky anti-HE4 2B13 1.1., konc. 5,2 mg/mL (Hytest, Finsko)
Monoklonalni mysi protilatky anti-HE4 3C24 1.3., konc. 2,5 mg/mL (Hytest, Finsko)
Thiolované anti-HE4 aptamery (CTApt-SH), konc. 49 nmol/mL (Creative Biolabs,
USA)

Biotinylované anti-HE4 aptamery (CTApt-M-582), konc. 49 nmol/mL (Creative
Biolabs, USA)

Rekombinantni lidsky protein HE4, konc. 10 pug/20 uL (Sino Biological, Cina)
Lyofilizovany lidsky IL-6 standard (Sigma-Aldrich, USA)

Biotinylovany lidsky IL-6, konc. 12 ng/mL (Sigma-Aldrich, USA)

2.4.2 Pouzité roztoky a jejich priprava

6 M HCI

10 mM HCI

1 M NaOH

Regeneracni roztok 1 Regenerable Avidin kitu

Regeneracni roztok 2 Regenerable Avidin kitu

1 M PBS: 137 mM NacCl, 1,5 mM KH2POq4, 8,1 mM NaxHPO4.12H-0, 2,7 mM KClI,
pH 7.4

1 M PBS-T: 0,05% Tween 20, pH 7,4

Vazebny pufr pro aptamery: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 5 mM KH>PO4.2H2O, pH 8,3
Roztok 10 mM 3-merkaptopropionové kyseliny (3-MPA)

Roztok 10 mM 11-merkaptoundekanové kyseliny (11-MUDA)

Aktivacni roztok 0,2 M EDC a 0,05 M S-NHS

Blokaéni roztok 1 M ethanolaminu, pH 8,5

Blokaéni roztok 1% BSA

Roztok 10 mM MES, pH 6

Roztok 50 mM TCEP pro kompletni regeneraci Cipu po analyze

Roztok 100 mM TCEP pro redukci aptameru CTApt-SH

Roztok 200 mM 2-merkaptoethanolu

Roztok 4% SDS
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2.4.3 Postup analyzy protilatek
Piiprava Cipu

Komeréné vyrabény sklenény Cip s nanovrstvou nemodifikovaného zlata ve formé nanocéstic
byl ptes noc (piiblizn¢ 16—20 hodin) ponoien v Petriho misce do roztoku 10 mM 3-MPA nebo
10 mM 11-MUDA v ethanolu. Pted vlastni analyzou byl ¢ip oplachnut ultracistou vodou a 96%
ethanolem, pfipadné isopropanolem a poté byl fadné osusSen. Poté byl Cip spravnou stranou

vlozen do plastového drzaku a umistén do cely MP-SPR pfistroje.
Priprava p¥istroje

Vsechny pouzité roztoky byly pred analyzou odvzdu$nény v ultrazvukové lazni. Analyza byla
provedena na piistroji multiparametrické povrchové plasmonové rezonance Navi™ 200 OTSO,
ktery byl ovladan programem MP-SPR Navi Control a jenz byl napojeny na degasser
a multikandlovou pumpu. Po vlozeni ptipraveného Cipu s drzakem do pfistroje byla uzaviena
pritokova cela. Hadicky vedouci do Sesticestného ventilu byly zacvaknuty v drzéku
peristaltické pumpy a napojeny na ultracistou vodu. Poté byla uzaviena prutokova cela. Déle

byl spustén degasser a pumpa s pritokem nastavenym na 200 pl/min.

Piistroj byl promyt 10 minut s ventily stfidavé v polohach ,,Jload* 1 ,,inject”. Soucasn¢ byly také
promyty davkovaci smy¢ky a odpadni ventily nadavkovanim 500 pl ultracisté vody do obou
kanalti pomoci davkovacich sttikacek. Tento postup byl zopakovan s vyuzitim 70% roztoku
ethanolu a poté opét ultracistou vodou. Po dokonceni promyvacich cykli byla aplikovana
mobilni fdze 1 M PBS nebo 1 M PBS-T, ve kterém byla provedena cela analyza. Pfistroj, jiz
se zapojenym ¢ipem, byl 10 minut promyvéan zvolenou mobilni fazi a po uplynuti této doby byl

prutok pumpy snizen z 200 pl/min na 20 pl/min. Nasledovalo provedeni samotné analyzy.
Analyza Anti-HE4 2B13 1.1. a 3C24 1.3. s nativhim a denaturovanym HE4

Prvnim krokem analyzy byla aktivace funkcnich skupin 3-MPA nebo 11-MUDA aplikaci
roztoku EDC/S-NHS v objemu 500 pl do obou smycek pii nastaveném pratoku 20 pl/min.
Dévkovaci strikacky byly plnény v poloze ,.inject”, poté byly ventily pfepnuty do polohy
»load”, ve které¢ byl obsah stfikacek nadavkovan do pfistroje. Poté byly ventily prepnuty
do polohy ,,inject* a v programu MP-SPR Navi Control v okné ,,events* byla vytvotfena udalost

oznacujici davkovani ptislusného roztoku (timto zptisobem probihalo kazdé davkovani u vSech
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analyz). Po 7 minutidch bylo davkovani roztoku EDC/S-NHS ukonceno pfepnutim smycek
z polohy ,,inject” do ,,load*. Po ustaleni kfivky byl snizen priitok na 10 pl/min. Nasledné bylo
aplikovano do ,,vzorkového* kanalu 500 ul roztoku protilatky anti-HE4 2B13 1.1. nebo
3C24 1.3. o koncentraci 10 pg/250 uL v 10 mM MES pufru. Do ,,referencniho* kanalu bylo
aplikovano 500 pl roztoku 10 mM MES pufru. Davkovéani bylo provadéno pfiiblizné
25-30 minut, az do dosazeni rovnovahy vzniklého imunokomplexu (vazebna kiivka jiz
nestoupala). Po ukonceni davkovani protilatek a ustaleni kiivky byl zvysSen priitok zpét
na 20 pl/min. Poté byla provedena blokace ¢ipu aplikaci 500 pl 1% roztoku BSA nebo

1 M ethanolaminu do obou kanali na 5 minut.

Po opétovném ustaleni kiivky byly provedeny minimdlné 2 cykly ekvilibrace ¢ipu aplikaci
zvolené mobilni fdze do obou kanalii na 10 minut pfi pratoku 20 pl/min. Jednotlivé davky
mobilni faze byly vzdy po 10 minutach a ustaleni kiivky proklddany regenera¢nim roztokem
10 mM HCI v obou kandlech na 2-3 minuty. Po poslednim kole davkovani mobilni faze
aregenerace byla kiivka nechana ustalit. Pak nasledovalo davkovani vzorki nativniho

nebo denaturovaného HE4.

Roztoky nativniho ¢i denaturovaného HE4 v koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1;
1,25; 1,5; 2 pg/mL byly v objemech 500 pl davkovany do obou smycek po dobu 10 minut
pfi pratoku 20 pl/min. Jednotlivé koncentrace byly vzdy po 10 minutach davkovani a ustaleni

ktivky prokladany regenera¢nim roztokem 10 mM HCI na 2—3 minuty pfi stejném prutoku.
Ukonceni analyzy a kompletni regenerace Cipu

Po dokonceni méfeni byl pritok navySen z 20 pl/min na 200 pl/min a pfistroj byl pfiblizné
10 minut promyvan zvolenou mobilni fazi. Ta byla poté vymeénéna za ultraistou vodu a piistroj
byl promyvan 10 minut stfidavé v obou polohéch ventild. Promyvani bylo zopakovéano se 70%
roztokem ethanolu a poté opét s ultraCistou vodou. Po dokonceni promyvani byly hadicky
vyjmuty z kapaliny, degasser byl vypnut a veSkeré zbytky kapalin byly vyhnany z pfistroje
vzduchem. Poté byla vypnuta pumpa a pritokova cela byla oteviena. Plastovy drzék s ¢ipem

byl vyménén za drzak s ¢ipem slepym a pfistroj byl kompletné vypnut.

Cip byl oplachnut ultragistou vodou a isopropanolem. Poté byl ponofen do roztoku 50 mM
TCEP v Petriho misce ptes noc (14-16 hodin). Po uplynuti doby byl ¢ip osusen a pak vlozen
na 20 minut do UV sterilizatoru. Pak byl umistén do skladovaci nddoby, ve které byl uchovavan

dle pokynt vyrobce Cipu.

59



2.4.4 Ovéreni funkénosti Regenerable Avidin kit ¢ipu
Piiprava Cipu

Sklenény ¢ip modifikovany nanovrstvou sférickych ¢éstic zlata a biotinem, ktery byl soucasti
komer¢né dostupného Regenerable Avidin kitu, byl dlouhodob¢ skladovan pii teploté -20 °C.
Pted umisténim do plastového drzaku a zasunutim do pfistroje byl pouze oplachnut ultracistou

vodou a fadné osusen.
Priprava piistroje

Vsechny pouzité roztoky byly pied analyzou odvzdusnény v ultrazvukové 1azni. Analyza byla
provedena na piistroji multiparametrické povrchové plasmonové rezonance Navi™ 200 OTSO,
ktery byl ovladan programem MP-SPR Navi Control a jenz byl napojeny na degasser
a multikandlovou pumpu. Po vlozeni ptipraveného Cipu s drzakem do pfistroje byla uzaviena
pritokova cela. Hadicky vedouci do Sesticestného ventilu byly zacvaknuty v drzéku
multikanalové pumpy a napojeny na ultracistou vodu. Poté byla uzaviena pritokova cela. Déle

byl spustén degasser a pumpa s pritokem nastavenym na 200 pl/min.

Piistroj byl promyt 10 minut s ventily stfidavé v polohach ,,load* 1 ,,inject”. Soucasn¢ byly také
promyty davkovaci smycky a odpadni ventily naddvkovanim 500 pl ultracisté vody do obou
kanalu pomoci davkovacich stiikacek. Tento postup byl zopakovéan s vyuzitim 70% roztoku
ethanolu a poté opét ultracistou vodou. Po dokon€eni promyvacich cykli byla aplikovana
mobilni faze 1 M PBS puftu, ve kterém byla provedena celd analyza. Ptistroj, jiZ se zapojenym
¢ipem, byl 10 minut promyvan zvolenou mobilni fazi a po uplynuti této doby byl pratok pumpy

snizen z 200 pl/min na 20 pl/min. Nasledovalo provedeni samotné analyzy.
Provedeni analyzy

Jako prvni krok byla aplikace regenerac¢niho roztoku 1, ktery byl, stejné jako regeneracni roztok
2 soucasti Regenerable Avidin kitu. Oba roztoky byly pfipraveny dle navodu pfiloZzeném v kitu.
Ob¢ sttikacky byly naplnény 500 pl regenera¢niho roztoku 1 a vlozeny zpét do septa.
Davkovani probihalo 2 minuty pfi pratoku 20 pul/min. Po stabilizaci kiivky bylo do obou
smycek aplikovano 500 pl roztoku avidinu (také jako soucést kitu) o koncentraci 50 pg/mL
a davkovani probihalo cca 10 minut pii stejném priitoku. Po opétovné stabilizaci kiivky bylo
nadavkovano 500 pl roztoku 10x zifedénych biotinylovanych protilatek proti lidskému IL-6
do obou smy¢ek na 10 minut. Po tomto kroku nésledovala aplikace 500 pl roztoku standardu

IL-6 o koncentraci 12 ng/mL. Standard byl dévkovan do vzorkového ventilu, zatimco
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do referen¢niho byl aplikovan pouze 1 M PBS pufr (mobilni faze). Analyza byla zakonc¢ena

nadavkovanim 500 pl regeneracniho roztoku 2 na 2 minuty do obou kanald.
Ukonceni analyzy a kompletni regenerace Cipu

Po dokonceni méfeni byl pratok navySen z 20 pl/min na 200 pl/min a piistroj byl ptiblizné
10 minut promyvan zvolenou mobilni fazi (1 M PBS pufr). Ta byla pot¢ vyménéna
za ultraistou vodu a piistroj byl promyvan 10 minut stfidavé v obou polohach ventilt.
Promyvani bylo zopakovédno se 70% roztokem ethanolu a poté opét s ultracistou vodou.
Po dokonceni promyvani byly hadicky vyjmuty z kapaliny, degasser byl vypnut a veSkeré
zbytky kapalin byly vyhnény z ptistroje vzduchem. Poté byla vypnuta pumpa a pritokova cela
byla oteviena. Plastovy drzdk s analytickym Cipem byl vyménén za drzédk s Cipem slepym

a pristroj byl kompletn¢ vypnut.

Analyticky ¢ip byl po vyjmuti z drzaku fadn€ oplachnut ultracistou vodou a osusen. Poté byl

umistén zpét do skladovaci nadoby a dle pokynt vyrobce skladovan pii teploté -20 °C.
2.4.5 Postup analyzy aptamert
Priprava ipu na analyzu

Pro analyzu CTApt-SH aptamert byl pouzit sklenény ¢ip modifikovany vrstvou sférickych
nanocastic zlata. Pfed vloZenim do pfistroje byl ¢ip ponotfen na 12—16 hodin do roztoku 50 mM

TCEP. Poté byl oplachnut ultracistou vodou a isopropanolem a osusen.

Pro analyzu CTApt-M-582 aptamert byl pouzit sklenény ¢ip modifikovany vrstvou sférickych
nanoéastic zlata a biotinem, jenz byl souc¢asti Regenerable Avidin kitu. Cip skladovany
pfi teploté -20 °C byl pouze oplachnut ultracistou vodou a osuSen. Poté byl umistén do drzaku

a s nim zasunut do pfistroje.
Priprava p¥istroje

Vsechny pouzité roztoky byly pfed analyzou odvzdusnény v ultrazvukové 1azni. Analyza byla
provedena na pfistroji multiparametrické povrchové plasmonové rezonance Navi™ 200 OTSO,
ktery byl ovladan programem MP-SPR Navi Control a jenZ byl napojeny na degasser
a multikandlovou pumpu. Po vlozeni ptfipraveného Cipu s drzdkem do pfistroje byla uzaviena
pratokovd cela. Hadicky vedouci do Sesticestného ventilu byly zacvaknuty v drzaku
multikanalové pumpy a napojeny na ultracistou vodu. Poté byla uzaviena priitokova cela. Dale

byl spustén degasser a pumpa s pritokem nastavenym na 200 pl/min.
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Ptistroj byl promyt 10 minut s ventily stfidavé v polohach ,,load* i ,,inject®. Soucasné byly také
promyty davkovaci smycky a odpadni ventily nadavkovanim 500 pl ultracisté vody do obou
kandlu pomoci davkovacich sttikacek. Tento postup byl zopakovan s vyuzitim 70% roztoku
ethanolu a poté opét ultracistou vodou. Po dokonceni promyvacich cykla byl pfistroj napojen
na mobilni fazi (vazebny pufr pro aptamery). Pfistroj, jiz se zapojenym Cipem, byl 10 minut
promyvan zvolenou mobilni f4zi a po uplynuti této doby byl priitok pumpy snizen z 200 pl/min

na 20 pl/min. Nasledovalo provedeni samotné analyzy.
Analyza CTApt-SH a CTApt-M-582 s nativnim HE4

Pti analyze aptamert CTApt-M-582 bylo jako prvni aplikovano 500 pl regeneracniho roztoku
1 doobou smycek na 2 minuty. Poté byla provedena aplikace 500 pl roztoku avidinu
o koncentraci 50 pg/mL do obou kandlii na 10 minut. Po ustaleni kiivky byl priutok snizen
z 20 pl/min. na 10 pl/min. a nésledné bylo do vzorkového kanalu aplikovano 500 pl roztoku
aptamert. CTApt-M-582 o koncentraci 490 pmol/mL, do referen¢niho kanalu bylo
nadavkovano 500 pl PBS-T pufru. Pted aplikaci do pfistroje byly aptamery vlozeny na 5 minut
do termobloku zahiatém na teplotu 95 °C a poté byly zpét ochlazeny na laboratorni teplotu.
Davkovani trvalo 25-30 minut, dokud nebylo na zdznamu viditelné dosazeni rovnovahy

komplexu.

Pii analyze aptamert CTApt-SH byl po dokonceni promyvéani nejdiive snizen prutok
z 20 pl/min. na 10 pl/min. Poté bylo do vzorkového kandlu provedeno davkovani 500 ul
aptameru CTApt-SH (490 pmol/mL) v roztoku 99 mM TCEP. Do referen¢niho kanalu bylo
aplikovano 500 pl vazebného pufru pro aptamery. Roztoky aptamert byly tésné¢ pred
nadavkovanim do pfistroje taktéz vloZzeny na 5 minut do termobloku zahtatém na teplotu 95 °C.
Po 5 minutach byly ochlazeny zpét na laboratorni teplotu. Davkovani probihalo 25-30 minut

do doby dosazeni stavu rovnovahy komplexu.

Po stabilizaci kiivky byl zvySen pritok mobilni faze z 10 pl/min. na 20 pl/min. Poté byly pro
oba typy aptamert provedeny min. 2 kola ekvilibraci ¢ipu aplikaci 500 pl zvolené mobilni faze
do obou kanalti na 10 minut. Po aplikaci mobilni faze bylo vZzdy na 2-3 minuty ddvkovéano
500 pl regeneracniho roztoku 10 mM HCI do obou kanali. Po provedeni ekvilibrace a ustaleni
kiivky bylo davkovéano do obou kanala 500 ul roztoku nativniho HE4 v koncentracich 0,2; 0,4;
0,5; 0,6; 0,8; 1 ug/mL po dobu 10 minut. Po aplikaci kazdého vzorku HE4 a ustaleni kiivky
bylo vzdy na 2-3 minuty davkovano 500 pl 10 mM HCI do obou kanala.
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Ukonceni analyzy a kompletni regenerace Cipu

Po dokonceni méfeni byl pratok navySen z 20 pl/min na 200 pl/min a piistroj byl ptiblizné
10 minut promyvan mobilni fazi (vazebny pufr pro aptamery). Ta byla poté vyménéna
za ultraistou vodu a piistroj byl promyvan 10 minut stfidavé v obou polohach ventilt.
Promyvéni bylo zopakovdno se 70% roztokem ethanolu a poté opét s ultracistou vodou.
Po dokonceni promyvani byly hadicky vyjmuty z kapaliny, degasser byl vypnut a veSkeré
zbytky kapalin byly vyhnany z pfistroje vzduchem. Poté byla vypnuta pumpa a pritokova cela
byla oteviena. Plastovy drzdk s analytickym ¢ipem byl vyménén za drzédk s Cipem slepym

a pristroj byl kompletn¢ vypnut.

Cip z Regenerable Avidin kitu byl oplachnut ultra¢istou vodou a dikladné osusen. Poté byl
vlozen do skladovaci nddoby a byl dle pokynti vyrobce skladovan pii teploté -20 °C. Sklenény
¢ip s nemodifikovanou vrstvou sférickych nanocéstic zlata (pro CTApt-SH aptamery) byl
na 14-16 hodin ponotfen v Petriho misce do 50 mM roztoku TCEP. Poté byl ¢ip oplachnut
ultracistou vodou a isopropanolem a dikladné osusen. Nakonec byl na 20 minut vlozen do UV
sterilizatoru. Pak byl Cip pfenesen do skladovaci nadoby, ve které byl uchovavan dle pokynt

vyrobce.
2.4.6 Export a vyhodnoceni ziznamii sensogrami

VSechny zdznamy sensogrami, které byly ziskany béhem analyz, byly exportovany z programu
MP-SPR Data Viewer. Pro ucely analyz interakci protilatek a aptamert s HE4 byly vzdy
vyuzivany pouze kiivky odpovidajici zareni o vinové délce 670 nm, kde kiivka 1 (modra barva)
pfedstavovala vzorkovy kandl a kiivka 3 (zelena barva) byla kanalem referenénim, od kterého
se kiivka 1 odecitala. Data jednotlivych vazebnych kiivek protilatek, aptameri a HE4
se ,,slepymi vzorky“ byly exportovany ve formé datovych soubord v rezimu odsazeni
od zakladni linie. Alternativné byla vyuZivana funkce exportu kompletniho zaznamu do tabulky
v Microsoft Excel 2016. VSechny datové soubory byly pfevadény do programu Microsoft Excel

2016. Zde byla vSechna exportovana data vyuzita pro tvorbu grafii (sensogrami).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit schopnost vybranych anti-HE4 protilatek a aptamert
vazat antigen, protein HE4. Cilem bylo vybrat kvalitni specifické protilatky a aptamery, které
by nasledné mohly byt vyuzity pii sestaveni elektrochemického imunosenzoru pro detekci HE4.
Vybér protilatek a aptamert je klicovym krokem pii konstrukci senzoru a mize vyznamné
ovlivnit jeho citlivost. Testovany byly komeréné dostupné mysSi monoklondlni anti-HE4
protilatky dodavané firmou Hytest (Finsko), konkrétné klony 2B13 a 3C24. Krom¢ protilatek
byly testovany i dva typy anti-HE4 DNA aptamerti s rozdilnou modifikaci, konkrétné
biotinylovany CTApt-M-582 a CTApt-SH s thiolovou funkéni skupinou. Aptamery jsou
produkty firmy Creative Biolabs (USA). Reaktivita protilatek a aptamerd byla testovana

s rekombinantnim lidskym HE4 proteinem od firmy Sino Biological (Cina).

Pro ovéteni kvality a reaktivity protilatek a aptamert byly zvoleny metody polyakrylamidové
gelové elektroforézy, dot blotu a zejména multiparametrické povrchové plasmonové rezonance
(MP-SPR). Metoda MP-SPR byla pouzita jako nova metoda pro ovéfeni reaktivity protilatek

a aptamertl, a jeji zavedeni bylo hlavnim cilem diplomové préce.
3.1 Ovéreni Cistoty a kvality protilatek metodou SDS-PAGE

Pro ovéteni kvality a Cistoty vybranych specifickych anti-HE4 protilatek a rekombinantniho
proteinu HE4 byla pouzita diskontinudlni polyakrylamidova gelové elektroforéza v prostiedi
dodecylsulfatu sodného s vizualizaci proteinii roztokem amoniakdlniho stfibra (postup
viz kap. 2.2). Pro separaci byl pouzit 12% polyakrylamidovy gel. Vzorky anti-HE4 protilatek
a standardu HE4 byly na gel aplikovany v koncentraci 1 pg proteinu na jamku. Byly
analyzovany oba dva klony vybranych protilatek 2B13 a 3C24. U protilatek 3C24 byly
testovany dvé Sarze (ozn. 1.3 a 1.4). Standard proteinu lidského HE4 byl analyzovéan v nativni
(davkovan v mnozstvi 1 pg/jamku) a rozvolnéné formé (davkovan v mnozstvi 1,5 pg/jamku).
Pro rozvolnéni proteinové struktury byl pouzit roztok 0,04% SDS s2 mM
2-merkaptoethanolem na objem 500 pl, ktery byl poté zakoncentrovan, viz kap. 2.2. Primarnim
ucelem elektroforetické analyzy bylo ovéfit, zda jsou dodavané protilatky v dostatecné Cistoté
a molekuly kompletniho imunoglobulinu, tedy odpovidajici molekulové hmotnosti 150 kDa.

Na. Obr. 17 je uveden vysledny gel pro ovéfeni kvality protilatek a proteinu.
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Obr. 17 - Vysledek SDS-PAGE pro ovéreni cistoty a kvality pouzitych proteimi. 12% gel, barveni
roztokem amoniakalniho stiibra. 1 — Prazdna jamka, 2 — Monoklonalni anti-HE4 2B13 1.1,
3 — Monoklonalni anti-HE4 3C24 1.3, 4 — Monoklonalni anti-HE4 3C24 1.4, 5 — Nativni HE4,
6 — Denaturované HE4, 7 — Prazdna jamka, 8 — Standard molekulovych hmotnosti, 9 — Prdzdna

jamka, 10 — Prdzdna jamka.

Vysledek elektroforézy potvrzuje piitomnost kompletni molekuly IgG, v pfipad¢ anti-HE4
3C24 3arze 1.4. byl viditelny prouzek odpovidajici molekulové hmotnosti 75 kDa, coZ odpovida
castecné rozvolnéné molekule IgG, jednomu tézkému a lehkému fetézci spojenymi
disulfidovymi miustky. Pfestoze i tato frakce protilatek ma kompletni jedno vazebné misto
schopné interakce s antigenem, nebyly tyto protilatky pouzity pro MP-SPR analyzu. U klonu
anti-HE4 3C24 sarze 1.3. nebyly frakce 75 kDa vyznamné viditelné, byl proto spole¢né
s anti-HE4 2B13 1.1. vybran pro MP-SPR analyzu.

Dale byl analyzovéan standard nativniho a denaturovaného HE4. Rozvolnéni proteinu bylo
provedeno proto, aby byla eliminovéna ptipadna agregace nativniho proteinu, kterd by mohla
ovlivnit interakci s protildtkami. Obé formy HE4 proteinu byly pouzity pro MP-SPR analyzu.

Pro ovéfeni reaktivity metodou dot blot byl pouzit pouze nativni protein.
3.2 Ovéreni reaktivity protilatek a aptameri metodou dot blot
U vSech protilatek a aptamerti byla testovana jejich reaktivita s nativnim HE4 antigenem. Pro
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analyzu byly pouzity dva typy membran, nitrocelulozova (NC) a polyvinylidenfluoridova
(PVDF). Nitrocelulozovd membrana 1épe sorbovala davkované roztoky a nedochazelo
k tak velkému rozmyvani zén jak u PVDF membrany. Na membranu byl davkovan roztok
antigenu HE4 o koncentraci 1 pg/100 puL a pro davkovani bylo pouzito zatizeni Dot Blotter
(Roth Selection, Nizozemi). Jako negativni kontrola byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA,
3 ng/100 uL). Jako slepy vzorek byl pouzit 0,1 M fosfatovy pufr. Schéma rozvrzeni jamek
(str. 55) a podrobny postup analyzy je popsan v kap. 2.3.3.

Jako primarni protilatky byly aplikovany roztoky mysich anti-HE4 I1gG 2B13 1.1., 3C24 1.3.
a3C24 1.4. a anti-HE4, a dale pak aptamery CTApt-SH a CTApt-M-582. Jako detekéni
protilatky byly v pfipadé ovéfeni reaktivity protilatek vyuZity anti-mouse IgG protilatky
znatené kienovou peroxidazou (HRP). Pro vizualizaci membran byla pouzita
chemiluminiscen¢ni detekce pomoci Clarity Western ECL substratu (Bio-Rad, USA).
Pro ovéteni reaktivity thiolovanych aptamertt CTApt-SH byla pouzita vizualizace pomoci
nanocastic koloidniho zlata o velikosti 10 nm v citritovém pufru. Pro ovéfeni reaktivity
biotinylovanych aptamer CTApt-M-582 byl pouzit konjugat streptavidinu s kifenovou
peroxidazou. Pro vizualizaci membrany byla opét pouzita chemiluminiscenéni detekce pomoci
Clarity Western ECL substratu (Bio-Rad, USA). Kompletni postup metody je popsan
v kap. 2.3.3. Vysledek dot blot analyzy (Obr. 18) potvrdil reaktivitu vSech klont protilatek

s nativnim HE4 proteinem.

Obr. 18 — Vysledek dot blot analyzy pro ovéreni reaktivity anti-HE4 protilatek. 1 — Monoklonalni

anti-HE4 2B13 1.1., 2 — Monoklonalni anti-HE4 3C24 1.4., 3 — Monoklonalni anti-HE4 3C24 1.3..

Nitrocelulozova membrdana, testované protilatky 1 ug/mL, konjugat anti-mouse IgG-HRP (Fedeni
1:1000), chemiluminiscencni detekce (Clarity Western ECL substrat).

Pozice se vzorkem HE4, které byly viditeln€ zabarvené, byly na vSech membranach
denzitometricky vyhodnoceny v softwaru ImagelJ. Intenzita zabarveni byla vyjadifena v ,,mean
gray value“. Cim vice bylo dané misto tmavé, tim mensi byla vysledna hodnota. Pro anti-HE4

2B13 1.1. byla hodnota mean gray value 117,19, pro anti-HE4 3C24 1.4. 95,26 a pro anti-HE4
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3C24 1.3. 94,52. Z téchto hodnot vyplyva, ze protilatky fady 3C24 se vazaly témér stejné,

zatimco u klonu 2B13 1.1. byla afinita nizsi.

Na Obr. 19A je vysledek dot blot analyzy pro ovéfeni reaktivity biotinylovaného anti-HE4
aptameru CTApt-M-582. Reaktivita aptameru CTApt-M-582 s HE4 nebyla za téchto zvolenych
podminek metodou dot blot prokazana. Zabarveni membrany bylo zptisobeno nedostate¢nym

promytim membrany a dlouhou expozici pti detekci.

Na Obr. 19B je vysledek dot blot analyzy pro ovéfeni reaktivity thiolovaného anti-HE4
aptameru CTApt-SH kolorimetrickou detekci za vyuziti zlatych nanocastic o praméru 10 nm,
které v ptipad€ agregace na aptamery mély vlivem zmény optickych vlastnosti zabarvit misto
aplikace HE4 proteinu do cervena. Reaktivita tohoto aptameru taktéz nebyla za téchto

zvolenych podminek touto metodou potvrzena.

Obr. 19 — Vysledek dot blot analyzy pro ovéreni reaktivity anti-HE4 aptamerii. A — CTApt-M-582,
konjugat Str-HRP (fedéni 1:250), chemiluminiscencni detekce (Clarity Western ECL substrat),
B - CTApt-SH, kolorimetricka detekce s 10 nm AuNPs. Nitrocelulozova membrana, testované aptamery
98 pmol/mL.

3.3 Ovéreni reaktivity specifickych protilatek a aptameri s HE4 metodou

povrchové plasmonové rezonance

Studium interakce specifickych protilatek a aptamert s antigenem HE4 v redlném cCase bylo
provedeno metodou multiparametrické SPR (MP-SPR). Pro MP-SPR analyzu byly priméarné
vyuzivany sklenéné Cipy modifikované vrstvou sférickych nanocastic zlata od stejného vyrobce
jako analyzator Navi™ 200 OTSO (BioNavis, Finsko), na kterém byly analyzy provadény.
Na zlaté Cipy byly imobilizovany anti-HE4 protilatky pfes karboxyloveé funkéni skupiny
po modifikaci ¢ipu vytvofenim samoskladné vrstvy. Thiolované aptamery CTApt-SH byly

67



imobilizovany prostfednictvim —SH funkénich skupin. Bylo také vyuzito sklenénych Cipti
modifikovanych vrstvou sférickych nanocastic zlata, které byly modifikované biotinem pfimo
od vyrobce (BioNavis, Finsko). Tyto Cipy byly vyuzity k imobilizaci anti-HE4 aptamert
CTApt-M-582 prostfednictvim vazby avidin—biotin.

Zakladni uspotfadani experimentii pro analyzu anti-HE4 protilatek a thiolovanych aptamert
CTApt-SH vychazelo z publikace B. Holzerové a kol. [78]. Postup méfeni byl také upravovan
za vyuziti informaci dostupnych na webovych strankdch SPRPages [170]. Pro upravu cipt
s nemodifikovanou vrstvou sférickych AuNPs a dalSich krokut, které piedchézely aplikaci
antigentt HE4, byly vyuzity informace z publikaci Wang a kol. [171], Lupu a kol. [172] a Yuan
a kol. [144] a podminky a postup analyzy byl upraven pro analyzu interakce s proteinem HE4.
Analyzy na Cipu s vrstvou biotinem modifikované vrstvy sférickych AuNPs byly provadény dle
navodu prilozeném v Regenerable Avidin kitu (BioNavis, Finsko). Kompletni postupy

pro jednotlivé analyzy jsou uvedeny v kap. 2.4.

Vystupem kazdé probehlé analyzy byly komplexni kiivky (sensogramy), které predstavovaly
zavislost zmény uhlu SPR dipu elektromagnetického zéateni (vinové délky 670 a 785 nm)
na ¢ase. Kazdy kompletni zdznam byl rozdélen do nckolika ¢asti, odpovidajici kiivkam
odpovidajicich kroklim aktivace ¢ipu, imobilizace, blokace, vazby HE4 a regenerace protilatek
a aptamerd. Na Obr. 20 je uveden piiklad kompletniho sensogramu analyzy dvou vzorktht HE4
ukazujici charakteristicky zaznam vSech dil€ich kroki kazdé aplikace. Jako prvni bylo vzdy
provedeno davkovani vzorku (1.-2.). Po nadavkovani, které trvalo vzdy cca 10 minut, bylo
davkovani ukonceno a ¢ip byl promyvan mobilni fazi dokud se neustalila kiivka (2.-3.), poté
byla provedena kratka regenerace Cipu (3.—4.). Po regeneraci a ustaleni kiivky (4.-5.) byl
opakovan dalsi cyklus od aplikace vzorku (5.-6.), promyti (6.—7.) a regenerace (7.-8.).
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Obr. 20 — Ukdzka kompletniho sensogramu analyzy HE4. 1.— Davkovani vzorku, 2.— Promyti mobilni
fazi, 3.— Regenerace 10 mM HCI, 4.— Promyti mobilni fazi, 5.— Davkovani vzorku, 6.— Promyti mobilni
fazi, 7.— Regenerace 10 mM HCI, 8.— Promyti mobilni fazi.
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MP-SPR analyzator méfi signal soucasné pii dvou vinovych délkach (670 a 785 nm) ve dvou
kandlech. Pfi probihajici analyze byla stfidavé sledovana kiivka odpovidajici signalu mérného
kanalu, jenz byla vztazena k referenénimu signalu. Odec¢tenim dojde k rapidni zméné vzhledu
ktivky. Pro vizualizaci jednotlivych krokt aplikaci HE4, viz Obr. 20, bylo vyuzito mérné
kiivky pro davkovani vzorku. Signal v mérném kanalu byl vztaZen k signélu v referencnim
kanalu pro vazby protilatek, aptamerti a HE4 pro vSechny typy méteni s vyjimkou kompletniho

zaznamu analyzy funkénosti biotinem modifikovaného €ipu, viz Obr. 27A.
3.3.1 Porovnani tvorby samoskladné monovrstvy pomoci 3-MPA a 11-MUDA

Nemodifikovany zlaty ¢ip byl nejdiive modifikovan karboxylovymi funkénimi skupinami latky
tvotici na povrchu AuNPs samoskladnou vrstvu (SAM), viz kap. 2.4.3. Pro tyto ucely byly
vybrany a  testovany dvé  latky, 3-merkaptopropionovd  kyselina  (3-MPA)
a 11-merkaptoundekaonova kyselina (11-MUDA), které se pro ucely SPR analyzy pouZzivaji
nejcastéji bud’ samostatng, nebo ve smési [173—175]. V obou pfipadech byly pfipraveny
roztoky o koncentraci 50 mM, které byly inkubovany s ¢ipem stejnou dobu (viz kap. 2.4.3).
Molekuly 3-MPA nebo 11-MUDA se uspofadané vazou thiolovou funkéni skupinou na AuNPs
a prostorové se uspofadavaji tak, ze jejich karboxylové skupiny jsou na vngjsi strané této
samoskladné vrstvy. Aby bylo mozné na molekulaich SAM imobilizovat protilatky
prostiednictvim amidové funkcni skupiny, bylo nutné aktivovat zavedené karboxylové skupiny

roztokem EDC/S-NHS jak je uvedeno na Obr. 21.
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Obr. 21 — Schéma postupu tvorby SAM vrstvy a aktivace cipu pro imobilizaci protilatek. 1. — tvorba
SAM z 11-MUDA, 2. — aktivace karboxylovych skupin pomoci EDC, 3. — aplikace S-NHS pro tvorbu
amin-reaktivnich esterii. Prevzato a upraveno z [176]

Na takto pfipraveny aktivovany ¢ip bylo davkovano stejné mnozstvi monoklonalni anti-HE4
protilatky 2B13 1.1. (10 pg). Davkovani 3-MPA a 11-MUDA probihalo za stejnych podminek.
Na Obr. 22 je uveden ptiklad zdznamu vazby anti-HE4 protilatky klonu 2B13 1.1. na 3-MPA
a 11-MUDA pro porovnéni obou latek pro tvorbu SAM vrstvy.
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Obr. 22 — Sensogramy pro porovnani tvorby 11-MUDA a 3-MPA SAM vrstvy ovérenim vazby anti-HE4
protilatek. Mobilni faze — PBS, prutok 10 ul/min, 10 ug/250 ul anti-HE4 2B13 1.1, vinova délka
670 nm.

Ze zaznamu vazby anti-HE4 protilatek 2B13 1.1. na 3-MPA a 11-MUDA SAM vrstvu je patrna
srovnatelnd G¢innost obou latek pro tvorbu SAM vrstvy. V publikaci, kde Patel a kol. [168]
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provadeli porovnavani vlastnosti SAM tvofenych ze samotného 3-MPA, 11-MUDA a také
ruznych pomérti smési obou latek, zjistili, Ze 11-MUDA poskytuje oproti 3-MPA o 31 % vétsi
povrchové pokryti senzoru. SPR analyzou také zjistili, Ze na 11-MUDA se po aktivaci
karboxylovych skupin roztokem EDC/S-NHS v porovnani s 3-MPA vézalo vétsSi mnozstvi
proteind. Piestoze v naSem piipadé jsou vysledky srovnatelné, bylo zvoleno, Ze pro vSechny
budouci experimenty byla pro modifikaci ¢ipu pouzivana 11-MUDA. Z pohledu struktury mé

delsi fetézec a je predpoklad nizsich sterickych zabran.
3.3.2 Ovéreni reaktivity monoklonalnich anti-HE4 protilatek 2B13 1.1. s HE4

Pro ovéteni reaktivity anti-HE4 protilatek 2B13 1.1. byla vytvotfena vrstva SAM z 11-MUDA,
jejiz karboxylové skupiny byly aktivovany roztokem EDC/S-NHS, viz kap. 2.4.3. Poté byl
aplikovan roztok protilatek o koncentraci 10 pg/250 pL. Vysledny zdznam vazebné kiivky
jeuveden na Obr. 22 (oranzova kiivka). Rozdil signdlu pfed a po aplikaci, po vztaZeni
k referencnimu kandlu, vykazoval thlovy rozdil piiblizné¢ 0,46, coz potvrzuje UspéSnou

imobilizaci protilatek na Cip.

Nasledné byla provedena blokace 1% roztokem BSA pro zamezeni vazby antigenu na SAM
a poté ekvilibrace mobilni fazi (1 M PBS pufr). Poté byl davkovan antigen HE4 postupné
v rostouci koncentraci od 0,05 do 5 pg/mL. Jednotlivé vazebné kiivky byly po vztazeni
k referencnimu signalu zaznamenany a jsou uvedeny na Obr. 23.
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Obr. 23 - Vazebné kiiivky interakce protilatek anti-HE4 2B13 1.1. s nativnim antigenem HEA4.
Koncentrace 0,055 ug/mlL, mobilni faze — PBS, priitok 20 ul/min, vinova délka 670 nm.
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SPR analyza pro ovéfeni interakce anti-HE4 protilatek 2B13 1.1. s nativnim antigenem HE4
byla provadéna opakované. Nicméng kvili problémiim se zavzdusnénim systému byla vybrana
pouze néktera méieni, kterd umoznila vyhodnoceni zaznamu (Obr. 23). Reaktivita anti-HE4
2B13 1.1. snativnim antigenem HE4 byla potvrzena. Byl pozorovan vzristajici trend
vazebnych kiivek s rostouci koncentraci davkovaného antigenu do koncentrace 1 pg/mL, poté
byl patrny pokles, jenzZ mohl byt zptisoben presycenim systému a moznym stérickym stinénim
pritomnosti velkého mnozstvi molekul HE4 v poméru k po¢tu molekul protilatek. Na zakladé
téchto vysledkii bylo ur¢eno, Ze maximum koncentracniho rozmezi HE4 bude pro nasledujici

analyzy 1,5-2 pg/mL.
3.3.3 Ovéreni reaktivity monoklonalnich anti-HE4 protilatek 3C24 1.3. s HE4

Stejné jako u analyzy HE4 s protilatkami anti-HE4 2B13 1.1. bylo provedeno méfeni s anti-
HE4 protilatkami 3C24 1.3. za identickych podminek analyzy. Na ¢ipu s AuNPs byla vytvofena
SAM vrstva z 11-MUDA. Po aktivaci karboxylovych skupin roztokem EDC/S-NHS,
za stejnych podminek jako v predeSlych experimentech, byl aplikovan roztok protilatek
o koncentraci 10 pug/250 pL. Méfeni vazby anti-HE4 protilatek 3C24 1.3. na 11-MUDA bylo
provadéno opakované. Pfiklad zdznamu vazebné kiivky je uveden na Obr. 24. Po vztaZeni
signalu mérného kanélu k referencnimu byl rozdil uhlu pted a po aplikaci protilatek ustdlen

na pfiblizné hodnoté 0,64 Amdeg.
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Obr. 24 - Vazebna krivka anti-HE4 protilatek 3C24 1.3. na 11-MUDA. Mobilni faze — PBS, pritok
10 ul/min, 10 ug/250 ul anti-HE4 3C24 1.3., vinova délka 670 nm.
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Po navazéani protilatek byla néasledné opét provedena blokace zbylych reaktivnich skupin
a po ekvilibraci ¢ipu mobilni fazi (1 M PBS puft, pratok 20 pl/min) byl davkovan roztok
nativniho antigenu HE4 v koncentracnim rozmezi 0,2—1,75 pg/mL. Zaznamy vazebnych kiivek

nativniho antigenu HE4 jsou na Obr. 25.
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Obr. 25 - Vazebné krivky interakce anti-HE4 protilatek 3C24 1.3. s nativnim antigenem HE4. Mobilni
faze — PBS, priitok 20 ul/min, koncentrace 0,2-0,8 ug/mL, vinova délka 670 nm.

Na rozdil od anti-HE4 protilatek 2B13 1.1. kiivky s protilatkami 3C24 1.3. nevykazovaly
hladky priib¢h a reaktivita anti-HE4 3C24 1.3. s nativnim antigenem HE4 byla vyrazn¢ horsi,
coz je vidét na hodnoté nejvétsSiho vzestupu, ktery Cinil ptiblizné 0,007 Amdeg, zatimco
u2BI13 1.1. to bylo cca 0,014 Amdeg. Nizkéd kvalita téchto vazebnych kiivek mohla tudiz
souviset stémito nizkymi vzestupy, pii kterych jsou zaznamenatelné jinak nepatrné
interference, piipadné kolisani pratoku apod. Vazebné kiivky nativniho antigenu HE4
na protilatky 3C24 1.3. vykazovaly vzestupny trend srostouci koncentraci pouze
do koncentrace HE4 0,4 png/mL, po aplikaci vysSich koncentraci jiz dochazelo k poklesu. Byly
testovany i koncentrace nad 0,8 pg/mL, konkrétné 1; 1,25; 1,5; 1,75 pg/mL. Vysledné kiivky
vSak nevykazovaly standardni pribéh, nebylo mozné je vyhodnotit, a proto zde nejsou uvedeny.
V téchto experimentech byla pouzita zakoupend nova Sarze proteinu HE4. Analyza s témito

protilatkami byla provadéna opakované, ovSem vzdy se stejnym nebo podobnym vysledkem.

Vzhledem k vysledkiim byl zménén pufr pouzity pro vazbu antigenu, kdy byl pouzity PBS pufr
s ptidavkem detergentu Tween 20 (PBS-T). Déle byl pouZzit pro experimenty s protilatkami
3C24 novy zlaty Cip, ktery byl modifikovan stejnym zptisobem. Byl také zkoumén rozdil

73



mezi blokaci ¢ipu 1 M ethanolaminem a 1% roztokem BSA. Vysledkem téchto experimentt
bylo ziskani novych vazebnych kiivek (0,2; 0,4; 0,6; 1 pg/mL), jejichz maximalni dosazené
hodnoty Amdeg byly srovnatelné s kiivkami na Obr. 25. Tyto kiivky jsou uvedeny na Obr. 26,
kde jsou spojeny s kiivkami ziskanymi v dal§im experimentu (viz kap. 3.3.3.1). Nelze tedy

konstatovat, Ze by tyto zmény v postupu analyzy mély zasadni vliv na zlepSeni vysledkd.

3.3.3.1 Ovéreni reaktivity monoklonalnich anti-HE4 protilatek 3C24 1.3.
s denaturovanym HE4

S ohledem na vyse uvedené vysledky byla provedena také analyza s denaturovanym proteinem
HE4. K tomuto experimentu nas vedl pfedpoklad, Ze nativni antigen HE4 mtze mit tendenci
k nezadouci agregaci molekul, a tim mize byt negativn¢ ovlivnéna vazba na protilatky. Tento
problém byl feSen v jedné, dosud nezvetejnéné praci imunochemické skupiny, kde bylo cilenou
¢aste¢nou denaturaci proteinu pentraxin 3 (PTX3) dosazeno lepsich vysledki. Nativni protein
HE4 byl proto denaturovan ptisobenim roztoku SDS a 2-merkaptoethanolu, dle postupu

uvedeného v kap. 2.2.

Pro analyzu denaturovaného antigenu HE4 byl pro SPR analyzu modifikovan ¢ip stejnym
zpisobem, jako v predeslych experimentech s naslednou imobilizaci anti-HE4 protilatek
3C24 1.3. Po provedeni blokace 1% BSA byly aplikovany roztoky denaturovanych antigenti
HE4 v koncentraénim rozmezi 0,05-1 pg/mL. Porovnani vyslednych kiivek nativniho
a denaturovaného HE4 je uvedeno na Obr. 26. Kfivky s denaturovanymi HE4 jsou oznaceny

preruSovanou carou.
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Obr. 26 — Vazebné kiivky interakce anti-HE4 protilatek 3C24 1.3. s nativnim a denaturovanym
antigenem HE4. Mobilni faze — PBS-T, priitok 20 ul/min, koncentrace nat. HE4 0,2—1 pg/mlL,
koncentrace den. HE4 0,05-0,2 ug/mlL, vinova délka 670 nm.
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Vazba nativniho antigenu HE4 na anti-HE4 protilatky 3C24 1.3. vykazovala standardni prib¢h
se vzestupem do koncentrace 1 pg/mL s vyjimkou koncentrace 0,4 pg/mL, kde byl vzestup
kiivky vétsi nez pro koncentraci 0,6 pg/mL. Vysledky jsou srovnatelné s vysledky uvedenymi
na Obr. 25. Naopak kiivky denaturovaného HE4 vykazovaly odlisny trend, kde na zacatku
davkovani vétSinou dochézelo k mirnému vzestupu, ale ihned nasledoval rapidni pokles
az do zapornych hodnot. Po porovnani charakteru kiivek denaturovaného HE4 s vysledky
denaturované¢ho PTX3, u kterych denaturace piinesla pozitivni vysledky a potvrdila agregaci
proteinti, v piipadé HE4 toto potvrzeno nebylo a Ize konstatovat, ze pii porovnani obou

testovanych protilatek, vykazuji anti-HE4 protilatky 2B13 1.1. vyssi afinitu.
3.3.4 Ovéreni funkénosti biotinem-modifikovaného zlatého Cipu

Tento experiment byl provadén v ndvaznosti na dot blot analyzu anti-HE4 aptamera
CTApt-M-582, jenZ neposkytla hodnotitelné vysledky. Pfed samotnou analyzou CTApt-M-582
s nativnim antigenem HE4 bylo zapotiebi ovéfit, zda budou tyto aptamery a Cip poskytovat
viditelné vysledky s modelovym systémem, aby bylo ovéfeno, zda se v pripadé netspésné
analyzy jedna o neuspéSnou modifikaci ¢ipu avidinem nebo je problém na stran¢ aptamert. Pro
ovéteni reaktivity anti-HE4 aptamert CTApt-M-582 s nativnim antigenem HE4 a modelovym
systémem byl vyuzit sklenény Cip se sférickymi AuNPs modifikovanymi biotinem, ktery byl
soucasti kitu pro modifikaci ¢ipu avidinem (Regenerable avidin kit), jenZ je vyuzivan pro
imobilizaci rozpoznavacich prvki prostfednictvim vazby avidin—biotin (BioNavis, Finsko).
Aby bylo ovéfeno, zda je Cip funkéni a poskytuje spolehlivé vysledky, byla nejdiive provedena
zkuSebni analyza se standardem IL-6 a protilatkami proti IL-6 (Sigma-Aldrich, USA) jejichz
reaktivita je garantovana vyrobcem. Experiment byl proveden dle navodu ptiloZzeném v kitu

spolecné s ¢ipem a zasobnim roztokem avidinu.

Experiment byl zahdjen aplikaci roztoku avidinu o koncentraci 50 pg/mL na Cip pii pritoku
20 pl/min. Na molekuly avidinu byly poté imobilizovany protilatky proti IL-6. Po dokonceni
vazby a dostatecném promyti mobilni fazi (1 M PBS puft, pratok 20 pl/min.) byl zkuSebné
aplikovan standard IL-6 o koncentraci 12 ng/mL pfi pritoku 20 pl/min. Podrobny postup
méteni 1ze nalézt v kap. 2.4.4. Kompletni zdznam z analyzy je uveden na Obr. 27A. Na Obr.
27B je vyifez (ohrani¢eno pieruSovanou carou) vazebné kiivky standardu IL-6 vztaZené

k referencni kiivce.
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ozdil pfed a po vazbé avidinu ¢inil pfiblizné 0,3, coz odpovidalo intervalu, ktery byl

navodu (0,3-0,35 Amdeg). Po vazbé¢ biotinylovanych anti-IL-6 protilatek byl uspésné

IL-6 standard. Po potvrzeni postupu modifikace ¢ipu, imobilizace biotinylovanych

protilatek a G¢inné vazbé antigenu IL-6 byl proveden experiment s biotinylovanym anti-HE4

aptamerem CTApt-M-582.
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3.3.5 Ovéreni reaktivity anti-HE4 aptamert CTApt-M-582 s HE4

Analyza reaktivity nativniho antigenu HE4 s biotinylovanymi anti-HE4 aptamery
CTApt-M-582 byla provedena na ¢ipu modifikovaném pro analyzu stejnym postupem jako pro
modelovy systém, viz kap. 3.3.4. Postup experimentu byl provadén dle navodu pfilozeném
ve vyse zminéném kitu. Nejdiive bylo aplikovano 50 pg/mL avidinu pfi pratoku 20 pl/min.,
viz Obr. 28A. Poté¢ byly na avidin imobilizovany anti-HE4 aptamery CTApt-M-582
(490 pmol/mL) prostfednictvim vazby avidin—biotin pfi pratoku 10 pl/min, viz Obr. 28B.
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Obr. 28 - Vazebné krivky avidinu a anti-HE4 aptamerii CTApt-M-582. A — Vazebna kiivka avidinu,
50 ug/mlL, prutok 20 ul/min, B — Vazebna krivka interakce anti-HE4 aptameru CTApt-M-582
s avidinem, 490 pmol/mL, priitok 10 ul/min. Mobilni faze — vazebny pufr pro aptamery, vinova
délka - 670 nm.
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Rozdil uhlu pfed a po vazbé avidinu na ¢ip €inil pfiblizn¢ 0,37 Amdeg, coz bylo lehce
nad interval specifikovany v navodu (0,3-0,35 Amdeg) a také vice nez u zkuSebniho
experimentu, viz kapitola 3.3.4., tudiz vazba byla uspesna. Po ustaleni kiivky byly aplikovany
aptamery, jejichz navdzané¢ mnozstvi na Cipu odpovidalo thlovému rozdilu pted a po aplikaci
0,041 Amdeg. Toto mnozstvi je v porovndni s vazbou protilatek fadové nizsi. Aptamery byly
ovSem aplikovany, z divodu omezeného mnozstvi, v koncentraci 490 pmol/mL, zatimco
protilatky byly davkovany v koncentraci 1 ug/mL. Aptamery jsou ale bézn¢ vyuzivany v fadové
menSim mnozstvi v porovnani s protilatkami. K#ivka potvrzuje vazbu aptameru na cCip.
Na imobilizované aptamery byl poté aplikovan nativni antigen HE4 v rozmezi koncentraci

0,2-1 pg/mL. Vysledny zaznam vazebnych kfivek je uvedeny na Obr. 29.
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Obr. 29 - Vazebne krivky interakce anti-HE4 aptameru CTApt-M-582 s nativnim antigenem HE4.
Mobilni faze — vazebny pufi pro aptamery, priitok — 20 ul/min, koncentrace HE4 0,2—1 ug/mL, vinova
délka — 670 nm.

VSechny kiivky vykazovaly, s vyjimkou koncentrace 0,6 a 0,8 pg/mL, pokles do zapornych
hodnot. Nebyl pozorovan trend vzestupnych kiivek s rostouci koncentraci antigenu HE4,
tak jako v ptfipadé protilatek. Pro ovéfeni vysledkii byla provedena analyza za stejnych
podminek opakovang, nicméné bylo dosazeno podobnych vysledkd s vyjimkou kiivky

0,6 ng/mL, u které byl tentokrat zaznamenan také pokles témét identicky kiivece 1 pg/mL.

Na zaklad¢ informaci nalezenych v literatufe byla vyslovena hypotéza, zda by tento tkaz
nemohl byt zplsoben nédhlou zménou prostorové konformace imobilizovanych aptamert

pti setkdni s molekulami HE4, vedouci ke vzniku tzv. ,negativniho komplexu®, coz mohlo
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zpisobit negativni pfirtstek ke zmén¢ refraktivniho indexu. Tento fenomén neni v praxi bézny,
tuto hypotézu lze nicméné podlozit nékolika piiklady z literatury, kdy také dochéazelo k poklesu
vazebnych kiivek do negativnich hodnot pfi SPR analyzach s aptamery, v nékterych piipadech
dokonce 1 s protilatkami [178, 179]. V naSem piipad¢ ale tento fenomén nemuizeme potvrdit
vzhledem k tomu, Ze trend kiivek neodpovida stoupajici koncentraci, coz bylo v publikaci
od Bonnet a kol. (2021) [178] i1 Pons a kol. (2022) [179] jednoznacné viditelné. Reaktivitu
anti-HE4 aptamert CTApt-M-582 se ani MP-SPR analyzou za nastavenych podminek

nepodafilo prokazat.
3.3.6 Ovéreni reaktivity anti-HE4 aptameri CTApt-SH s HE4

Pro ovéfeni reaktivity anti-HE4 aptamert CTApt-SH byl vyuzit nemodifkovany zlaty Cip,
na ktery byly aptamery, prostfednictvim vazby AuNPs a thiolovych funkénich skupin,
imobilizovany bez vyuziti tvorby SAM z 11-MUDA. Kompletni postup je uveden
v kap. 2.4.5. Pied samotnou analyzou byl ¢ip ponoifen na 12—16 hodin do roztoku 50 mM TCEP,
aby byl, dle doporuceni vyrobce (BioNavis, Finsko), povrch ¢ipu zredukovan. Jako prvni byly
pfi pratoku 10 pl/min. aplikovany anti-HE4 aptamery CTApt-SH o koncentraci 490 pmol/mL
v redukénim roztoku 99 mM TCEP pro rozvolnéni struktury. Zaznam dvou nezévislych

vazebnych kiivek thiolovanych aptamerti na AuNPs je na Obr. 30.
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Obr. 30 — Vazebné krivky interakce anti-HE4 aptamerii CTApt-SH s AuNPs. Mobilni faze — vazebny
pufr pro aptamery, pritok — 10 ul/min, koncentrace 490 pmol/mL, vinova délka — 670 nm.
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I v ptipad¢ thiolovanych anti-HE4 aptamert CTApt-SH doslo k navazani na zlaty ¢ip ptes —SH
skupiny. Rozdil zmény uhlu pfed a po davkovani ¢inil u prvniho méfeni (modré kiivka)
piiblizn¢ 0,11 Amdeg a u druhého méfeni (oranzova kiivka) pfiblizné 0,165 Amdeg.
V porovnani s CTApt-M-582 bylo celkové navazané mnozstvi vyrazné vyssi. To mohlo byt
zpisobeno velkou vazebnou kapacitou Cipu, kterd nebyla limitovana vytvorenou SAM vrstvou
nebo omezenou kapacitou interakce biotin—avidin. Po imobilizaci aptamerti probé¢hlo
davkovani nativniho HE4 antigenu v rozmezi koncentraci 0,2—1 pg/mL. Vysledné vazebné

kiivky jsou uvedeny na Obr. 31.

Gas (sekundy)
0 200 400 600 200 1000

0,005

-0,005

-0,015

-0,025

Zména thlu (Amdeg)

-0,035

-0,045

-0,055

—0,2 pg/ml. —04pg/ml —0,6puyg/iml —0,8ug/ml —1 pg/ml

Obr. 31 - Vazebné krivky interakce anti-HE4 aptamerii CTApt-SH s nativnim antigenem HE4. Mobilni
faze — vazebny pufr pro aptamery, priitok — 20 ul/min, koncentrace HE4 0,2—1 ug/mL, vinova
délka - 670 nm.

Na zdznamu je viditelny klesajici trend kiivek opét do zapornych hodnot, stejné jako
u biotinylovaného anti-HE4 aptameru CTApt-M-582, vtomto piipadé¢ vSak pro vSechny
koncentrace antigenu HE4. Na rozdil od vazebnych kifivek nativniho antigenu HE4 s anti-HE4
aptamerem CTApt-M-582 je zde také viditelny trend, kde s rostouci koncentraci nativniho
antigenu HE4 kiivka kles4 postupné az do koncentrace 1 pg/mL. Je mozZné, Ze se i v tomto
piipadé jedna o ptipad vzniku ,,negativniho komplexu‘ zptisobeném ndhlou zménou prostorové
konformace aptamerd pii setkani s nativnim antigenem HE4 [178, 179], stejné jako bylo
uvedeno v kap. 3.3.5. I prestoze trend kiivek odpovida postupnému poklesu se zvySujici
se koncentraci, reaktivitu anti-HE4 aptameri CTApt-SH nemlZeme metodou MP-SPR

pfi tomto nastaveni podminek jednozna¢né potvrdit.
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4 ZAVER

Pro vytipovani protilatek a aptamert pro konstrukci biosenzoru, jenz detekuje HE4, byla jako
prvni ovéfena u vybranych monoklonalnich anti-HE4 protilatek (anti-HE4 2B13 1.1.,
3C24 1.3.,3C24 1.4.) a aptamert (CTApt-SH, CTApt-M-582) jejich Cistota a kvalita metodou
polyakrylamidové gelové elektroforézy za piitomnosti dodecylsulfatu sodného. Na zakladé
vysledkt, které ukazaly pfitomnost vyznamné frakce o velikosti 75 kDa, byly protilatky
anti-HE4 3C24 1.4. vylouCeny z experimenti metodou MP-SPR. DalSim krokem bylo
orientacni ovéieni reaktivity part protilatka—antigen a aptamer—antigen metodou dot blot. Bylo
prokazano, ze vSechny protilatky vykazuji reaktivitu s HE4 antigenem. Klony
3C24 1.3.a1.4. byly témér shodné, zatimco klon 2B13 1.1. vykazoval o cca 21 % nizsi
intenzitu zabarveni. Analyza aptamerli metodou dot blot neprokdzala vazbu HE4 na zadny

ze dvou typt aptamerti.

Pomoci multiparametrické povrchové plasmonové rezonance byly provedeny analyzy interakci
pari protilatka—antigen a aptamer—antigen v readlném case. Byl zaveden postup modifikace ¢ipu
vytvofenim SAM vrstvy z 11-MUDA a avidinu. Dale byla zavedena metoda imobilizace
anti-HE4 protilatek a aptamera na ¢ip. Ve vsech vyse uvedenych piipadech doslo k tspésné
vazbé na Cip. Analyzy reaktivity anti-HE4 protilatek poskytly jednozna¢né pozitivni vysledky.
Interakce protilatek klonu 2B13 1.1. s nativnim antigenem HE4 vykazovaly vzestup ptfimo
umérny stoupajici koncentraci do 1 pg/mL. Tyto protilatky vykazovaly nejvyssi afinitu vici
nativnimu antigenu HE4. Vysledky analyz interakci protilatek klonu 3C24 1.3. s HE4 byly
jednozna¢né horSi. Proto byla pro ovéfeni provedena analyza interakce téhoz klonu
s denaturovanym antigenem HE4, jenz neprokézala, Ze zamezenim agregace HE4 by mohla byt
vazba s protilatkami zpfistupnéna. Analyza interakce anti-HE4 aptameri CTApt-M-582 s HE4
byla ovéfena za vyuziti Regenerable Avidin kitu (BioNavis, Finsko). VSechny vzorky HE4
vykazovaly pokles do zapornych hodnot. Analyza reaktivity anti-HE4 aptamertt CTApt-SH
s nativnim HE4 poskytovala vazebné kiivky s podobnymi poklesy do zapornych hodnot.

Na zakladé¢ vysledkl poskytnutych MP-SPR analyzou, jenz byla v této praci zavedena, bylo
zjiSténo, Ze oba dva klony anti-HE4 protilatek vykazuji reaktivitu viici HE4. Klon protilatek
2B13 1.1. vykazoval vyssi afinitu a lze ho tedy z tohoto vybéru povazovat za vhodnéjsi pro
konstrukci HE4 biosenzoru. I pfestoZe se za téchto nastavenych podminek nepodafilo prokazat
reaktivitu zddného z aptamerti, zavedenim metody MP-SPR byly ziskany dulezité informace,

které budou moci v budoucnu ptisp€t k moznému uspéSnému ovéfeni jejich reaktivity s HE4
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antigenem. Pro budouci analyzy anti-HE4 protilatek a aptamer by bylo vhodné se i nadéle
zam¢éfit na optimalizaci parametrl stanoveni a piipravy ¢ipu, napi. volba SAM. Smés SAM
z3-MPA a 11-MUDA v poméru 10:1 je obecné povazovana za lepsi, co se tyCe vazebné
kapacity, pokryti Cipu a zamezeni nespecifickych vazeb, nez jednotlivé latky pouzité
samostatné. Dale by bylo vhodné se zaméfit na optimalizaci doby ekvilibrace povrchu ¢ipu
mobilni fazi po imobilizaci rozpoznavaciho prvku, jelikoz pfi nedostatecném promyti povrchu
muze vlivem stalé pritomnosti nevymytych chemikalii dochdzet k pomalému posunu zakladni

linie.
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